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Avant-propos

Avant-propos

La thématique de recherche du laboratoire s’intéresse a I’implication du systéme
protéolytique neutre calcium-dépendant au cours de la croissance et du développement du
muscle. Ce systéme protéolytique est constitué de quatorze enzymes, dont les principales sont
la p- et la m-calpaine. Ces deux protéases ubiquitaires ainsi que leur inhibiteur endogéne, la
calpastatine, sont impliqués dans de trés nombreux phénoménes biologiques tels que le
développement embryonnaire, le cycle cellulaire, 1’apoptose, la signalisation cellulaire et la
myogenese. Des dérégulations de 1’activité de ces enzymes sont également associées a des
pathologies parfois séveres. C’est notamment le cas des dystrophies musculaires, des
maladies d’Huntington, de Parkinson et d’ Alzheimer ainsi que de la cataracte et du psoriasis.

Les travaux réalisés au laboratoire ont clairement démontré que ces enzymes sont
fortement impliquées au cours de la myogenése et notamment lors des stades précoces de ce
phénomeéne. L’activité des calpaines est plus particuliérement requise au cours de la fusion
des myoblastes. Ces enzymes permettraient aux cellules de fusionner en dégradant certains
substrats tels que la desmine ou la taline. La m-calpaine extériorisée cliverait également la

fibronectine au cours de ce phénomeéne.

Le nouvel axe de recherche de notre équipe qui s’intégre dans la thématique générale
du laboratoire, s’intéresse plus particulierement a I’implication de la pu- et de la m-calpaine au
cours de 1’adhésion et de la migration des cellules myogéniques. Ces phénomeénes étroitement
liés sont indispensables a la fusion des myoblastes étape clef de la myogenése. Les résultats
obtenus précédemment suggerent que les deux calpaines ubiquitaires sont nécessaires a la
migration des myoblastes. En effet, ’inhibition de I’activité et/ou de 1’expression de ces
enzymes conduit a forte réduction de la motilit¢ des cellules myogéniques et a la
désorganisation de leur cytosquelette d’actine (Dedieu et al., 2004).

En nous appuyant sur ces résultats nouveaux, notre objectif a ét¢ de compléter et de
poursuivre I’étude du réle des calpaines dans les processus conduisant a 1’adhésion et a la
migration des cellules musculaires. Dans un premier temps, j’ai participé aux travaux
concernant I’adhésion des myoblastes et le role des calpaines au cours de ce processus. Puis,
nous avons entrepris de stimuler la migration des cellules myogéniques en agissant

directement (par surexpression) ou indirectement (via des facteurs de croissance) sur 1’activité
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des calpaines. Les résultats, démontrant le role primordial des calpaines, ont ét¢ complétés par
I’étude des voies de signalisation responsables de I’activation de ces protéases apres I’addition
des facteurs de croissance. Un petit nombre de travaux récents faisant état de 1’implication des
calpaines dans différents types de cancer, nous avons initié une étude concernant le role de
ces enzymes lors de I’invasion tumorale. Pour cela nous avons comparé les systémes
protéolytiques calcium-dépendant de cellules musculaires tumorales et invasives (les

rhabdomyosarcomes) et de cellules musculaires saines.

La partie introductive de ce travail est organisée en trois chapitres intitulés :
» le systéme protéolytique neutre calcium-dépendant
» adhésion et migration au cours du développement du muscle squelettique
» invasion tumorale et rhabdomyosarcomes
La seconde partie présente, sous forme de publications, les résultats de nos
investigations. Pour clore ce mémoire, nous présenterons les conclusions et les perspectives

de recherche des travaux réalisés au cours de cette étude.
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Introduction

Chapitre 1 :

La protéolyse neutre calcium-dépendante

La dégradation des protéines cellulaires, ou protéolyse intracellulaire, est un phénomeéne
indispensable a la vie de la cellule. En effet, contrairement & I’ADN et a I’instar des ARNs,
les protéines de la cellule doivent étre renouvelées en permanence. Ce processus implique des
enzymes appelées protéases, dont 1’action peut €tre limitée ou totale (catabolisme protéique).
Dans le premier cas, la protéine est coupée en peptides plus ou moins longs, permettant
éventuellement de faciliter la protéolyse totale. Cette derniére consiste en une dégradation de

la protéine en acides aminés.

Ces deux types de protéolyse jouent des roles majeurs dans la vie de la cellule, mais ne
sont pas impliqués dans les mémes phénomenes biologiques. La dégradation totale des
protéines excédentaires, défectueuses ou anormales permet le renouvellement des protéines, le
recyclage des acides aminés et le « ménage » cellulaire, ainsi que I’adaptation des cellules a
de nouvelles conditions environnementales. Le catabolisme protéique est également impliqué
dans la production d’énergie a partir des protéines lors de carences graves et dans la mort
cellulaire par apoptose. Quant a la protéolyse limitée, elle joue un réle important dans la
réponse immunitaire (génération des peptides antigéniques) et dans la maturation des

enzymes synthétisées sous forme de zymogenes.
Les enzymes responsables de la protéolyse intracellulaire font partie de différents

systémes protéolytiques dont les fonctions et les mécanismes d’action peuvent étre tres

différents.

1. Les systémes protéolytiques

Les quatre principaux systémes protéolytiques sont les suivants : le systeme ATP-

dépendant, la voie lysosomale, la voie des caspases et le systeéme neutre calcium-dépendant.
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1.1. Le systéme protéolytique ATP-dépendant

Le systeme protéolytique ATP-dépendant ou systéme ubiquitine/protéasome, joue un
role majeur dans la protéolyse intracellulaire. Il permet la dégradation des protéines
ubiquitinylées en présence d’ATP dans le noyau et dans le cytoplasme (Coux et al., 1996 ;
Voges et al, 1999). La protéase responsable de la protéolyse ATP-dépendante n’a été
identifiée que dans les années 1970. Il s’agit du protéasome ou protéasome 26S également
appelé prosome ou protéase multicatalytique.

Le protéasome 26S est un assemblage constitué¢ du protéasome 20S et du complexe
régulateur 19S. La formation de cet ensemble d’environ 2 000 kDa nécessite la présence
d’ATP (Figure 1).

Le protéasome 20S est une particule stable d’environ 700 kDa, en forme de cylindre
creux, composée de 28 sous-unités apparentées. Chez les Eucaryotes, on observe 14 sous-
unités différentes. Ces sous-unités sont organisées en 4 anneaux heptamériques : les deux
anneaux externes sont composés de 7 sous-unités a différentes alors que les deux anneaux
centraux se composent de 7 sous-unités B différentes (Rivett e al., 1991 ; Figure 1). Les sous-
unités o permettent la fixation du complexe 19S et contrélent I’entrée des protéines a dégrader
dans la chambre catalytique. Les sous-unités [ portent les sites actifs du protéasome. Le
protéasome 20S posséde au moins cing activités peptidasiques différentes, mais seulement
trois ont actuellement été identifiées (chymotrypsine-like, trypsine-like et caspase-like).

Le complexe régulateur 19S (la coiffe), composé de 18 sous-unités, se lie aux deux
extrémités du protéasome 20S pour former le protéasome 26S (Figure 1). Il apporte au
complexe des sous-unités capables de reconnaitre les chaines d’ubiquitines, de dénaturer la
protéine pour permettre son entrée dans la chambre et de recycler I'ubiquitine. La coiffe
possede également six ATPases qui fournissent 1’énergie nécessaire a la dénaturation des

protéines et a I’activation du protéasome 20S (Braun et al., 1999).

Le protéasome 26S dégrade les protéines possédant une chaine d’ubiquitine, qui sert de
signal de destruction de la protéine. L’ubiquitine (76 acides aminés) est liée a la protéine par
un systeme de trois enzymes : E1 (qui active I’ubiquitine), E2 (enzyme de conjugaison) et E3
(enzyme de ligation). La polyubiquitinylation nécessite la présence d’ATP et permet la

sélectivité des protéines a dégrader (Ciechanover, 1994).
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Protéasome 20S Protéasome 26S

+ ATP
protéine ubiquitinée

1]
oo ubiquitine (recyclée)
(2]

sous-unités
o

sous-unités p ATP Sous-unités
(activité catalytique) 195
complexe 195
anneau heptamerique
o O _ acides aminés
petits peptides
= antigéne

Figure 1 : assemblage et fonctionnement du protéasome 26S
En présence d’ATP, le protéasome 208, constitué de 4 anneaux heptamériques, et le complexe
régulateur 198 forment le protéasome 26S. Ce dernier dégrade les protéines ubiquitinylées en petits
peptides qui serviront de peptides antigéniques ou qui seront hydrolysés en acides aminés.

L ubiquitine, reconnue par le complexe 198, est recyclée.

La dégradation des protéines par le protéasome entraine la formation de peptides de 3 a
20 acides aminés (Coux et al., 1996 ; Voges et al., 1999). Ces peptides peuvent é&tre
hydrolysés en acides aminés, permettant le recyclage de ces derniers, ou servir de peptides
antigéniques. Le role principal du systéme protéolytique ubiquitine/protéasome est la
dégradation des protéines anormales ou mal assemblées (Werner et al., 1996). Cependant, il
joue également un role dans la régulation du cycle cellulaire, la régulation des facteurs de
transcription, la régulation d’enzymes et la dégradation de protéines contractiles du muscle

squelettique entrainant la perte musculaire (Attaix ef al., 2005).

1.2. La voie lysosomale

Les lysosomes, responsables de la protéolyse lysosomale, sont des organites cellulaires
présents dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. Dans leur forme la plus simple, les
lysosomes sont des vésicules sphériques d’environ 0,5 pm, dont la forme et la taille varient en
fonction des matériaux capturés destinés a la dégradation. Leur nom de lysosome, dérivé du
grec lithos, pierre et soma, corps, est di a leur aspect granuleux. Ils furent décrits pour la

premiere fois par Christian de Duve en 1955.
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Ces vésicules cytoplasmiques monomembranaires sont d’origine golgienne et leur pH
interne est acide (Holzman, 1989). Ce pH, maintenu entre 4,5 et 5 par des pompes a protons,
est nécessaire au bon fonctionnement des enzymes lysosomales (les lysozymes). Ces
hydrolases acides sont inopérantes dans le cytoplasme ou le pH est proche de 7. Les
lysozymes permettent la dégradation de toutes les macromolécules capturées par les
lysosomes. Ces hydrolases sont de différents types : nucléases (RNases et DNases), lipases,
glycosidases et protéases. La protéolyse lysosomale est principalement assurée par les
cathepsines. Ces endoprotéases forment une famille d’au moins 11 membres, dont les
cathepsines B, D, H et L, présentes dans les lysosomes du muscle squelettique. Une
augmentation de 1’activité des cathepsines B et L a été observée lors de la différentiation des
myoblastes de souris C2C12 ainsi que dans les myoblastes de veau feetal (Béchet et al., 1991 ;
Ebisui et al., 1995). L’activité des cathepsines est régulée par leur inhibiteur spécifique, la

cystatine (Abrahamson et al., 2003 ; Barrett, 1987).

Les lysosomes se forment au niveau de 1’appareil de Golgi et se déplacent vers la
membrane plasmique avec laquelle ils fusionnent. En 1957, de Duve a identifié¢ deux types de
lysosomes : les lysosomes primaires et les lysosomes secondaires. Ces derniers se forment par
fusion des lysosomes primaires avec des vacuoles telles que les phagosomes et les vésicules
autophagiques ou autophagosomes (Figure 2).

Les lysosomes sont impliqués dans les phénomeénes d’hétérophagie et d’autophagie.
L’ hétérophagie est la digestion de matériaux provenant de 1’extérieur de la cellule tels que des
bactéries ou des substances alimentaires. Ces matériaux sont capturés par phagocytose,
pinocytose ou endocytose. Dans le cas de la phagocytose, un organisme étranger tel qu’une
bactérie est capturé. Le phagosome ainsi formé fusionne avec un lysosome primaire pour
former un lysosome secondaire. A I’inverse, I’autophagie concerne la digestion des matériaux
cellulaires, tels que des protéines ou des organites comme les mitochondries. Cette fonction
permet le recyclage des matériaux cellulaires et 1’élimination de substances toxiques qui
pourraient endommager la cellule en s’accumulant.

Les protéines cellulaires peuvent également traverser directement la membrane
lysosomale. Les protéines empruntant cette voie présentent un motif peptidique commun
(KFERQ) identifi¢ par Chiang et Dice en 1988. Ce processus permet un passage plus rapide
des protéines entralnant un catabolisme protéique accru notamment en période de carences.

Les produits de dégradation peuvent étre récupérés par la cellule (les acides aminés par

exemple) ou évacués a I’extérieur de la cellule par exocytose.
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Figure 2 : fonctionnement de la voie lysosomale
Les lysosomes primaires, formés au niveau de [’appareil de Golgi (a), peuvent libérer leurs enzymes
lysosomales a l’extérieur (par exocytose)(b) ou a l'intérieur de la cellule (c), entrainant [’autolyse de
cette derniere. lls peuvent également fusionner avec des vésicules autophagiques (d) ou avec des
phagosomes (e) pour former des lysosomes secondaires. Les produits de dégradation sont recyclés par

la cellule (f) et/ou évacués a l’extérieur par exocytose (g).

1.3. La voie des caspases

La voie des caspases est impliquée dans le phénomene de mort cellulaire programmée
ou apoptose. L’importance du role joué par les caspases dans le processus apoptotique a été
établie par Horvitz et ses collaborateurs lors de la découverte du geéne ced-3 chez C. elegans
(Ellis & Horvitz, 1986). En 1993, Horvitz et Yuan ont montré que la protéine issue du gene
ced-3 était une cystéine-protéase similaire a la protéine ICE (interleukin-1-f converting
enzyme ; Yuan et al., 1993), enzyme impliquée dans 1’apoptose chez les mammiferes. La

nomenclature actuelle ainsi que le nom « caspases» (pour cysteinyl-aspartate-cleaving
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proteases) ont ét€ proposés en 1996 par Alnemri et ses collaborateurs. En application de cette
nouvelle nomenclature, ICE fut rebaptisée caspase-1 (Alnemri et al., 1996). Actuellement,

quatorze caspases ont ét¢ identifiées chez les mammiféres (Nicholson & Thornberry, 1997).

Les caspases clivent leurs substrats en aval d’un résidu aspartate. Contrairement aux
cathepsines et au protéasome, les caspases sont responsables d’une protéolyse limitée et sont
donc incapables de dégrader leurs substrats en acides aminés.

Au cours du processus apoptotique, les caspases inhibent les voies protectrices et
activent les molécules participant a la mort cellulaire. Les caspases sont classées en trois
groupes différents selon leurs activités et la taille de leur pro-domaine (Stennicke & Salvesen,

2000) :

v' Les caspases inflammatoires : caspases-1, -4, -5, -11, -12, -13 et -14
v" Les caspases apoptogénes dont :
» Les caspases initiatrices : caspases-2, -8, -9 et —10

» Les caspases effectrices : caspases-3, -6 et —7

Les caspases sont synthétisées sous forme de zymogenes inactifs, les pro-caspases. Ces
zymogenes se composent d’un pro-domaine de taille variable (Cryns & Yuan, 1998) et de
deux domaines a I’origine de la grande sous-unité (p20, 20 kDa) et la petite sous-unité (p10,

10 kDa) (Figure 3).

L’activation des caspases nécessite deux clivages successifs. Le premier libére la sous-
unité pl10 qui s’associe a la grande sous-unité p20. L’enzyme est alors partiellement clivée.
Un second clivage entraine la libération du pro-domaine. La caspase va alors s’assembler sous
sa forme active, a savoir (p10/p20), (Rotonda et al., 1996 ; Walker et al., 1994 ; Wilson et al.,
1994) (Figure 3).

Les caspases clivent des protéines de différents types telles que des protéines de
structure, des protéines régulatrices du génome, des protéines impliquées dans la transduction
du signal et des protéines impliquées dans 1’apoptose. L’activation et les fonctions de ces
protéases sont régulées par de nombreux facteurs comme les protéines Bcel-2, les calpaines et

le calcium.
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pro-domaine grande sous-unité (p20) Pro-caspase

Enzyme

pro-domaine . .
partiellement clivée

pl0 Caspase mature
p10 et active

p20

Figure 3 : Structure et activation des caspases (adapté de Rathmell & Thompson, 1999)
La séquence QACxG correspond au site actif des caspases (x= R, Q ou G). Les fleches noires
représentent les clivages nécessaires a l’activation des caspases. Le premier clivage libere p10 (A) qui
s associe alors avec p20. Le second libére le pro-domaine (B). La caspase s’assemble alors sous sa

forme mature et active (p10/p20), (C).

Parmi les quatre principaux systemes protéolytiques, nous nous intéresserons plus

particulierement au systeme protéolytique neutre calcium-dépendant.

2. Le systéme protéolytique neutre calcium-dépendant

Le calcium est essentiel a la vie de la cellule et a son bon fonctionnement. Il permet la
transmission de signaux cellulaires, régule 1’expression de certains genes et est impliqué dans
de nombreux phénomenes physiologiques tels que la sécrétion, la contraction musculaire et la
mort cellulaire. Une élévation de la concentration intracellulaire en calcium peut étre a
I’origine de nombreuses pathologies comme 1’hypertension, athérosclérose ou la cataracte
(Berridge, 1994 ; Bootman & Berridge, 1995 ; Carafoli, 2002). Le calcium est également
nécessaire au fonctionnement de nombreux systémes enzymatiques et notamment du systéme

protéolytique neutre calcium-dépendant. Les protéases responsables de la protéolyse neutre
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calcium-dépendante sont appelées calpaines et nécessitent la présence du calcium pour leur

activation.

2.1. Les calpaines

Les calpaines sont des cystéine-endopeptidases de type papaine. Le site actif de ces
protéases est composé des acides aminés C, H et N. Cette triade catalytique est commune a
toutes les calpaines a I’exception de la calpaine 6 (site actif : KHN).

Elles furent découvertes en 1964 par Guroff et ses collaborateurs. Les calpaines (pour
calcium et papaine) sont activées par le calcium a pH neutre (Croall & De Martino, 1991). A
I’origine, le systéme protéolytique calcium-dépendant ne comprenait que trois molécules :
deux protéases (la p-calpaine et la m-calpaine) et une protéine inhibitrice de leur activité, la
calpastatine. Actuellement la famille des calpaines compte quatorze membres (Tableau I).
Toutefois parmi ces quatorze membres dont les séquences ADN ont ét¢ identifiées, seules les

calpaines 1 et 2 ont été isolées sous leur forme protéique.

2.1.1. Nomenclature

La nomenclature actuellement utilisée a été¢ adoptée lors de la conférence internationale
de la FASEB en 2001. Elle permet notamment une meilleure identification des différents

membres de la famille des calpaines (calpaine 1 a 15, absence de calpaine 4) (Tableau I).

Les calpaines peuvent étre classées en deux groupes qui différent par la présence ou
I’absence d’un domaine « calmodulin-like ». Ce domaine comporte, comme la calmoduline,
des EF-hands, structures décrites en 1972 par Kretsinger, capables de lier fortement le Ca*"
(Kd de 10 a 107 ; Ikura, 1996). Les calpaines dites typiques ou conventionnelles (calpaines
1, 2, 3, 8,9, 11 et 12) possédent ce domaine tandis que les calpaines atypiques en sont

dépourvues (calpaines 5, 6, 7, 10, 13 et 15).
Une autre classification est également utilisée, distinguant les calpaines ubiquitaires

(calpaines 1, 2, 5, 7, 10, 12, 14 et 15) des calpaines tissu-spécifiques (calpaines 3, 6, 8, 9, 11

et 13). Pour plus de clarté, nous utiliserons cette derniére classification.
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Calpaine Géne \ Autres noms EF-hand Tissus Especes Chromosome
. Homme 11ql13
Calpaine 1 | capnl w-calpaine, + ubiquitaire Souris 19
CAPNI1 s
Rat non identifié
—calpai Homme 1g41
Calpaine 2 capn2 mecaipaine, + ubiquitaire Souris non identifié
CAPN2 i
Rat non identifié
nCL-1, p94, muscle Homme 15q15.1
Calpaine 3 capn3 (Lp82, Lp8s, + squelettique, Souris 2
Rt88) lentille, rétine Rat non identifié
Homme 11q14
Calpaine 5 capn htra3, nCL-3 - ubiquitaire Souris 7
Rat non identifié
. CAPNX, Homme Xq28
Calpaine 6 capn6 calpamodulin - placenta ? Souris X
Rat non identifié
Homme 3p24-p25
Calpaine 7 capn’7 palBH - ubiquitaire Souris non identifié
Rat non identifié
Homme 1g41
Calpaine 8 capnd nCL-2 + muqueuse Souris non identifié
stomacale . P
Rat non identifié
appareil Homme 1q42
Calpaine 9 capn9 nCL-4 + dlzpes Gif Souris non identifié
g Rat non identifié
. CAPN10, | Homme J o 29373
Calpaine 10 | capni0 - ubiquitaire Souris non identifié
CAPNS i
Rat non identifié
Homme 6pl2
Calpaine 11 | capnlil CAPNI11 + testicules Souris non identifié
Rat non identifié
Homme non identifié
Calpaine 12 | capnli?2 CAPNI12 + ubiquitaire Souris 19q13
Rat non identifié
Calpaine 13 | capni3 CAPN13 + testicules, | e | 2p22.2-p22.3
poumons
Calpaine 14 | capnli4 CAPN14 - ubiquitaire Homme | 2p22.2-p22.3
Homme 16p13.3
Calpaine 15 | capnl5 Sol H - ubiquitaire Souris 17A3.3
Rat non identifié
Calpain Homme 19q13.1
Small cap I’l—S]] CAPN4 + ubiquitaire Souris non identifié
Subunit 1 | 4P Rat non identifié
Calpain Homme 16
Small capn-s2 + non identifié Souris non identifié
Subunit2 | 4 £ Rat non identifié

Tableau I : Nomenclature internationale des calpaines

(FASEB Summer Research Conferences, 2001)
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2.1.2. Les calpaines ubiquitaires

Les calpaines 1 et 2 sont les calpaines ubiquitaires les plus étudiées depuis deux
décennies. Ces calpaines conventionnelles sont codées respectivement par les geénes capnl et
capn?.

La calpaine 1 et la calpaine 2, également appelées sous-unités catalytiques, s’associent
a une sous-unité régulatrice de 28 kDa pour former des hétérodimeres structurellement tres
proches : la p-calpaine (micro-calpaine) et la m-calpaine (milli-calpaine) (Figure 4). La sous-
unité¢ régulatrice a été considérée comme unique et commune aux deux isoformes jusqu’a
I’identification d’une seconde sous-unité¢ régulatrice (Schad et al., 2002). La sous-unité
régulatrice alors nommée calpaine 4 est désormais appelée Cssl (calpain small subunit 1) et
la seconde Css2 (Tableau I). La p- et la m-calpaine sont donc constituées d’une sous-unité

catalytique propre a chacune d’elle et de I’une des deux sous-unités régulatrices (Figure 4).

A g 11 111 1\
N Ila b C
115 272 296 EF-1 EF-2 EF-§ Calbgine 1
alpaine
C H N I 80 kDa
1 T 87'88 327328 569570 EF-3  EF-4714
autoprotéolyse N \% VI(IV’) C
EF-1° EF-2’ EF-5 Cssl
ou Css2
) 1011102 EF-3° EF-4p¢gl 28kDa
autoprotéolyse
B
I I I v
N Ila IIb C
105 262 286 EF-1 EF-2 EF-9 Caloging 2
alpaine
O H N 80 kDa
1 T 76177 316'317 555'556 EF-3 EF-4 99
autoprotéolyse N \Y VI(IV?) C
EF-1’ EF-2’ EF-5 Cssl
ou Css2
1 1011102 EF-3° EF-4pegl 28kDa
autoprotéolyse

Figure 4 : Structures de la p- (A) et de la m-calpaine (B) (adapté de Goll et al., 2003)
Les différents domaines sont représentés par I, 1L, III, 1V, V et VI. lla et IIb correspondent aux sous-
domaines du domaine II. Les aminoacides C, H et N correspondent au site actif. Les structures EF-

hand sont représentées par les rectangles rouges et les annotations EF-1 a EF-5 et EF-1"a EF -5
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Les concentrations calciques nécessaires a I’activation de ces protéases sont tres
différentes et sont d’ailleurs a I’origine de leur nom (Suzuki, 1991). Ainsi I’activation in vitro
de la p-calpaine nécessite des concentrations calciques de I’ordre du micromolaire, de 3 a 50
uM selon Goll et ses collaborateurs (2003), alors que la m-calpaine est activée par des
concentrations proches du millimolaire, de 0,25 a 1 mM (Elce et al., 1997 ; Suzuki et al.,
1979). Les niveaux d’expression de ces deux protéases sont également différents, la m-
calpaine étant 1’isoforme majoritaire dans la plupart des tissus a I’exception des plaquettes ou

la p-calpaine prédomine (Sakon et al., 1981 ; Tsujinaka et al., 1982).

Les sous-unités catalytiques de la p- et de la m-calpaine (calpaines 1 et 2) présentent un
poids moléculaire d’environ 80 kDa (81 889 Da pour la calpaine 1 et 79 900 Da pour la
calpaine 2 chez ’homme) (Aoki et al, 1986 ; Imajoh et al., 1988) et sont composées
respectivement de 714 et 699 acides aminés. Leurs structures sont organisées en quatre

domaines différents (Figure 4) :

» Le domaine I
Le domaine I, N-terminal, est impliqué dans 1’autolyse de la protéase. Il ne présente
aucune homologie avec des polypeptides identifiés jusqu’a présent (Goll et al, 2003).
L’homologie de la séquence codant pour ce domaine varie de 72 a 86 % selon les especes

(homme, rat, porc, lapin, poulet).

» Le domaine II

Ce domaine porte le site actif de la protéase composé des acides aminés C, H et N en
position 105, 262 et 286 pour la m-calpaine et 115, 272 et 296 pour la p-calpaine. Ces résidus
forment la triade catalytique caractéristique des protéases a cystéine telles que la papaine et
les cathepsines B, H, L et S. Cependant, le domaine II présente une homologie de séquence
faible avec ces protéases a cystéine laissant penser qu’il a évolué a partir d’un géne ancestral
différent (Goll et al., 2003). Cette région peut étre divisé en deux sous-domaines (Ila, portant
la cystéine, et IIb, portant ’histidine et 1’asparagine) formant une clef catalytique. Bien que
dépourvu de structures EF-hand, chaque sous-domaine est capable de fixer un atome de
calcium (Moldoveanu et al., 2002 ; Moldoveanu et al., 2004). Le domaine II est fortement
conservé chez les différentes especes, il présente une homologie de séquence variant de 85 a

93 %.
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» Le domaine III

Comme le domaine I, le domaine III ne présente pas d’homologie de séquence avec les
protéines identifiées a ce jour, et son (ses) role(s) reste(nt) mal compris. Cependant, ce
domaine contient une région C2 capable d’interagir avec les phospholipides membranaires
(Ono et al., 1998 ; Tompa et al., 2001) et une structure EF-hand a proximité du domaine II
(Andresen et al., 1991). Les études réalisées sur le domaine III ne permettent pas d’affirmer
que cette structure EF-hand soit capable de fixer le calcium. Il est important de noter que ce
domaine, capable de lier la calpastatine (Wendt et al., 2004), pourrait étre impliqué dans les

changements conformationnels induits par le calcium.

» Le domaine IV

Situé du coté C-terminal de la sous-unité catalytique, il est également appelé domaine
« calmodulin-like » en raison de son homologie avec la calmoduline (51 a 54 % de similarité).
Comme chez cette derniere, le domaine IV présente des structures EF-hand permettant la
liaison des ions Ca®". Des études réalisées il y a deux décennies ont révélé la présence de
quatre structures EF-hand dans ce domaine (Emori et al., 1986 ; Imajoh et al., 1988). Plus
récemment, des études cristallographiques ont mis en évidence une cinquieme EF-hand,
précédemment attribuée au domaine III (Blanchard ef al., 1997 ; Hosfield ef al., 2001). Ces
EF-hands sont appelées EF-1, EF-2, EF-3, EF-4 et EF-5 (a partir du N-terminal, Figure 4).

Les sous-unités régulatrices Css1 et Css2 sont constituées de 268 et 248 acides aminés
respectivement et présentent une masse moléculaire d’environ 28 kDa (28 100 Da pour Cssl
et 27 659 Da pour Css2 chez I’homme ; Sakihama et al., 1985 ; Schad et al., 2002). Les

structures de Css1 et Css2 sont organisées en deux domaines (Figure 4) :

» Le domaine V
Ce domaine correspond a la partie N-terminale de la sous-unité régulatrice et, au méme
titre que le domaine I, il serait impliqué dans 1’autolyse de la protéase. Le domaine V contient
une région riche en glycine et serait capable d’interagir avec les phospholipides

membranaires.

» Le domaine VI
Ce domaine est également appelé IV’ en raison de sa forte homologie avec le domaine

IV. Comme ce dernier, il posséde cinqg structures EF-hand permettant la fixation du calcium
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(de EF-1" a EF-5’). 1l serait impliqué dans 1’hétérodimérisation de la protéase en permettant

I’interaction des sous-unités régulatrice et catalytique.

Des études cristallographiques récentes proposent une structure en 3D de la m-calpaine
qui confirment que des interactions entre les domaines IV et VI d’une part, et Il et V d’autre
part, sont trés probables (Figure 5 ; Hosfield et al., 1999). La situation des sous-domaines Ila
et IIb de la clef catalytique suggere que des répulsions électrostatiques entre ces deux sous-
domaines maintiendraient le site actif ouvert et donc inactif. En réduisant ces répulsions, le
calcium permettrait la fermeture du site actif, et donc I’activité enzymatique (Hata et al.,

2001 ; Moldoveanu et al., 2002 ; Reverter et al., 2001).

-:'u

Figure 5 : Structure en 3 dimensions de la m-calpaine (adapté de Reverter et al., 2001)
Les différents domaines sont représentés par dl, dIl, dIII, dIV, dV et dVI. Les structures EF-
hand EF-1, EF-2, EF-3, EF-1’, EF-2’ et EF-3’ sont indiquées sur les domaines IV et VI. Les
annotations I-1I, 1I-1Il et III-1V représentent les jonctions entre les domaines I, 11, III et IV.

C105 correspond a la cystéine du site actif.
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Bien que la p- et la m-calpaine soient actuellement les plus étudiées et les mieux
connues, il existe six autres calpaines ubiquitaires : les calpaines 5, 7, 10, 12, 14 et 15. Peu
d’informations sont disponibles sur ces isoformes dont les séquences ADN ont été identifiées
et localisées dans le génome humain.

La calpaine 5 est une calpaine atypique. Bien qu’ubiquitaire, cette isoforme est plus
fortement exprimée dans le systéme nerveux central, le thymus, les testicules, les reins et les
poumons (Franz et al., 2004 ; Waghray et al., 2004). Le geéne capn3 présente une forte
homologie de séquence avec le geéne tra-3 chez C. elegans (Mugita et al., 1997), impliqué
dans la détermination sexuelle et la mort nécrotique des neurones (Barnes & Hodgkin, 1996 ;
Syntichaki et al., 2002).

La calpaine 7 est également atypique, elle se caractérise par la présence d’un domaine
différent en position C-terminale, absent chez les autres calpaines. L homologie de séquence
est tres faible avec les autres membres de la famille des calpaines (30 % ; Franz et al., 1999).

Le géne codant pour la calpaine 10 (capni0) compte 15 exons, son épissage alternatif
est a ’origine de 8 isoformes (calpaine 10a a calpaine 10h; Horikawa et al., 2000). La
calpaine 10 est atypique et ubiquitaire, cependant ses isoformes présentent des localisations
différentes. La calpaine 10a, la plus abondante, est principalement exprimée dans le foie, le
ceeur, le cerveau, le placenta, les poumons, les muscles squelettiques, les reins, le pancréas et
la rétine (Horikawa et al., 2000 ; Ma et al., 2001). Peu étudiée jusqu’a présent, cette calpaine
fait désormais 1’objet de nombreux travaux en raison de son implication dans le diabéte de
type II. Des mutations dans 1’intron 3 du géne capnl0 ont été identifiées chez des personnes
atteintes de cette pathologie (Horikawa et al., 2000 ; Yang et al, 2001). La calpaine 10
interviendrait dans la sécrétion et I’action de 1’insuline, ainsi que dans la production hépatique
de glucose.

La calpaine 12 est conventionnelle et ubiquitaire, elle est codée par le gene capnl?2
constitué de 21 exons. Trois ARNm différents résultant d’un épissage alternatif ont été
identifiés (Dear et al., 2000). Cette protéase serait fortement exprimée dans le follicule
capillaire, cependant le ou les roles de cette enzyme restent actuellement inconnus.

La calpaine 14, identifiée en 2001 en méme temps que la calpaine 13, est faiblement
exprimée. Son géne, capnl4, situé sur le chromosome 2, se trouve a proximité de celui codant
pour la calpaine 13 (Dear & Boehm, 2001).

Enfin, la calpaine 15, plus connue sous le nom de SolH (small optic lobes H), est

ubiquitaire et atypique. Son gene, capnld ou solh, constitué¢ de 14 exons, est localisé¢ sur le
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chromosome 16. Le role ou les roles de la calpaine 15 sont inconnus mais elle pourrait étre

impliquée dans la cataracte héréditaire (Kamei ef al., 1998).
Malgré [’expression ubiquitaire des calpaines 5, 7, 10, 12, 14 et 15, [’expression
« calpaines ubiquitaires » est trés souvent utilisée pour désigner la u- et la m-calpaine. Pour

plus de clarté, nous utiliserons également cette expression pour désigner ces deux protéases.

2.1.3. Les calpaines tissu-spécifiques

Parmi les quatorze calpaines identifié¢es depuis 1989, six sont considérées comme tissu-

spécifiques. Il s’agit des calpaines 3, 6, 8,9, 11 et 13.

Découverte en 1989 par Sorimachi et ses collaborateurs, la calpaine 3 (p94 ou calpaine
3a) est la plus étudiée. Elle est nommée p94 en raison de son poids moléculaire. Sa séquence,
identifiée a partir de banques d’ADN complémentaires de muscles d’homme et de rat, est
différente de celles des calpaines conventionnelles. La calpaine 3a est spécifique du muscle
squelettique et son taux de messagers est 10 fois plus important que celui des calpaines
ubiquitaires (Sorimachi ef al., 1989). Toutefois, une faible quantité d’ARNm de la calpaine 3a
a été également détectée au niveau de la langue, des yeux et du cerveau (Konig et al., 2003).

La calpaine 3a est monomérique et présente une structure proche de celle des sous-
unités catalytiques des calpaines ubiquitaires. Cette protéine de 821 acides aminés (chez
I’homme) est constituée de quatre domaines (I a IV) dans lesquels on note la présence de
séquences exclusivement spécifiques de la calpaine 3a. Ces séquences, NS, IS1 et IS2, sont
insérées en amont du domaine I, dans le domaine II et dans le domaine III, respectivement
(Figure 6). La séquence NS (pour N-terminal Sequence ; 20 a 30 acides aminés), riche en
proline, inhiberait I’autoprotéolyse du domaine I (Anderson et al., 1998). La séquence 1S1
(pour Insertion Sequence 1; 62 aminoacides) forme une boucle dans le domaine II. Elle
agirait comme un inhibiteur interne, en bloquant I’accés du site actif dont elle est proche
(Diaz et al., 2004). La séquence IS2 (Insertion Sequence 2 ; 77 aminoacides) contient une
séquence de localisation nucléaire (PVKKKKNKP) fortement conservée d’une espece a
I’autre (Sorimachi et al., 1989).

Alors que ses messagers sont fortement représentés dans les cellules musculaires, la
calpaine 3a n’a jamais ¢été isolée sous sa forme native. Seuls des fragments de 60, 58, 55 et 31

kDa ont pu étre purifiés (Kinbara et al., 1998). Ces fragments seraient la conséquence d’une

-17 -



Introduction

autolyse rapide de la calpaine 3a dont la demi-vie est de I’ordre d’une dizaine de minutes
(Sorimachi et al., 1993). La délétion de la séquence IS2 et la mutation de la cystéine 129 du
site actif en sérine permettent de stabiliser la calpaine 3a et d’allonger sa durée de vie
(Sorimachi et al., 1993).

In vivo, la calpaine 3a serait stabilisée par des interactions avec des protéines du tissu

musculaire, comme la connectine (titine), et ceci via le domaine IS2 (Sorimachi et al., 1995).

I II II v
NS IS1 IS2

7

300319899 268 315 400401 592 638
6531654

Figure 6 : Structure schématique de la calpaine 3a (d’aprés Goll et al., 2003)
Les annotations 1, 11, 11l et IV correspondent aux différents domaines. NS, ISI et IS2 représentent les
séquences d’insertion spécifiques de la calpaine 3a. Les structures EF-hand sont représentées par les

rectangles rouges présents dans le domaine 1V et entre les domaines II et I11.

Les mécanismes de régulation de la calpaine 3a ne sont actuellement pas connus. Cette
protéase n’interagit ni avec les sous-unités régulatrices Cssl et Css2 des calpaines
ubiquitaires, ni avec la calpastatine, ’inhibiteur de la p- et de la m-calpaine. La présence de
six EF-hands suggére une régulation dépendante du calcium (Ono et al, 1998). La
concentration en calcium nécessaire serait de I’ordre du nM ce qui justifierait I’appellation n-
calpaine utilisée par certains auteurs pour désigner la calpaine 3a (Mozdziak et al., 2002).

Son implication certaine dans une forme de dystrophie musculaire (LGMD2A, [imb
girdle muscular dystrophy type 2A) (Richard et al., 1995) a suscité de nombreuses études.
Plus de 100 mutations du geéne capn3 ont été identifiées chez des personnes atteintes par cette
dystrophie musculaire. La calpaine 3a mutée n’est alors plus capable de dégrader certains de
ses substrats (Ono ef al., 1998).

La calpaine 3b est le résultat d’un épissage alternatif du gene capn3 excluant les exons
6, 15 et 16, ce qui conduit a I’absence des séquences d’insertion NS, IS1 et IS2 (Ma et al.,
1998). Cette protéase tissu-spécifique exprimée uniquement dans le cristallin, interviendrait

lors de la formation de la cataracte (David ef al., 1993 ; Fukiage ef al., 2002).
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La calpaine 6 a ¢été¢ décrite en 1997 par Dear et ses collaborateurs. Cette calpaine
atypique présente une forte homologie avec la calpaine 5 et se caractérise par I’absence de
domaine IV, remplacé par un domaine T. La calpaine 6 est la seule calpaine a présenter un
site actif original, la cystéine étant remplacée par une lysine. Cette modification de la triade
catalytique empéche toute activité cystéine-protéase. La calpaine 6 est exprimée au cours de
la grossesse, principalement au niveau du placenta, mais aussi dans les muscles, les poumons
et les reins de I’embryon (Dear & Boehm, 1999).

La calpaine 8 (¢galement appelée nCL-2) a ét¢ découverte en 1993 par Sorimachi et ses
collaborateurs. Elle est exclusivement exprimée au niveau des muqueuses stomacale et
intestinale. Comportant un domaine « calmodulin-like » (domaine IV), la calpaine 8 est dite
typique. Cependant, la nCL-2’, résultant de 1’épissage alternatif du géne capn8, ne possede
pas de domaine IV. Une majeure partic du domaine III est également délétée. Les fonctions
physiologiques de la calpaine 8 restent encore mal connues. Toutefois, des travaux tres
récents ont montré une implication de cette enzyme dans le trafic membranaire des cellules de
la muqueuse de I’estomac et du duodénum (Hata et al., 2006).

La calpaine 9 (ou nCL-4) a été décrite en 1998 par Lee et ses collaborateurs. Elle est
conventionnelle et spécifique du systéme digestif. Une diminution importante de 1’expression
de cette protéase est observée dans des cellules cancéreuses de 1’estomac (Yoshikawa et al.,
2000). En outre, la réduction de son expression en utilisant une stratégie antisens induit la
transformation des cellules et la cancérogenese (Liu et al., 2000), suggérant I’implication de
cette protéase dans 1’établissement du cancer gastrique.

La calpaine 11, décrite en 1999 par Dear et ses collaborateurs, est une calpaine typique.
Elle est spécifique des testicules et notamment des spermatocytes (Dear & Boehm, 1999).

La calpaine 13 décrite par Dear et Boehm en 2001 est atypique, son expression est

limitée aux poumons et aux testicules.

2.2. Activation des calpaines ubiquitaires

2.2.1. Mécanismes d’activation

Comme de nombreuses enzymes, les calpaines ubiquitaires sont synthétisées sous
forme inactive, protégeant ainsi la cellule d’une protéolyse anarchique. Le calcium est un
¢lément clef, indispensable a leur activation. Sa fixation au niveau des structures EF-hand des

domaines IV et VI permettrait I’interaction de ces domaines, favorisant ainsi 1’association des
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deux sous-unités. De plus, le calcium serait a 1’origine de nombreux changements
conformationnels, notamment au niveau du domaine II ou il permettrait le rapprochement des
sous-domaines Ila et IIb, rendant le site actif opérationnel. Les calpaines ayant fix¢é le calcium
migreraient alors vers la membrane plasmique (Figure 7) ou les phospholipides membranaires
interagiraient avec les domaines III et V via leurs régions hydrophobes. Deux mécanismes

d’activation différents sont alors possibles :

» L’autolyse des deux sous-unités

La capacité des calpaines a s’autolyser est connue depuis une vingtaine d’années. En
effet, en 1981 Suzuki et ses collaborateurs ont découvert que la m-calpaine s’autolysait en
présence de calcium. Ce processus a également été observé pour la p-calpaine (Cong et al.,
1989 ; Dayton, 1982). L’autolyse entraine la perte d’une partie des domaines I et V et réduit
notamment la concentration calcique nécessaire a [’activit¢ des calpaines. Bien que ce
phénoméne soit rapide (2 2 3 min a 25°C en présence de 1 mM de Ca”"), il comporte plusieurs
étapes. L’autolyse de la calpaine 1 entraine la formation d’un produit intermédiaire de 78
kDa, puis de la forme autolysée qui présente un poids moléculaire de 76 kDa (Zimmerman &
Schlaepfer, 1991). L’autolyse de la calpaine 2 comporte également deux étapes, cependant la
forme autolysée présente un poids moléculaire différent (78 kDa ; Brown & Crawford, 1993).
Quant a la petite sous-unité, elle s’autolyse en trois étapes pour aboutir a la formation d’un
fragment de 18 kDa (Mc Clelland et al., 1989). L’autolyse entraine donc la formation des
hétérodiméres actifs 76 kDa / 18 kDa et 78 kDa / 18 kDa pour la p- et la m-calpaine
respectivement. Le phénomeéne peut se poursuivre au niveau des sous-unités catalytiques,
générant des fragments inactifs de 30 a 33 kDa (Nishimura & Goll, 1991).

L’autolyse permettant I’activation des calpaines, certains auteurs ont suggéré que ces
protéases ¢étaient synthétisées sous forme de pro-enzyme. Cette hypothése était d’autant plus
réaliste que de nombreuses enzymes et notamment des protéases sont synthétisées sous forme
de pro-enzyme, c’est le cas par exemple des caspases. Cette hypothése a été¢ largement

acceptée dans les années 1990, et I’activation des calpaines était synonyme d’autolyse.

» L’activation par dissociation des deux sous-unités
Plusieurs études ont montré que les calpaines non autolysées étaient actives et capables
d’hydrolyser leurs substrats (Cong et al., 1989 ; Cong et al., 1993 ; Crawford et al., 1993 ;
Goll et al., 1992 ; Molinari et al., 1994). Ces observations infirmant 1’hypothése de la pro-

enzyme, un second mode¢le d’activation, indépendant de I’autolyse et basé sur la dissociation
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des deux sous-unités, a été proposé. Ce modele est soutenu par de nombreux travaux
démontrant que la sous-unité catalytique dissociée était active (Meyer et al., 1996; Yoshizawa
et al., 1995). La séparation des deux sous-unités serait la conséquence de changements
conformationnels induits par les phospholipides membranaires. La sous-unité catalytique
présenterait alors une plus grande sensibilité au calcium (Vilei et al., 1997). Toutefois, aucune
é¢tude n’a permis de détecter la dissociation du dimere. En outre, des études
cristallographiques suggérent la formation de ces diméres quelle que soit la concentration en

calcium (Lin et al., 1997; Zhang et al., 1996).

Suzuki et Sorimachi ont finalement proposé en 1998 un modeéle intégrant les deux
modes d’activation (Figure 7). Ce modele est désormais largement accepté. L’activation des
calpaines se ferait par dissociation du dimeére, libérant la sous-unité catalytique active.
L’autolyse en N-terminal pourrait intervenir avant la dissociation mais ce ne serait qu’un
mécanisme facultatif qui faciliterait la séparation des deux sous-unités. L autolyse suivie de la
dissociation générerait une enzyme active, dont la durée de vie serait plus courte. La sous-

unité régulatrice jouerait un rdle essentiellement stabilisateur.

+ | 30kD
T [ swa [ @ | o
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o
d

Hydrolyse
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membrane PIP,, CaZ’,
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Ca’", activateur 22

Figure 7 : Modele d’activation des calpaines proposé par Suzuki et Sorimachi
(adapté de Suzuki & Sorimachi, 1998)
Les calpaines ayant fixé le calcium migreraient vers la membrane plasmique. Deux mécanismes
d’activation seraient alors possibles : la dissociation des deux sous-unités (4) ou [’autolyse suivie de

la séparation des deux sous-unités (B).
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2.2.2. Problémes liés aux concentrations calciques

Quel que soit le modele d’activation choisi, le calcium reste 1’élément clef permettant
aux calpaines d’étre actives. Cependant, un probléme majeur reste en partiec non résolu. En
effet, la concentration nécessaire a 1’activité des calpaines est trés nettement supérieure a la
concentration calcique intracellulaire. Cette derniére varie de 50 a 300 nM selon I’état de la
cellule, alors que la p- et la m-calpaine nécessitent respectivement des concentrations
calciques de I’ordre de 3 a 50 uM et de 0,25 a 1 mM (Goll et al., 2003 ; Maravall et al.,
2000). Les concentrations requises pour I’activation de la m-calpaine ne sont d’ailleurs jamais
atteintes hormis dans des cas extrémes (Hajnoczky et al., 2000). Une activation par le calcium
seul est de ce fait impossible in vivo. 1l existerait donc des mécanismes et/ou des protéines
permettant de réduire localement la concentration calcique nécessaire a 1’activité des

calpaines.

L’autolyse est un des mécanismes permettant de réduire 1’exigence des calpaines en
calcium. En effet, une fois autolysée, I’activité de la p-calpaine nécessite une concentration
calcique 1,5 a 100 fois inférieure a celle avant autolyse. De méme la concentration nécessaire
a ’activation de la m-calpaine est réduite d’un facteur 5 environ (Goll ef al., 1992). Bien que
les exigences en calcium de la p-calpaine autolysée se rapprochent des concentrations
physiologiques, celles de la m-calpaine restent encore trop élevées. L’autolyse, dont
I’initiation requiert 0,8 a 15 uM de calcium, n’est donc pas suffisante pour ramener les
exigences calciques des calpaines au niveau des concentrations physiologiques.

Des études réalisées sur les phospholipides acides ont montré que certains d’entre eux
tels que la phosphatidylsérine (PS), le phosphatidylinositol (PI) et le phosphatidylinositol 4,5-
biphosphate (PIP,) seraient capables, en interagissant avec les domaines III et V, de réduire
les concentrations calciques indispensables a ’autolyse des calpaines de facteurs compris
entre 3 et 8 (Coolican & Hathaway, 1984 ; Cong et al., 1989 ; Saido et al., 1991 ; Saido et al.,
1992). Cependant ces résultats ont été obtenus avec une steechiométrie de 375 a 4 100
phospholipides (PI ou PIP;) pour une calpaine. De telles conditions sont peu probables in
vivo. De plus les concentrations nécessaires pour 1’autolyse des calpaines en présence des
phospholipides restent non physiologiques. L’action des phospholipides ne serait donc pas
suffisante et d’autres activateurs seraient essentiels pour activer les calpaines.

Quelques ¢études ont permis 1’identification d’activateurs des calpaines tels que

I’isovalerylcarnitine (IVC) qui permettrait de réduire la concentration calcique requise pour
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I’activité de la m-calpaine en de¢a de 10 uM (Pontremoli et al., 1990). Cependant, la
steechiométrie est de 20 000 IVC pour une m-calpaine et cet activateur ne semble pas avoir
d’effet sur la p-calpaine.

En 2000, Melloni et ses collaborateurs ont décrit les effets activateurs d’une protéine de
liaison a I’acyl-coenzyme A (ACBP pour acyl-CoA binding protein) présente dans le muscle
squelettique de rat. Ce dimere de 20 kDa formerait un complexe membranaire avec la m-
calpaine et diviserait par 50 la concentration calcique nécessaire pour activer I’enzyme. De
plus la steechiométrie ACBP : m-calpaine serait de 1 : 1. Cette protéine n’aurait cependant pas
d’effet sur les exigences en calcium de la p-calpaine. L’ACBP serait également capable
d’inhiber la liaison calpaine/calpastatine. Des études récentes ont montré que I’ACBP

activerait la p-calpaine lors de la mort cellulaire (Shulga & Pastorino, 2006).

2.3. Régulation de ’activité et de I’expression des calpaines ubiquitaires

Afin d’éviter une protéolyse anarchique fortement dommageable pour la cellule,
I’activité mais aussi I’expression des calpaines sont fortement régulées. Plusieurs facteurs sont
notamment impliqués dans ces régulations. L’acteur le plus important est la calpastatine,

I’inhibiteur spécifique endogéne des calpaines ubiquitaires.

2.3.1. La calpastatine

L’existence d’un inhibiteur endogéne des calpaines ubiquitaires a été découverte lors
des premiers essais de purification de la m-calpaine (Dayton et al., 1976 ; Goll et al., 2003).
Les premiéres études concernant cette protéine ont montré qu’elle était résistante aux hautes
températures (100°C), a I'urée et au SDS. Le clonage de ’ADNc de la calpastatine a été
réalisé des 1990 chez de nombreuses espéces (Asada et al., 1989 ; Emori ef al., 1987 ; Takano
et al., 1988).

La calpastatine (ou CAST) est codée par un geéne unique, cast, situé¢ sur le chromosome
5 chez I’homme et composé de 34 exons. L’utilisation de quatre promoteurs différents
(Raynaud et al., 2005) et les mécanismes d’épissage alternatif (Lee ef al., 1992 ; Parr et al.,
2001 ; Takano et al., 1999) entrainent la synthése de nombreuses isoformes de cette protéine.
Au moins huit ont été identifiées dans différents tissus, et il n’est pas rare que plusieurs

isoformes soient présentes dans un méme tissu (Geesink et al., 1998 ; Goll et al., 2003). On
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distingue quatre types de calpastatine (I a IV) et quatre autres isoformes présentant des
délétions.

En raison de sa structure non globulaire, la calpastatine migre de fagon particuliére en
SDS-PAGE. Cette anomalie et I’existence de plusieurs isoformes ont entrainé de nombreuses
interrogations concernant son poids moléculaire (de 34 a 280 kDa selon les études ; Maki et
al., 1990). Certains auteurs ont également suggéré une éventuelle organisation de I’inhibiteur
en dimeres ou en tétrameres. Il est désormais évident que la calpastatine est un monomere
dont le poids moléculaire a été surestimé. Ainsi, le poids moléculaire de la forme exprimée
dans les érythrocytes, estimé a 70 kDa en SDS-PAGE, est en réalité¢ de 46,35 kDa (Takano &
Murachi, 1982). La forme la plus fréquente dans le muscle squelettique humain (type III)
migre aux environs de 135 kDa en SDS-PAGE alors que son poids moléculaire réel est voisin
de 78 kDa.

La séquence protéique de la calpastatine est unique, elle est subdivisée en 4 domaines
répétés (domaines I a IV) précédés d’un domaine N-terminal, le domaine L (Figure 8). Chez
I’homme, ce domaine est composé d’environ 120 amino-acides (codés par les exons 2 a 8),
alors que les domaines I, II, III et IV en comprennent environ 140 (codés par les exons 9-13,
14-18, 19-23 et 24-29). Certaines isoformes contiennent ¢galement un domaine appelé XL,

placé en N-terminal du domaine L et codé par les exons 1 (1xa, 1xb, ly, 1z et 1u).

Figure 8 : Structure schématique de la calpastatine humaine

(adapté de Wendt et al., 2004)

Les différents domaines de la calpastatine sont représentés par L, 1, 11, Il et IV. Les annotations A, B

et C correspondent aux sous-domaines présents dans les domaines I, 11, 11l et IV.

Les nombreux résidus basiques présents dans le domaine L permettent a la calpastatine
de se lier a la membrane, région importante lors de 1’activation des calpaines (Mellgren,
1988). Les domaines I, II, III et IV sont responsables de I’inhibition de la p- et de la m-
calpaine. Chaque domaine séparé est capable d’inhiber 1’activité protéolytique d’une calpaine

ubiquitaire. La calpastatine serait donc théoriquement capable d’inhiber quatre molécules
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(Emori et al., 1988). Toutefois, la stoechiométrie varieraitde 1 : 3 a 1 : 12. Les domaines I, II,
III et IV n’inhiberaient pas ’activité des calpaines ubiquitaires avec la méme efficacité, le
domaine I étant le plus efficace (Kawasaki et al., 1989).

Chacun des quatre domaines inhibiteurs de la calpastatine est composé de trois sous-
domaines A, B et C (Figure 8). Les domaines A et C ne présentent aucune activité inhibitrice
lorsqu’ils sont utilisés seuls ou associés (Ma et al., 1994 ; Maki et al., 1988 ; Uemori et al.,
1990). L’activité inhibitrice de la calpastatine serait conférée par le sous-domaine B.

L’inhibition des calpaines par la calpastatine est un phénoméne calcium-dépendant
(Cottin et al., 2000 ; Kapprell & Goll, 1989). En présence de calcium, les sous-domaines A et
C se fixeraient aux domaines IV et VI des calpaines, permettant ainsi au sous-domaine B
d’entrer en contact avec le domaine II et le site actif (Figure 9 ; Todd et al., 2003). Cette
inhibition est réversible puisque 1’addition d’un agent chélateur tel que 'EDTA permet de
dissocier le complexe (Kapprell & Goll, 1989 ; Otsuka & Goll, 1987). Les concentrations en
calcium nécessaires a la fixation de la calpastatine aux calpaines (40 uM pour la p- et entre
250 et 500 uM pour la m-calpaine) sont nettement inférieures a celles requises pour activer

ces protéases (Kapprell & Goll, 1989).

Calpastatine

A e @ C

I1I

Calpaine .

Figure 9 : Représentation schématique du modele d’interaction entre la calpastatine et
les calpaines (adapté de Todd et al., 2003)
Les domaines des calpaines sont représentés par les chiffres I, II, III, IV, V et VI. Les lettres A, B, et C

correspondent aux trois sous-domaines de la calpastatine.
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Le mode d’inhibition de la calpastatine est encore controversé et mal connu in vivo.
Certains auteurs proposent une inhibition non-compétitive (Cottin et al., 1983), alors que
d’autres privilégient I’hypothése d’une inhibition de type compétitif (Maki et al., 1988).

Les phosphorylations de I’inhibiteur endogéne semble influencer sa localisation, son
efficacité et sa spécificité (Averna et al., 1999 ; Averna et al., 2001 ; Averna et al., 2003 ;
Cong et al., 1998 ; Salamino et al., 1997). La forme phosphorylée (par les protéines kinase A
ou C) serait localisée dans la région nucléaire. Une augmentation du niveau de calcium
intracellulaire entrainerait sa déphosphorylation et sa translocation vers la membrane, a
proximité des calpaines. En outre, selon Pontremoli et ses collaborateurs (1992), la forme
déphosphorylée posséderait une affinité plus importante pour la p-calpaine alors que la forme
phosphorylée serait plus affine pour la m-calpaine.

Plus récemment, Tompa et ses collaborateurs (2002) ont montré que les caspases, en
dégradant la calpastatine, libéraient les sous-domaines A et C. Ces derniers seraient
susceptibles de participer a ’activation des calpaines en réduisant de moitié les concentrations

calciques nécessaires a leur activité.

2.3.2. Les phosphorylations

Les calpaines présentent différents sites de phosphorylation, dont le nombre varie selon
I’isoforme étudiée (9 pour la p-calpaine, 8 pour la m-calpaine ; Goll er al., 2003). Ces
phosphorylations pourraient réguler positivement ou négativement 1’activité des calpaines.
Selon les travaux de Glading et de ses collaborateurs (2000 et 2004) la phosphorylation de la
sérine 50 par la voie ERK/MAPK activée par 'EGF (epidermal growth factor) induit une
forte augmentation de ’activité de la m-calpaine. Au contraire la phosphorylation de la sérine
369 et de la thréonine 370 par la protéine kinase A (PKA) réduit significativement I’activité
de la m-calpaine. La phosphorylation de ces résidus rigidifie la structure de la protéase. En
conséquence, le site actif est maintenu en position ouverte ce qui rend la protéase inactive
(Shiraha et al., 1999 ; Shiraha et al., 2002). Ainsi la PKA peut contrecarrer les effets de
I’EGF.

2.3.3. Régulation par les MRF (myogenic regulatory factors)

Les facteurs myogéniques (MRF, myogenic regulatory factor, voir chapitre 2) sont

capables de stimuler I’expression du géne capn2. Les résultats obtenus dans notre laboratoire
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(Dedieu et al., 2003) montrent que le géne capn? contient 5 sites E-box, séquences sur
lesquelles peuvent se fixer les hétérodiméres formés par ’association des MRFs et des
protéines E (E12 ou E47). Dans le cas des calpaines, MyoD (également appelé¢ Myf3) régule
de facon positive I’expression du géne capn?2. La myogénine (ou Myf1) est également capable
de réguler I’expression de ce géne mais de facon moins efficace. Au contraire, Myf5 n’a
aucun effet sur I’expression de ce gene. Une telle régulation n’a encore jamais été décrite pour

le géne capnl.

2.4. Localisation des calpaines ubiquitaires

Les calpaines ubiquitaires sont présentes dans la grande majorité des tissus des
vertébrés tels que le cerveau, les muscles lisses, squelettiques et cardiaques, 1’appareil
digestif, les reins, le foie, les poumons, les cellules du systéme immunitaire et les organes
génitaux (Farkas et al., 2003). Leurs niveaux d’expression varient cependant fortement d’un
tissu a I’autre (Kawashima et al., 1988).

La localisation cellulaire des calpaines a fait 1’objet de nombreuses ¢études
d’immunolocalisation. La majorité d’entre elles montrent que les deux calpaines ubiquitaires
présentent une répartition diffuse dans 1’ensemble du cytoplasme ou elles sont colocalisées
avec leur inhibiteur, la calpastatine (Barnoy et al., 1999 ; Goll et al., 1989 ; Goll et al., 1992 ;
Kumamoto et al.,, 1992). Ces protéases seraient toutefois capables de se déplacer vers
différents compartiments cellulaires. Ainsi, en réponse a des signaux cellulaires, les calpaines
se déplaceraient vers des sites en périphérie de la cellule, et plus particulicrement vers la
membrane, tandis que la localisation de la calpastatine resterait inchangée. Une translocation
vers la membrane plasmique a notamment été observée pour la p-calpaine aprés une
stimulation par un ionophore (Gil-Parrado et al., 2003). Ces observations confortent
I’hypothese d’une activation membranaire des calpaines.

Au niveau du muscle squelettique, une fraction des calpaines ne seraient pas libre dans
le cytoplasme, mais plutot associée a des structures cellulaires organisées telles que les
myofibrilles ou les fibres d’actine (Kumamoto et al., 1992 ; Lane et al., 1992).

Des travaux réalisés au cours de la fusion des myoblastes ont montré que la m-calpaine
pouvait étre extériorisée. En agissant sur la matrice extracellulaire (MEC), et plus
particuliérement sur la fibronectine, elle préparerait les membranes a fusionner (Brustis et al.,
1994 ; Dourdin et al., 1997). Bien que I’hypothése d’une extériorisation de la m-calpaine soit

confirmée dans d’autres types d’expérimentations (Szomor et al., 1999 ; Nishihara et al.,
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2001), certains auteurs la réfutent, préférant parler de « fuite » ou de tissus 1€sés (Goll et al.,

2003).

2.5. Substrats des calpaines ubiquitaires

Une meilleure compréhension des roles joués par la protéolyse calcium-dépendante et
de sa spécificité nécessite 1’identification de ses substrats. Ainsi, de nombreuses protéines
(plus d’une centaine) ont été identifiées comme substrats potentiels des calpaines in vitro
(Croall & Mc Grody, 1994 ; Goll et al., 1999). Les substrats de la pu- et la m-calpaine seraient

identiques.

Les séquences protéiques des protéines clivées par les calpaines ont été comparées afin
de rechercher d’éventuels motifs de reconnaissance. Une séquence commune a la majorité des
substrats potentiels a été identifiée en 1989 par Wang et ses collaborateurs. Il s’agit de la
séquence PEST (proline, glutamate et/ou aspartate, sérine et thréonine). La proximité de ces
quatre résidus, et notamment la présence de charges négatives, favoriserait la fixation de
calcium, nécessaire a I’action des calpaines (Harris et al., 1989). Néanmoins, bien qu’une
majorité de substrats comportent cette séquence, certaines protéines clivées par les calpaines
en sont dépourvues. De plus, des expériences de mutagenése ont démontré que la
modification de la séquence PEST n’empéchait pas les calpaines de cliver ces protéines
(Carillo et al., 1996 ; Molinari et al, 1995). La séquence PEST ne serait donc ni
indispensable, ni suffisante pour induire un clivage par les calpaines. La comparaison des
sites de clivage a permis d’identifier une autre homologie dans la séquence protéique des
substrats. Il a ainsi été observé que des acides aminés basiques étaient présents en position P1
des sites de coupure et que des aminoacides hydrophobes se situaient en position P2 (P1 et
P2 : premier et deuxieme résidus précédant le site de coupure) (Croall & De Martino, 1991).
La structure tridimensionnelle des protéines ainsi que leur état de phosphorylation pourraient
également influencer le clivage des substrats par le systéme protéolytique calcium-dépendant

(Elvira et al., 1993 ; Sakai et al., 1987 ; Yamaguchi et al., 1994).

Les substrats des calpaines (in vitro) ont été répertoriés de facon exhaustive par Goll et

ses collaborateurs (2003), on distingue :
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» Des protéines cytosquelettiques :

Adducine, N-cadhérine, calponine, [-caténine, desmine, dystrophine, filamine,
myosine, taline, titine, tropomyosine, troponines, tubuline, vimentine, vinculine ... (Billger et
al., 1988 ; Covault et al., 1991 ; Croall et al., 1996 ; Davies et al., 1978 ; Dayton et al., 1975 ;
Hemmings et al., 1996 ; Nelson & Traub, 1983 ; Pemrick & Grebenau, 1984 ; Scaramuzzino
& Morrow, 1993 ; Yoshida et al., 1992). 1l est important de noter que dans certains types
cellulaires, certaines de ces protéines ne semblent pas dégradées par les calpaines. C’est le cas
de la desmine et de la vinculine dans les myoblastes et de la tubuline dans le cerveau (Dedieu

et al., 2004 ; Sandoval & Weber, 1978).

» Des enzymes :
La protéine kinase C (PKC), la phospholipase C, les caspases-3, -7, et -12, la FAK
(focal adhesion kinase), la kinase de ’EGFR (récepteur a I’EGF)...

» Des protéines associées a la membrane :
A-CAM, cavéoline-3, MARCKS (myristoylated alanine-rich C kinase substrate),
EGFR, PDGFR (platelet derived growth factor receptor), intégrine B3... (Dulong et al.,
2004 ; Moyen et al., 2004 ; Sato et al., 1995).

» Des facteurs de transcription :
La myogénine, p53, IxBa, c-Fos, c-Jun, c-Myc, ... (Hirai ef al., 1991 ; Milligan et al.,

1996 ; Piechaczyk, 2000 ; Watt & Molloy, 1993).

Le clivage de ces protéines observé in vitro doit étre confirmé in vivo afin de se

rapprocher de la réalité cellulaire et d’établir un véritable catalogue de substrats in vivo.

2.6. Fonctions physiologiques des calpaines ubiquitaires

Les calpaines ubiquitaires seraient impliquées dans de nombreux processus biologiques
du fait de la grande diversité de leurs substrats. Elles interviendraient par exemple dans le
cycle cellulaire, en dégradant plus particuliecrement des facteurs impliqués dans ce
phénomene, tels que la cycline D1, le facteur c-mos et la protéine p53 (Pariat et al., 1997 ;
Watanabe et al., 1989). L’injection des calpaines permettrait également d’initier la mitose ou

de redémarrer la méiose (Santella ef al., 1998).
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Le clivage de certaines protéines telles que les intégrines 3, les récepteurs a I’EGF, au
PDGF et a I'insuline, suggere que les calpaines joueraient un role important lors de la
transduction du signal via différentes voies de signalisation cellulaire.

Les calpaines ubiquitaires seraient également impliquées dans I’apoptose notamment
via les caspases dont elles réguleraient 1’expression et I’activité (Fan et al., 2005 ; Blomgren
et al., 2001). En effet, en clivant les pro-caspases, les calpaines entraineraient I’activation des
caspases-3, -7 et -12 et I’inactivation des caspases-8 et -9. Plusieurs études ont d’ailleurs
montré que ces deux systémes protéolytiques interagiraient étroitement.

Au cours de la formation du muscle, les calpaines, et plus particulierement la m-
calpaine, joueraient un rdle primordial en intervenant lors de la transition myoblastes -
myotubes. L’activité des calpaines est nécessaire a la fusion et la formation de ces cellules
plurinucléées (Balcerzak et al., 1995 ; Barnoy et al., 1996 ; Barnoy et al., 1998 ; Hayashi et
al., 1996 ; Temm-Grove et al., 1999). En outre, les nombreuses protéines cytosquelettiques
considérées comme des substrats potentiels des calpaines suggerent l’intervention de ces

protéases au cours des phénomeénes d’adhésion et de migration cellulaire.

Les calpaines interviendraient dans de nombreux autres phénoménes biologiques tels
que le développement embryonnaire, la potentialisation a long terme ou 1’angiogenese (Arthur
et al., 2000 ; Glading et al., 2001 ; Paulhe et al., 2001). Bien que les rdles des calpaines soient
maintenant mieux connus, certaines de leurs fonctions physiologiques restent encore a

¢lucider.

2.7. Pathologies liées aux calpaines — ""Calpainopathies"

Les calpaines étant impliquées dans de nombreux phénomeénes physiologiques, il n’est
pas surprenant qu’elles soient également associé¢es a de nombreuses pathologies parfois tres
séveres. Parmi ces pathologies, seules trois sont provoquées par des mutations des génes
codant pour les calpaines : la LGMD2A (calpaine 3a), le cancer de 1’estomac (calpaine 9) et le
diabete de type II (calpaine 10) (voir paragraphe 2.1.3.). Les autres calpainopathies sont
associées a une dérégulation de 1’activité des calpaines. Dans de nombreux cas, c’est la perte
de I’homéostasie calcique, provoquée par différents facteurs, qui entraine une activation
importante des calpaines. En conséquence, il en résulte une protéolyse anarchique s’avérant
souvent létale pour la cellule. Une rupture de I’équilibre entre la calpastatine et les calpaines

peut également €tre a 1’origine de ce phénomene. Une protéolyse calcium-dépendante
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anormalement ¢élevée est donc impliquée dans de nombreux états pathologiques, toutefois
cette derniére semble étre la conséquence de dérégulations induites par différents facteurs,
plutdt que la cause directe de la pathologie. L’implication des calpaines a été observée dans
de nombreuses pathologies qui atteignent différents tissus et organes, telles que les maladies

suivantes :

» Les dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires furent les premiéres maladies pour lesquelles 1’implication
des calpaines a ¢t¢ démontrée. Dans la majorité des cas, on observe une perte de
I’homéostasie calcique qui entraine une activité anormale des calpaines. Dans les dystrophies
musculaires de Duchenne et de Beckers, I’absence de la dystrophine fragilise la membrane
dont les 1ésions permettent le passage du calcium extracellulaire (Tidball & Spencer, 2000).
La concentration calcique intracellulaire est alors multipliée par 2 voire 3 (Hopf et al., 1996),
ce qui stimule fortement I’activité des calpaines, et entraine une protéolyse anarchique. Quant
a la LGMD2A, elle est associée a des mutations du géne capn3 (Richard et al., 1995). Ces
mutations affecteraient les interactions entre les différents domaines de la structure de la
calpaine 3a, ce qui réduirait ’activité protéolytique de cette protéase. Certains auteurs
suggerent que dans ces conditions la calpaine 3a ne cliverait plus IxB. Ce dernier empécherait
alors NF-xB d’accéder au noyau, entrainant 1’initiation de 1’apoptose (Baghdiguian et al.,
1999). Cette dystrophie différe des autres car le géne muté code pour une enzyme et non pour

une protéine de structure.

» Les maladies d’Alzheimer, de Parkinson et de Huntington

Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, les cellules du cerveau présentent
des concentrations intracellulaires en calcium anormalement ¢élevées (Leissring et al., 2000).
Le niveau d’expression de la m-calpaine et 1’autolyse de la p-calpaine sont fortement
augmentés, entrainant une forte activité du systéme protéolytique calcium-dépendant
(Grynspan et al., 1997 ; Saito et al., 1993). Une surexpression de la m-calpaine a également
été observée dans les cellules du mésencéphale de personnes atteintes de la maladie de
Parkinson (Mouatt-Pringent et al., 1996). Le déséquilibre non compensé par la calpastatine
conduit a une protéolyse anarchique. Ainsi, une stimulation de 1’expression de la calpastatine
pourrait avoir un intérét thérapeutique (Mouatt-Pringent et al., 2000). De méme, une activité
anormale des calpaines serait a I’origine de la dégradation de la huntingtine (Htt) associée a la

maladie de Huntington (Gafni & Ellerby, 2002).
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» La cataracte
Des influx de calcium importants dans les cellules du cristallin entraineraient une
activation de la m-calpaine, provoquant la dégradation de la cristalline. C’est la formation
d’agrégats a partir des fragments de la cristalline qui serait responsable de la cataracte (Xu et

al., 2004).

» Les ischémies cérébrales et cardiaques
Une augmentation importante de la concentration calcique des cellules ischémiques
activeraient fortement les calpaines, provoquant une protéolyse anarchique et la nécrose de

ces cellules (Tsuji et al., 2001 ; Yamashima, 2000).

» Le psoriasis
Une étude récente a montré que les patients atteints de psoriasis produisaient des
anticorps auto-immuns dirigés contre la calpastatine et que les cellules malades présentaient

une surexpression de la m-calpaine (Matsushita et al., 2005).

» Le cancer et I’invasion tumorale

Des études réalisées ces dernieres années suggerent le role important des calpaines lors
de [D’établissement de certains cancers. C’est ainsi que les cellules tumorales des
adénocarcinomes colorectaux, présentent une expression et une activité de la m-calpaine
anormalement ¢élevées (Lakshmikuttyamma et al., 2004). Des résultats similaires ont été
observés dans des cellules en cours de transformation. Les oncoprotéines v-Src, v-Jun, v-Myc,
k-Ras et v-Fos, capables d’induire la transformation des cellules, activent de maniére
significative les calpaines. L’activité de ces protéases est augmentée d’un facteur 2 dans les
cellules transformées par v-Jun et d’un facteur 11 aprés transformation par v-Myc (Carragher
et al., 2004). Ainsi, les calpaines accéléreraient la progression dans le cycle cellulaire et
permettraient aux cellules dissociées de survivre et de se multiplier (Carragher et al., 2002).
L’activité accrue des calpaines serait également a I’origine de I’augmentation des capacités
migratrices des cellules transformées. En outre, dans les cellules tumorales, les calpaines
seraient impliquées fortement dans le phénomene d’invasion. Selon les travaux de Mamoune
et de ses collaborateurs (2003), 1’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des calpaines réduirait

fortement les capacités invasives des cellules cancéreuses prostatiques (voir Chapitre 3).
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Chapitre 2 :
Adhésion et migration au cours du développement

du muscle squelettique

Les cellules initiales musculaires, spécifiées par les facteurs myogéniques, vont
entreprendre des déplacements de plus ou moins grande amplitude pour fusionner et former

les myotubes, ¢léments clefs de la myogenese précoce.

1. La myogenése

1.1. Description de 1a myogenése

La myogenese est a 1’origine de 1’¢laboration des tissus musculaires. Ce processus
essentiel du développement embryonnaire intervient a la suite de la somitogenese. In vivo, les
cellules somitiques proliférent, se différencient en myocytes, et expriment des marqueurs
musculaires. Leur fusion engendre des myotubes dans lesquels se forment les myofibrilles,
qui caractériseront les fibres musculaires matures. Ces différentes étapes constituant la
différenciation myogénique ont €té observées et caractérisées in vitro il y a plus de cinquante
ans (Holtzer et al., 1957).

De nos jours, les études s’intéressant a la myogenése sont plus particuliérement
réalisées en culture in vitro. L utilisation de lignées cellulaires ou de myoblastes extraits de
muscles adultes ou embryonnaires a permis d’observer et de décrire les principales étapes de
la différenciation musculaire. Elles sont identiques quelle que soit la provenance des
myoblastes du moins dans les stades précoces de la myogenése (Figure 10; Ludolph &
Konieczny, 1995 ; Walsh & Perlman, 1997).

Les myoblastes sont des cellules fusiformes et mononuclées, issues de la détermination
des cellules somitiques. En culture, ces cellules présentent une forte activité mitotique. Cette
phase de prolifération est contrdlée par les facteurs de transcription c-Fos et c-Jun ainsi que
par les facteurs de croissance tels que le FGF (fibroblast growth factor) et le TGF-B
(transforming growth factor) présents dans le milieu de culture. Aprés la phase de

prolifération, MyoD va induire I’expression de p21, un inhibiteur des Cdk (cyclin-dependent
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kinases). Les Cdk étant des inhibiteurs de Rb, leur inhibition par p21 va permettre a Rb d’étre
a nouveau actif et ainsi d’arréter le cycle cellulaire en GO (Halevy et al., 1995 ; Olson, 1992).
L’arrét du cycle cellulaire se caractérise également par la diminution du niveau d’expression
des facteurs de croissance. Les myoblastes vont alors migrer, se reconnaitre, s’aligner les uns
aux autres et fusionner pour former des myotubes, cellules cylindriques multinuclées
(Wakelam, 1985). A Dintérieur des myotubes, les myofibrilles s’organisent (myo-
fibrillogenése), leur agencement en sarcoméres est observé dans les fibres musculaires
matures. Cette étape de maturation se traduit par des réarrangements cytosquelettiques, la
relocalisation des noyaux a la périphérie et par la mise en place d’une nouvelle architecture
cellulaire. Il est a noter la présence de cellules souches myogéniques étroitement associées
aux fibres musculaires, elles sont appelées cellules satellites. Elles participeront a la

régénération des fibres musculaires lors d’un traumatisme.

C61.11.11€S Myoblastes
somitiques

Détermination —._. ' Prolifération - | ———

@ MyoD c-Jun, c-Fos < F
et/ou ﬁ FGF, TGF ‘ o

Myft5
Arrét du cycle p21
cellulaire
Migration
Fibre musculaire Myotubes Alignement
Différenciation
tardive Fusion
@ MRF4 Myogénine i

Figure 10 : Représentation schématique des différentes étapes de la myogenése

(adapté de Ludolph & Konieczny, 1995)
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1.2. Les MRF

Comme le montre la figure 10, les principales étapes de la différenciation musculaire
sont contrdlées par des MRF (myogenic regulatory factor). Ces facteurs, spécifiques du
muscle, font partie de la superfamille des facteurs de transcription de type bHLH (basic helix-
loop-helix, Figure 11) qui inclut notamment le facteur c-myc (Olson & Klein, 1994 ; Rudnicki
& Jaenisch, 1995). Les MRF ¢étant tissu-spécifiques, ils sont dits de classe II, par opposition
aux facteurs de transcription bHLH de classe I, ubiquitaires. La famille des MRF comprend
actuellement quatre membres : MyoD (myogenic determination gene, MyoD1 ou Myf3), la
myogénine (Myfl), Myf5 et MRF4 (herculine ou Myf6). Ces quatre facteurs sont capables
d’activer le programme myogénique de cellules non musculaires (Braun et al., 1989 ; Miner
& Wold, 1990 ; Weintraub et al., 1989).

Les MRF sont constitués de deux séquences essentielles conservées : la premicre est
une séquence basique permettant la fixation a ’ADN et la seconde est une structure basique

hélice-boucle-hélice (PHLH) requise pour la dimérisation (Figure 11).

Figure 11 : Représentation schématique de la fixation d’un dimére de facteurs de

transcription de type bHLH a I’ADN (adapté de Shimizu et al., 1997)

Les MRF sont susceptibles de former des homodiméres ainsi que des hétérodimeres en
s’associant aux facteurs de transcription bHLH de classe I (E12 et E47 ; Berkes & Tapscott,

2005 ; Sabourin & Rudnicki, 2000). Les dimeres ainsi formés se fixent sur I’ADN au niveau
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de séquences consensus CANNTG, connues sous le nom de E-box et présentes dans les
promoteurs de nombreux geénes « musculaires». Les MRF vont ainsi pouvoir réguler
I’expression de génes codant pour des protéines spécifiques du muscle mais aussi de protéines

ubiquitaires telles que la m-calpaine.

1.2.1. Régulation des MRF

MyoD est exprimée dans les myoblastes bien avant 1’activation de ces genes cibles, in
vivo comme en culture in vitro. L’activation prématurée de MyoD est empéchée par plusieurs
processus: modifications post-traductionnelles, association avec des co-répresseurs ou avec
des protéines ne permettant pas la fixation a I’ADN. Dans ce dernier cas, les protéines
agissent comme des antagonistes myogéniques, se fixant directement aux MRF ou aux
protéines E. Le dimére formé ne permet plus la fixation aux E-box, rendant impossible
’activation de la transcription du géne cible. La plupart de ces protéines possedent également
un domaine bHLH, permettant la dimérisation, c’est le cas notamment des protéines Id, Twist,
MyoR et Mist-1. Les protéines Id et Twist inhibent la différenciation myogénique en se fixant
aux protéines E, formant alors des complexes inactifs. La séquestration des protéines E par Id
ou par Twist empéche la formation des diméres fonctionnels MRF/protéines E (Benezra ef al.,
1990 ; Spicer et al., 1996). Quant aux inhibiteurs MyoR et Mist-1, ils se dimérisent
uniquement avec les MRF. Possédant des domaines basiques de fixation a ’ADN, les diméres
vont se fixer sur les E-box, mais ils se révelent incapables d’activer la transcription des génes
cibles (Lemercier et al., 1998 ; Lu et al., 1999).

Certaines protéines sont capables d’amplifier I’action des MRF. C’est le cas notamment
des facteurs de transcription MEF-2 (myocyte enhancer factor-2). Ces quatre facteurs (MEF-
2A, B, C et D) assistent les MRF dans la régulation de I’expression de certains genes
spécifiques du muscle (Black & Olson, 1998). Contrairement aux MRF, les protéines MEF-2
sont ubiquitaires et incapables d’initier le programme de différenciation myogénique. Les
sites de fixation a I’ADN de MEF-2 sont souvent proches des E-box dans les promoteurs des
genes spécifiques du muscle. Cette proximité permettrait a MEF-2 d’interagir avec les
complexes MRF/protéines E et d’augmenter ainsi le potentiel de transactivation des MRF
(Molkentin et al., 1995 ; Wasserman & Fickett, 1998). D’autres facteurs assisteraient les
MREF lors de la différenciation musculaire, tels que MLP (muscle LIM protein, requise pour la
différenciation des C2C12), Spl et AP1 (Arber et al., 1994 : Biesiada et al., 1999 ; Kong et
al., 1997).
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Les facteurs de croissance influencent également 1’expression et/ou 1’activité des MRF.
Ainsi, VIGF-1 (insulin-like growth factor-1) stimule la myogeneése en augmentant
I’expression de la myogénine et de MyoD (Florini et al., 1991 ; Hsu et al., 1997 ; Tiffin et al.,
2004). Au contraire le TGF-B1 (transforming growth factor-f1) inhibe la différenciation

musculaire en s’opposant a ’activité des MRF (Lassar et al., 1994 ; Liu et al., 2001).

1.2.2. Génes cibles des MRF

On distingue plusieurs catégories de geénes activés par les MRF tels que des genes
codant pour des facteurs de transcription (Six et MEF-2), des régulateurs du cycle cellulaire
(p21) et des protéines structurales du muscle (myosine). Certains MRF peuvent également
réguler ’expression d’autres MRF, c’est le cas notamment de MyoD qui régule 1’expression
de la myogénine. Tous ces génes activés par les MRF n’interviennent pas au méme moment
dans la myogenése et I’expression de certains genes doit donc étre activée avant celle des
autres. Les mécanismes permettant aux MRF de réguler temporellement leurs expressions
sont mal connus. Cependant certains auteurs pensent que MyoD activerait immédiatement
I’expression de certains génes et que les protéines codées par ces derniers seraient nécessaires

a I’activation des génes dont I’expression doit étre plus tardive (Penn et al., 2004).

1.3. La fusion des myoblastes

La fusion est une étape cruciale de la myogenese, elle conduit a la formation d’un
syncitium, le myotube, a partir de cellules mononuclées, les myoblastes. Le déclenchement de
la fusion des myoblastes est dépendant de plusieurs facteurs, tels que la densité cellulaire, la
composition du milieu et ’alignement correct des cellules myogéniques (Linkhart et al.,
1981).

En 1997, Doberstein et ses collaborateurs ont décrit et divisé la fusion des myoblastes
en cinq étapes successives (Figure 12): la reconnaissance et I’adhésion des myoblastes
susceptibles de fusionner, la formation des complexes de préfusion (apparition de points de
contact), la formation d’une « plaque » entre les deux myoblastes a la place des complexes de
préfusion, I’élongation et I’alignement des cellules, puis la formation de pores de fusion et

leur agrandissement jusqu’a la disparition totale de la membrane.
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Formation des
complexes de préfusion
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Figure 12 : Représentation schématique des étapes de la fusion des myoblastes

(adapté de Doberstein et al., 1997)
De nombreuses protéines transmembranaires sont impliquées dans le processus de
fusion telles que les cadhérines N et M, la N-CAM et les intégrines. En outre, les calpaines, et

plus particuliérement la m-calpaine, y jouent un réle primordial.

1.4. Implication des calpaines

L’implication des calpaines dans les stades précoces de la myogenése et plus
particulierement au cours de la fusion des myoblastes a été signalée pour la premiére fois par
Schollmeyer en 1986. Depuis, de nombreux travaux se sont intéressés a ce phénoméne et
notamment ceux entrepris au laboratoire. L’utilisation d’anti-sens dirigés contre les deux
calpaines ubiquitaires a montré que 1’inhibition de 1’expression de la m-calpaine empéchait la
fusion, confirmant le rdle clef de cette isoforme (Balcerzak et al., 1995). La m-calpaine
posséderait une dualité d’action, elle cliverait la taline et la desmine a I’intérieur de la cellule
ainsi que le complexe fibronectine/intégrine a 1’extérieur (Brustis et al., 1994 ; Dourdin et al.,
1997 ; Dourdin et al., 1999). Le clivage de la protéine MARCKS par les calpaines serait
¢galement nécessaire a la fusion des myoblastes (Dulong et al., 2004 ; Goudenege et al.,
2005).

Bien que son role soit encore controversg, il semble que la calpastatine soit également
fortement impliquée dans ce phénomeéne. Selon les travaux de Barnoy et al. (2005) et de

Temm-Grove et al. (1999) des micro-injections ou la surexpression de cet inhibiteur dans les
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myoblastes bloquent la fusion. La calpastatine serait dégradée par la caspase-1 avant la fusion
permettant ainsi 1’activation des calpaines nécessaire a I’initiation de ce processus (Barnoy &
Kosower, 2003). Plusieurs études réalisées afin d’identifier le moment précis ou la
calpastatine interviendrait ont obtenu des résultats trés contradictoires (Cottin et al., 1994 ;

Kwak et al., 1993 ; Temm-Grove et al., 1999).

2. L’adhésion

Le processus d’adhésion permet 1’établissement de relations trés étroites entre des
cellules voisines (via les cadhérines) mais également entre les cellules et la matrice
extracellulaire (MEC) via les intégrines (Albelda & Buck, 1990 ; Hynes, 1992). L’adhésion
des cellules a la MEC est un phénomeéne essentiel qui intervient dans de nombreux processus
biologiques tels que la migration cellulaire, la différenciation, la prolifération, la régulation de
I’expression de certains génes et la survie de la cellule.

La MEC est composée plus particulicrement de protéines organisées en un réseau
complexe auquel s’associent des polysaccharides. Les principaux composants de la MEC sont
les collagénes, la fibronectine et la laminine. Ces protéines vont interagir avec la membrane
plasmique au niveau de régions spécialisées appelées plaques d’adhésion, adhésions focales
ou contacts focaux. Ces plaques d’adhésion sont constituées de nombreuses protéines qui
créent un complexe autour des intégrines et forment un véritable « pont » moléculaire entre la
MEC et les fibres d’actine. Les plaques d’adhésion permettent d’une part I’ancrage de la
cellule a la MEC en liant de maniére indirecte le cytosquelette a la matrice et d’autre part une

¢éventuelle signalisation cellulaire via les intégrines.

2.1. Composition des plaques d’adhésion

Les plaques d’adhésion ont été décrites pour la premiere fois dans les années 70 comme
des régions de contact entre la membrane « ventrale » de la cellule et le substrat (Abercrombie
et al., 1971 ; Couchman & Rees, 1979). Des études microscopiques plus récentes ont permis
d’identifier une deuxiéme structure d’adhésion, les complexes focaux. Alors que les plaques
d’adhésion (ou contacts focaux) sont de larges structures observées a 1’extrémité des fibres
d’actine, les complexes focaux sont de petites structures d’adhésion qui se forment a

I’extrémité des protusions membranaires telles que les filopodes.
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Les protéines constitutives des plaques d’adhésion sont nombreuses, on en distingue
deux types différents : les protéines transmembranaires et les protéines cytoplasmiques. Des
interactions vont s’établir entre toutes ces protéines, de fagon plus ou moins directe. Les
possibilités d’interaction sont donc multiples, de trés nombreuses configurations différentes
peuvent exister rendant la structure des plaques d’adhésion complexe (Figure 13). La
composition et la structure de ces complexes varient selon la nature de la MEC. En outre, des
plaques d’adhésion de composition différente peuvent étre présentes au sein d’une méme

cellule (Sondermann et al., 1999 ; Zamir et al., 1999).

INTEGRINES MEC

- m%‘ml . Membrane
p125 FAK pP59ILK, PKC

Cytoplasme

Figure 13 : Représentation schématique des principales interactions possibles entre les

protéines composant les plaques d’adhésion (adapté de Petit et Thiery, 2000)

2.1.1. Les protéines transmembranaires

Les intégrines sont les principales protéines transmembranaires des plaques d’adhésion.
Elles forment une large famille de glycoprotéines transmembranaires hétérodimeriques. Les
intégrines interagissent avec les composants de la MEC, participant ainsi a 1’adhésion de la
cellule a cette matrice, mais elles peuvent également lier VCAM ou ICAM et participer ainsi
aux contacts entre cellules (Hynes, 1992). Ces protéines sont composées de deux sous-unités
différentes, a et . Actuellement, 18 sous-unités o ont été identifiées ainsi que 8 sous-unités 3,

permettant la formation de 24 dimeres différents. Le large domaine extracellulaire des

- 40 -



Introduction

intégrines est responsable des interactions avec la MEC alors que le domaine intracellulaire,
beaucoup plus court, interagit avec les protéines cytoplasmiques. Chaque protéine de la MEC
est reconnue par plusieurs intégrines et chaque intégrine est capable de se lier a plusieurs
composants de la MEC. Il existe donc une certaine redondance parmi les 24 intégrines,
cependant certaines sont uniques et irremplacables (Beauvais-Jouneau & Thiery, 1997).

Bien que les intégrines soient majoritaires, il existe également d’autres protéines
transmembranaires au niveau des plaques d’adhésion. C’est notamment le cas des protéines
TMA4SF (transmembrane 4 superfamily) également appelées tétraspanines. Ces protéines se
composent de quatre domaines transmembranaires qui forment deux boucles extracellulaires.
Leurs interactions avec différentes intégrines permettent la formation d’un complexe présent
dans les complexes focaux mais qui semble absent des contacts focaux (Berditchevski &
Odintsova, 1999). Les protéines transmembranaires IAP (integrin-associated protein), CD98

et les syndécanes sont également observées au niveau des plaques d’adhésion.

2.1.2. Les protéines cytoplasmiques

Au niveau des plaques d’adhésion, on distingue deux types de protéines
cytoplasmiques: les protéines structurales et les protéines régulatrices. Ces protéines
interagissent directement ou indirectement avec les domaines cytoplasmiques des intégrines.
Les protéines structurales telles que la taline, la filamine, la vinculine et I’a-actinine lient
directement les intégrines aux fibres d’actine (Horwitz ef al., 1986 ; Otey et al., 1990 ; Lewis
& Schwartz, 1995). Ces protéines sont indispensables a 1’adhésion et a la migration,
phénomeénes étroitement liés. C’est ainsi que des cellules vinculine -/- présentent un défaut
d’adhésion et un accroissement de la migration, le méme résultat a été observé dans des
cellules taline -/- (Coll et al., 1995 ; Priddle et al., 1998 ; Xu et al., 1998).

Les complexes protéiques formés au niveau des plaques d’adhésion ne servent pas
uniquement de lien structural entre les intégrines et le cytosquelette, ils sont également
impliqués dans la formation et la maintenance des fibres d’actine ainsi que dans la
signalisation cellulaire. Ce sont les protéines régulatrices qui sont responsables de ces
différentes fonctions. Par exemple, la gelsoline est fortement impliquée dans la régulation de
la formation des filaments d’actine puisque les cellules gelsoline -/- se caractérisent par un
défaut de formation des lamellipodes et une inhibition de la migration (Azuma et al., 1998).
La tensine jouerait un réle proche de celui de la gelsoline, sa surexpression retardant

I’assemblage des fibres d’actine (Lo et al., 1994). Quant a la radixine, elle controlerait
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I’addition de nouveaux monomeres d’actine aux fibres existantes (Tsukita et al., 1989). La
zyxine et VASP seraient également impliquées dans la régulation de la formation des fibres
d’actine.

Certaines protéines régulatrices telles que la PKC, la PI3 kinase, p130Cas, Src ou la
FAK (focal adhesion kinase) sont plus particuliecrement impliquées dans la signalisation
cellulaire. En outre, selon des travaux récents, elles joueraient un role dans la migration,
I’invasion, la progression du cycle cellulaire et la survie de la cellule. Une dérégulation de
I’activité de ces protéines a été observée dans des cellules cancéreuses invasives (Carelli et

al., 2006 ; Mitra & Schlaepfer, 2006).

2.2. Formation des plaques d’adhésion

La formation des plaques d’adhésion est schématisée figure 14. La premicere étape
consiste au rassemblement des intégrines et a leur liaison a la MEC (Fig. 14A). La région
cytoplasmique de la sous-unit¢ P des intégrines semble indispensable a ce processus de
rassemblement. Dés que I’adhésion est initie, les différentes protéines cytoplasmiques
avoisinantes s’associent aux intégrines (Schmidt ef al., 1993). Cette association, contrélée par
les GTPases de la famille Rho, ne se fait pas de fagon aléatoire. Selon le modéle proposé par
Miyamoto et ses collaborateurs en 1995, I’agrégation des intégrines, en présence ou en
absence de MEC, va induire le recrutement des protéines FAK et tensine auxquelles vont
alors s’associer la taline, la vinculine et 1’a-actinine (Fig. 14B). L’activité tyrosine kinase de
la FAK permet le recrutement d’une vingtaine de protéines différentes, dont la cortactine, la
pp120, RhoA, Racl, les membres de la famille Src ainsi que certains composants de la voie
des MAP kinases (MEKK, MEK...). Puis, la filamine et la paxilline s’associent aux protéines
déja présentes, complétant la plaque d’adhésion et permettant ainsi a 1’actine F de se lier au
complexe (Fig. 14C) (Miyamoto ef al., 1995a ; Miyamoto et al., 1995b).

La FAK semble jouer un role clef dans la formation des plaques d’adhésion puisque son
absence entraine la formation d’un nombre anormal de plaques d’adhésion et I’inhibition de la
migration. Au contraire, la surexpression de la FAK augmente significativement la vitesse de
migration des cellules (Cary et al., 1996 ; Ilic et al., 1995).

Les GTPases de la famille Rho (Ras homologous) contrdleraient la formation de ce
complexe protéique indispensable a I’adhésion. Rho interviendrait dans la formation des
fibres d’actine et des complexes d’adhésion alors que Cdc42 et Racl participeraient a la

formation des filopodes et des lamellipodes (Hotchin & Hall, 1995 ; Nobes & Hall, 1995).
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Bien que I’'importance du rdle joué par Rho dans la formation de la plaque d’adhésion ait été
confirmée par de nombreuses études (Narumiya et al., 1988 ; Ridley & Hall, 1992), les

mécanismes moléculaires impliqués dans cette régulation restent a élucider.

A MEC

Milieu extracellulaire d d

Cytoplasme
l Rassemblement des intégrines l

vinculine

+ tyrosine phosphorylation

C
+ MEC
= o %
AV Tensine
Famille Src || Cortactine, pp120 24
PLC, PI3-K, RhoA. Famille Src || Cortactine, pp120
Racl, Grb2, Sos, Ras, PLC, PI3-K, RhoA,
MEKK, MEK, ERK, JNK Racl, Grb2, Sos, Ras,

MEKK, MEK, ERK, JNK

Figure 14 : Formation des plaques d’adhésion par recrutement séquentiel des protéines
cytoplasmiques par les intégrines (adapté de Miyamoto et al., 1995a et b)

La premiere étape de la formation des plaques d’adhésion est le rassemblement des intégrines (). La

FAK et la tensine s associent alors aux intégrines, suivies par l’a-actinine, la taline et la vinculine en

présence de MEC (B). L’activité tyrosine kinase de FAK va permettre le recrutement d’une vingtaine

de protéines dont Src, la cortactine, RhoA ou MEK. En présence de MEC, la paxilline et la filamine

s’associent a ces protéines, permettant la fixation des fibres d’actine (C).
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2.3. L’étalement cellulaire

L’¢étalement cellulaire intervient juste aprés la fixation de la cellule au substrat. Ce
phénomeéne complexe permet « I’extension » de la cellule associée a la mise en place de
nouvelles plaques d’adhésion et fibres d’actine a la périphérie cellulaire (Figure 15).
L’¢étalement de la cellule ferait intervenir plusieurs protéines régulatrices telles que RhoA,
Rac et la p-calpaine. Les cellules surexprimant la p-calpaine se caractérisent d’ailleurs par un
¢talement cellulaire excessif, tandis que 1’inhibition de cette protéase confére aux cellules une

morphologie arrondie (Glading et al., 2002 ; Kulkarni et al., 1999).

Maluire
adhasions

Matiira
adhasicns

TRENDE i Cei Biagy

Figure 15 : Formation des nouvelles plaques d’adhésion lors de I’étalement cellulaire
(d’apres Glading et al., 2002)
Apreés la fixation de la cellule a la MEC, la u-calpaine activerait les GTPases RhoA et Rac, induisant
ainsi la formation de nouvelles plaques d’adhésion et fibres d’actine a la périphérie cellulaire (A).
Dans un méme temps, la u-calpaine dégraderait la taline et la spectrine conduisant a la dissociation

des complexes d’adhésion ayant permis la fixation initiale de la cellule a la matrice (B).

2.4. Implication des calpaines dans les phénomeénes d’adhésion

Selon les travaux de Croce et al. (1999) et Stewart et al. (1998), ’activité des calpaines
est requise au moment de 1’adhésion et de I’étalement cellulaire, toutefois leur(s) role(s)
reste(nt) encore a ¢lucider. Les calpaines ne s’associent pas aux protéines qui composent les

plaques d’adhésion, mais elles sont présentes a proximité de ces complexes protéiques. Ce
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seraient les intégrines qui induiraient la translocation de ces protéases au niveau des plaques
d’adhésion et qui permettraient 1’activation des calpaines (Fox et al., 1993 ; Rock et al.,
2000). Les résultats issus des travaux de Kulkarni et al. (1999) supposent I’intervention de la
u-calpaine lors de la formation des plaques d’adhésion et de 1’étalement cellulaire. La
surexpression de cette protéase multiplie le nombre de plaques d’adhésion et de fibres
d’actine, et provoque un étalement anormal des cellules (Kulkarni ef al., 1999). La fagon dont
la p-calpaine induirait 1’association des plaques d’adhésion reste inconnue et problématique
puisqu’un nombre important de protéines constitutives de ces plaques sont des substrats

potentiels des calpaines.

3. La migration cellulaire

3.1. Principe et étapes de la migration

La migration cellulaire est un processus central et indispensable dans de nombreux
phénomeénes biologiques tels que la cicatrisation, la réponse immunitaire et le développement
embryonnaire. Au cours du développement musculaire, la migration permet le rapprochement

et I’alignement des myoblastes, nécessaires a la fusion, étape clef de la myogenese.

Les études s’intéressant a la migration cellulaire montrent que ce processus est une
succession d’événements coordonnés (Figure 16). La migration des fibroblastes a été divisée
en quatre étapes successives (Lauffenburger & Horwitz, 1996 ; Sheetz et al., 1999). La
premicre étape est la formation de protusions vers « I’avant » de la cellule (dans le sens de
migration). Le type de protusions (filopodes, lamellipodes, pseudopodes) dépend de la
polymérisation de I’actine. Lors de la seconde étape, la cellule forme des plaques d’adhésion
au niveau de ces protusions afin d’interagir avec la MEC, il s’agit de I’étape d’adhésion. Les
filaments d’actine qui se sont organisés au niveau des nouvelles plaques d’adhésion vont
permettre la traction du corps cellulaire dans le sens de migration (étape de traction
cellulaire). Au cours de la quatriéme étape, les plaques d’adhésion présentes a I’arriére se
dissocient entrainant la rétractation de cette partie de la cellule. Il s’agit donc d’une étape de
dé-adhésion. Selon Sheetz et ses collaborateurs (1999), une cinquiéme étape consisterait en un
recyclage des récepteurs membranaires (dont les intégrines) de 1’arriere vers I’avant de la

cellule. Ces protéines recyclées seraient réutilisées pour former les nouvelles plaques
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d’adhésion. Néanmoins, une partie des intégrines reste fixée a la MEC et est « abandonnée »

par la cellule (Palecek et al., 1996).

Cellule

1 M.E.C.

—

Figure 16 : Les différentes étapes de la migration cellulaire
(adapté de Sheetz et al., 1999)

1 : Formation de protusions membranaires ; 2 : Formation de plaques d’adhésion

3 : Traction du corps cellulaire vers ’avant ; 4 : Dissociation des contacts focaux

La migration est une succession d’étapes de formation et de dissociation des contacts
focaux. Les interactions entre la matrice et les contacts focaux situés a ’avant de la cellule
doivent étre suffisamment fortes pour permettre la traction de celle-ci. 4 contrario, les
interactions formées a D’arriere doivent étre assez faibles pour pouvoir étre dissociées
facilement et permettre ainsi le mouvement de la cellule. L’asymétrie qui existe entre 1’avant
et arricre de la cellule nécessite une régulation importante du turn-over des plaques
d’adhésion. La force d’adhésion est donc un facteur limitant de la migration comme 1’indique

le schéma présenté figure 17.
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Figure 17 : Relation entre I’adhésion et la vitesse de migration cellulaire
(adapté de Cox & Huttenlocher, 1998)
Lorsque [’adhésion est trop faible, aucune interaction entre la cellule et la matrice n’est possible, ce
qui ne permet pas a la cellule de migrer (4). Si les interactions ne sont ni trop fortes ni trop faibles,
les contacts focaux peuvent se former et se dissocier, permettant ainsi la migration optimale de la
cellule (B). Lorsque les interactions sont trop fortes, les contacts focaux ne peuvent plus étre dissociés,

rendant impossible la rétractation de [’arriere de la cellule et la migration cellulaire (C).

La dé-adhésion de la cellule, processus indispensable a la migration, nécessite la
dissociation des plaques d’adhésion. Le mécanisme qui permet le désassemblage de ces
complexes protéiques n’est pas l’inverse de celui permettant leur formation. En effet,
contrairement a 1’association des plaques d’adhésion (Cf. paragraphe 2.2.), la dissociation de
ces plaques ne semble pas obéir a un ordre clairement établi. Des protéines comme la
paxilline et la taline quittent le complexe protéique approximativement en méme temps alors
qu’elles sont recrutées a des moments différents lors de la formation du complexe (Webb et

al., 2002).

Les mécanismes qui permettent la dissociation des plaques d’adhésion, et donc la
rupture des contacts entre la cellule et la MEC, impliquent des processus biochimiques et
physiques. La contraction de la cellule et la traction du corps cellulaire vers 1’avant seraient
responsables de la destruction physique de ces plaques. Plusieurs facteurs extracellulaires
semblent impliqués dans la rupture des contacts cellule/MEC. La protéine SPARC, la

tenascine et la thrombospondine faciliteraient la destruction des plaques d’adhésion ainsi que
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celle des fibres d’actine (Greenwood & Murphy-Ullrich, 1998). Les tyrosine-kinases, déja
impliquées dans I’adhésion, seraient également nécessaires a la dé-adhésion (Fincham &
Frame, 1998). C’est notamment le cas de Src qui, en phosphorylant FAK, la paxilline et la
tensine, induirait leur dégradation et par conséquent la destruction du complexe protéique.

La dissociation des plaques d’adhésion est régulée par de nombreux facteurs afin
d’éviter une dé-adhésion anormale, en particulier a ’avant de la cellule. Les GTPases de la
famille Rho sont des éléments clef du turn-over de ces complexes protéiques, elles régulent a
la fois I’adhésion et la dé-adhésion. Au cours de ce phénomene, Cdc42 et Rac activent
certains de leurs effecteurs comme PAK (p21 activated kinase) et N-WASP, initiant ainsi la
dissociation des plaques d’adhésion. RhoA qui induit la formation et la stabilisation de ces
complexes protéiques, est phosphorylée par la PKA et ainsi inactivée pour permettre la
dissociation des plaques d’adhésion. Selon les travaux de Hsia ef al. (2003) et de Zhai et al.,
(2003), FAK interviendrait dans ce phénomene en activant Rac, qui a son tour inactiverait
RhoA. La protéine FAK serait donc, comme les GTPases de la famille Rho, impliquée a la

fois dans ’association et la dissociation des contacts focaux.

Certains facteurs de croissance sont également impliqués dans la régulation de la dé-
adhésion et donc de la migration (Cf. paragraphe 3.4.). Xie et ses collaborateurs (1998) ont
montré que I’EGF, en activant la voie de signalisation ERK/MAP kinase, induit la
dissociation des plaques d’adhésion, stimulant ainsi la migration cellulaire. D’autres facteurs
de croissance comme le HGF (hepatocyte growth factor) et le PDGF agiraient de la méme

maniere (Matsumoto ef al., 1994 ; Rankin & Rozengurt, 1994).

3.2. Role du cytosquelette dans la migration cellulaire

3.2.1. Le cytosquelette d’actine

Selon Lambrecht et ses collaborateurs (2004), le cytosquelette d’actine peut étre
considéré comme «le moteur de la migration cellulaire ». La polymérisation et le
réarrangement dynamique des fibres d’actine permettent la formation des protusions
membranaires et la création des forces intracellulaires nécessaires a la traction du corps de la
cellule. Les monomeres d’actine (actine G) se polymérisent pour former des filaments double-
brin d’actine F dont I’organisation est présentée figure 18. La polymérisation est dirigée vers

la périphérie de la cellule et les filaments formés vont pousser la membrane vers 1’extérieur
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pour former des protusions membranaires. Selon le mode de polymérisation de 1’actine, ces
protusions seront des lamellipodes (polymérisation « branchue») ou des filopodes
(polymérisation en « faisceaux »). Ces deux types de polymérisation font intervenir des
protéines différentes. Dans le cas des lamellipodes, c’est le complexe Arp2/3 qui est engagé
dans la formation d’« embranchement », alors que pour les filopodes, il s’agit de la fascine,

d’Ena/VASP et de la fimbrine (Figure 18 ; Lambrechts ef al., 2004).

A « polymérisation branchue » B  «polymérisation en faisceau »
LAMELLIPODE FILOPODE

N\

Arp2/3

rofiline
@ ATP-actine B P H fascine

Complexe Arp2/3
@ ADP/Pi-actine d P P i
W fimbrine

) Ena/VASP
i@ 'ADP-actine

Figure 18 : Les différents modes de polymérisation de I’actine conduisant a la formation
des lamellipodes (A) et des filopodes (B) (adapté de Lambrechts et al., 2004)
L’intervention du complexe Arp2/3 lors de la polymérisation des fibres d’actine entraine la formation
« d’embranchements », cette polymérisation « branchue » est observée dans les lamellipodes (4). A
contrario, les protéines ENA/VASP, fascine et fimbrine sont impliquées dans la formation de

« faisceaux » d’actine. Ce mode de polymérisation est observé au niveau des filopodes (B).

Les myoblastes, comme les fibroblastes, présentent un réseau de filaments d’actine
préférentiellement organisé en fibres de stress, constituées de longs filaments d’actine ancrés
au niveau des contacts focaux a la périphérie cellulaire. La formation des fibres de stress fait

intervenir la protéine DRF (Diaphanous related formins).
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D’autres facteurs modulent localement la formation et 1’ancrage des filaments d’actine,
c’est le cas notamment des GTPases de la famille Rho (Ridley et al., 1992 ; Ridley, 2001).
L’implication de ces GTPases dans les phénomenes d’adhésion, de dé-adhésion et de
régulation du cytosquelette d’actine montre a quel point ces protéines jouent un réle important
dans la migration. Cdc42, Rac et RhoA coopérent pour réguler la polymérisation des
filaments d’actine et pour coordonner les différents événements liés a la migration cellulaire.
RhoA active certains de ces effecteurs comme les formines et la Rho-associated kinase qui a
leur tour vont induire la polymérisation de 1’actine et la phosphorylation des chaines 1égeres
de la myosine. RhoA est également responsable de la contraction des filaments d’actine et de
la myosine, permettant la traction cellulaire. Rac stimule la polymérisation « branchue » de
I’actine entrainant la formation de lamellipodes. Quant a Cdc42, elle induit la polymérisation

en « faisceaux » conduisant a la formation des filopodes.

3.2.2. Les microtubules

Le réseau formé par les microtubules est différent du cytosquelette d’actine. En effet les
microtubules émanent de la région périnucléaire et sont dirigés vers la périphérie de la cellule
alors que les fibres d’actine sont organisées de facon parall¢le dans le sens de migration. Le
réseau de microtubules est, comme celui d’actine, impliqué dans la migration des cellules. La
perturbation de ce réseau dans les fibroblastes réduit fortement la formation des lamellipodes
et bloque la migration de ces cellules (Bershadsky er al., 1991). Les microtubules
interviendraient a I’avant et a ’arricre de la cellule, régulant a la fois I’adhésion et la
déstabilisation des contacts focaux. Il existe des relations étroites entre le réseau d’actine et
celui des microtubules. Ce dernier régulerait la migration en agissant sur la polymérisation
des fibres d’actine, via les GTPases Rho. La dépolymérisation des microtubules conduirait a
I’activation de RhoA qui a son tour induirait la formation des fibres de stress et des contacts
focaux ainsi que la phosphorylation de la FAK et de la paxilline (Bershadsky et al., 1996 ;
Enomoto, 1996). La polymérisation des microtubules permettrait la libération de Racl, li¢ aux
dimeres de tubuline, induisant ainsi la formation des lamellipodes (Wehrle-Haller & Imhof,
2003). Le réseau de microtubules serait également responsable de la dépolymérisation de
I’actine a I’arriére de la cellule, toutefois les mécanismes impliqués dans ce processus restent

encore inconnus.
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3.3. Implication des calpaines

Des études récentes réalisées plus particulieérement au laboratoire ont montré une forte
implication des calpaines dans la migration cellulaire. L ’inhibition de 1’activité des calpaines
par surexpression de la calpastatine ou par utilisation d’inhibiteurs chimiques réduit
significativement la migration des myoblastes et entraine de profonds changements
morphologiques. De plus, I’utilisation d’ARN antisens dirigés contre la pu- et la m-calpaine a
démontré que ces deux protéases sont requises lors des phénoménes migratoires entrepris par
les myoblastes (Dedieu et al., 2003). Les calpaines interviendraient dans les différents
processus inhérents a la migration cellulaire, a savoir 1’adhésion, la dé-adhésion et la

dynamique du cytosquelette d’actine.

» L’adhésion et la formation des plaques d’adhésion.

Les premicres ¢tudes s’intéressant aux roles des calpaines au cours de 1’adhésion ont
¢été réalisées sur les plaquettes, cellules sanguines capables d’adhérer et de s’agréger. Ces
cellules ont la particularité de n’exprimer qu’une seule isoforme, la p-calpaine. L’hypothése
supposant 1’implication de la p-calpaine dans [’adhésion a ¢été confirmée par des
expérimentations conduisant a I’inhibition de cette protéase. Les résultats indiquent en effet
une forte réduction de 1’adhésion cellulaire (Azam et al., 2001 ; Croall & De Martino, 1991).
De plus I’inhibition de DI’activité de la p-calpaine conduit a une incapacité des cellules a
s’étaler ainsi qu’a former des contacts focaux et des fibres de stress (Kulkarni et al., 1999).
Les mécanismes d’action de la p-calpaine au cours de I’adhésion restent mal connus.
Cependant certains travaux suggérent que la p-calpaine agirait sur les GTPases de la famille
Rho, protéines qui régulent la formation des lamellipodes, des plaques d’adhésion et des

fibres de stress (Kulkarni et al., 2002).

» La dé-adhésion
Le role joué par les calpaines dans la dé-adhésion est beaucoup plus argumenté,
probablement parce que certains constituants des plaques d’adhésion sont des substrats
potentiels des calpaines. La protéolyse des protéines telles que la taline, la FAK ou la
paxilline via ’action de la m-calpaine, permettrait une dissociation rapide du complexe
protéique. L’utilisation de siRNA dirigés contre la m-calpaine entraine I’inhibition de la dé-
adhésion et bloque la rétractation de la partie arriere de la cellule, ce qui n’est pas le cas apres

utilisation de siRNA dirigés contre la p-calpaine. En outre, il a été montré dans ce type
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d’expérimentation que seule I’activité¢ de la m-calpaine est requise pour dégrader la taline, la
paxilline, la spectrine, la cortactine et la FAK, (Franco et al., 2004 ; Perrin et al., 2006).
D’autres protéines constitutives des plaques d’adhésion (zyxine, vinculine et a-actinine)
seraient également clivées par la m-calpaine au moment de la dissociation des contacts
focaux. L’inhibition des calpaines stabilise ces protéines ainsi que les complexes focaux,

inhibant la dé-adhésion et de ce fait la migration cellulaire (Bhatt et al., 2002).

L’activité protéolytique au niveau des plaques d’adhésion peut étre régulée par
différents processus, tels que la phosphorylation des substrats. C’est notamment le cas pour
FAK dont le clivage par les calpaines nécessite une phosphorylation par Src (Carragher &
Frame, 2004). En formant un complexe avec p42ERK et la m-calpaine, FAK permettrait la
translocation de I’enzyme du cytoplasme vers les substrats potentiels situés au niveau des
plaques d’adhésion (Carragher et al., 2003). La m-calpaine serait alors activée par des
facteurs tels que I’EGF. Ce dernier activerait ERK et MEKKI qui a leur tour
phosphoryleraient la m-calpaine (Cuevas et al., 2003 ; Glading et al., 2000 ; voir paragraphe
3.4.). Les facteurs de croissance pourraient aussi activer des canaux calciques de type L

induisant ainsi un influx de calcium et donc 1’activation des calpaines (Yang & Huang, 2005).

» Le cytosquelette
Les calpaines agiraient sur le cytosquelette d’actine en régulant I’activité des GTPases

Rho, Rac, et Cdc42 (Cf. paragraphe 3.2.1.).

Glading et ses collaborateurs ont proposé¢ en 2002 un modéle encore spéculatif
présentant 1’action des deux calpaines ubiquitaire au cours de la migration cellulaire (Figure
19). Selon ce modele, la p-calpaine serait localisée a I’avant de la cellule ou elle interviendrait
dans la formation des contacts focaux, régulant ainsi 1’adhésion. Au contraire, la m-calpaine
serait localisée a I’arri¢re de la cellule. Son activation par I’EGF et la voie ERK permettrait la
dégradation des protéines constitutives des plaques d’adhésion et ainsi la dissociation de ces
complexes protéiques. A contrario, I’'IP-10 inhiberait I’activité de la m-calpaine en induisant

la phosphorylation de la sérine 369 et de la thréonine 370 par la PKA.
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Figure 19 : Modéle d’action des calpaines ubiquitaires lors de la migration cellulaire
(d’apres Glading et al., 2002).
Un influx de calcium activerait la u-calpaine a I’avant de la cellule (dans le sens de migration). La
protéase induirait alors la formation des contacts focaux, permettant l’adhésion de la cellule. A
l’arriere de la cellule, la m-calpaine, régulée par les facteurs de croissance, dégraderait les protéines

des contacts focaux, provoquant ainsi la dé-adhésion de la cellule.

3.4. Implication des facteurs de croissance

Des ¢études récentes ont révélé que certains facteurs de croissance (EGF, HGF, VEGF,
TGF-B) étaient susceptibles de réguler positivement la migration de différents types
cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules épithéliales, les kératinocytes ou les cellules de
trophoblastes (Glading et al., 2000 ; Lee et al., 2006 ; Wright et al., 2006 ; Zeineldin &
Hudson, 2006). L’implication de ces facteurs lors de la migration des myoblastes a été peu ou
pas étudiée. Certains facteurs de croissance tels que le HGF et I’EGF seraient également

impliqués, via la stimulation de la migration, dans I’invasion tumorale (Wells, 2000).

Les voies de signalisation impliquées dans la stimulation de la migration par les
facteurs de croissance different selon les facteurs et les types cellulaires. Les trois voies
principales sont la voie ERK/MAPK (extracellular signal-regulated kinase | mitogen
activated protein kinase), la voie PI3K/Akt (ou PKB pour protein kinase B) et la voie Smad
(Figure 20).
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Figure 20 : Représentation schématique des voies de signalisation cellulaire
ERK/MAPK (A), PI3K/Akt (B) et Smad (C)
Les voies ERK/MAPK et PI3K/Akt sont des cascades de phosphorylation qui aboutissent a [’activation

de ERK et de Akt. Ces derniers agissent ensuite sur leurs cibles dans le noyau ou dans le cytosol.
Dans la voie Smad, Smad 2/3 est activé par phosphorylation. La formation d’un complexe avec Smad

4 (co-activateur) est nécessaire pour que Smad 2/3 agisse sur ces cibles nucléaires. Cette voie est

réprimée par Smad 6/7.
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En ce qui concerne la voie ERK/MAPK, la fixation du facteur de croissance sur son
récepteur va activer Ras et entralner une cascade de phosphorylation aboutissant a 1’activation
de ERK qui a son tour va phosphoryler ses substrats ou moduler I’expression de ses geénes
cibles (Figure 20). Cette voie est utilisée par I’EGF (Glading et al., 2000 ; Wells, 2000) ainsi
que par I’insuline, ’'IGF-1 et le TGF-B1 (Kooijman et al., 2003 ; Imamichi et al., 2005 ;
Rodriguez-Barbero et al., 2006).

Les facteurs de croissance peuvent ¢galement activer la voie PI3K/Akt. La fixation du
facteur de croissance sur son récepteur entraine I’activation de la PI3K. Cette enzyme
phosphoryle le PIP2 en PIP3. Ce dernier induit la phosphorylation de PDK1/2 qui a son tour
phosphoryle Akt (également appelé PKB ; Figure 20). Celui-ci va alors agir sur ces différents
substrats tels que TERT, CREB ou mTOR. Cette voie est activée par I’insuline et les IGFs
mais aussi par le TGF-1 et 'EGF (Hong & Lee, 1997 ; Jiang ef al., 2006 ; Lien et al., 2006).

Quant a la voie Smad, elle est connue comme étant spécifique des TGFs. La fixation de
ce facteur sur son récepteur entraine la phosphorylation de Smad 2/3. Celui-ci peut alors se
complexer avec Smad 4 (co-activateur) et réguler I’expression de ses genes cibles. Smad 2/3
est inhibé par Smad 6/7. Cette voie est notamment impliquée dans D’inhibition de la
différenciation des myoblastes par le TGF-B (Zhu et al., 2004).

Ces trois voies de signalisation activées par les facteurs de croissance pourraient agir
directement ou indirectement sur les calpaines. Ainsi, I’activation de la voie ERK/MAPK par
I’EGF aboutit a la phosphorylation de la m-calpaine sur la sérine 50 par ERK, stimulant son
activité (Glading et al., 2000). En outre, I’activation de la voie PI3K/Akt par I’IGF-1 induit
une augmentation de I’expression de la myogénine (Xu & Wu, 2000), facteur myogénique

capable de moduler I’expression de la m-calpaine.

-55 -



Introduction

Chapitre 3 :

Invasion tumorale et rhabdomyosarcomes

Les cellules tumorales peuvent acquérir la capacité¢ de dégrader et de franchir la
membrane basale afin d’atteindre les tissus voisins. Ce phénoméne (pathologique), appelé
invasion tumorale, permet de distinguer les tumeurs bénignes, non invasives, des tumeurs
malignes. Les capacités invasives des cellules tumorales cancéreuses leurs permettent
d’envahir les tissus sains voisins mais également des organes plus éloignés via les réseaux
lymphatique et sanguin. La formation de tumeurs éloignées (métastases) est la composante la

plus délétére du cancer.

1. Caractéristiques de I’invasion tumorale

L’acquisition des capacités invasives, ¢tape clef du développement d’un cancer, permet
de distinguer deux phases: une phase pré-invasive et une phase invasive. Au cours de la
premiere, les cellules tumorales perdent les contacts qui les lient les unes aux autres. Elles
proliféerent de maniére anormale et anarchique formant une masse tumorale. L’extension de la
tumeur reste limitée au compartiment épithélial d’origine, elle est séparée du reste de
’organisme par la membrane basale. On parle alors de cancer in situ (Figure 21).

La membrane basale constitue le premier rempart a 1’expansion tumorale. Cette
spécialisation de la MEC est constituée des mémes composants a savoir de collagéne (de type
IV), de laminine et de fibronectine. Cette couche protéique de 50 a 200 nm d’épaisseur limite
enticrement les structures épithéliales et vasculaires, formant une frontiére avec le tissu
conjonctif. La phase invasive débute lorsque que les cellules tumorales adhérent a la
membrane basale, via des structures d’adhésion particuliéres telles que les podosomes et les
invadopodes. En outre, elles synthétisent de grandes quantités de protéases, notamment des
MMP (matrix metalloproteinase), pouvant différer selon le type de cancer.

En dégradant les composants de la membrane basale, les protéases facilitent le passage
des cellules a travers la matrice lysée. Elles envahissent alors les tissus voisins (Figure 21b).
Cette invasion dite locale permet I’extension de la tumeur de 1’autre c6t¢ de la membrane

basale, on parle alors de cancer localisé.
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Les tissus sains infiltrés sont progressivement détruits par la tumeur. Cette derniére qui
continue a croitre, induit I’angiogenése en sécrétant des facteurs tels que le VEGF. Les
cellules tumorales peuvent rejoindre les nouveaux vaisseaux sanguins qui alimentent la
tumeur et traverser leur paroi. Elles peuvent également migrer vers des vaisseaux
lymphatiques. Les systémes lymphatique et sanguin vont alors permettre leur dissémination
dans tout I’organisme. Puis, les cellules tumorales quittent les vaisseaux (extravasation),
atteignant ainsi un nouvel organe (Figure 21). Elles forment ainsi une nouvelle tumeur plus ou
moins distante de la tumeur primaire, on parle alors d’invasion et de cancer métastatiques.
Certaines ¢tudes ont également montré que les cellules tumorales peuvent proliférer dans un
vaisseau sanguin sans extravasation. La micrométastase formée se retrouve alors dans un

vaisseau sanguin et non dans un organe (Al-Mehdi et al., 2000).

a) Croissance in situ b) Invasion

LR —— (]

d) Entrée en circulation \

<9)
( ) § ) I\J{ ) ¢) Echappement
@4— —~— Iymphatique
( ) ) | ) { )

f) Micrométastases et

Q % cellules dormantes
—)

g) Métastases, angiogénése

Figure 21 : Les différentes étapes de la progression métastatique (adapté de Steeg, 2003)
Les cellules proliférent, formant une masse tumorale (a). Aprés dégradation de la membrane basale et
migration a travers la matrice lysée, la tumeur s’étend aux tissus voisins (b). Les cellules tumorales
peuvent rejoindre les systéemes [ymphatique et sanguin (c, d). Elles circulent dans [’organisme, quittent

le vaisseau (e) et atteignent un nouvel organe (f) ou les survivantes forment des métastases (g).
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Parmi les cellules ayant atteint un nouvel organe, la plupart ne parviennent pas a former
une métastase. Face a un nouvel environnement, certaines cellules tumorales vont se nécroser,
d’autres resteront dans un état de latence. Seules 1 % des micrométastases formeront des
macrométastases (Wittekind & Neid, 2005). Les cellules latentes sont insensibles a la
chimiothérapie et elles sont responsables de 1’apparition de métastases tardives, quelques
mois ou quelques années apres la tumeur primaire (Chambers et al., 2002).

L’invasion tumorale, responsable de I’expansion métastatique des cancers, fait
intervenir les phénomeénes d’adhésion et de migration cellulaire. L’augmentation de
I’adhésion et/ou I’inhibition de la migration de ces cellules pourraient donc limiter 1’invasion

locale et métastatique des cellules tumorales (Eble & Haier, 2006 ; Tucker, 2006).

1.1. Les podosomes et les invadopodes

Les podosomes et les invadopodes sont des structures membranaires hautement
spécialisées nécessaires a la dégradation de la MEC et a la migration des cellules au travers de
la matrice lysée. Bien que ces structures présentent une composition proche de celle des
plaques d’adhésion, elles possédent des caractéristiques originales. Ainsi, I’actine polymérisée
y est fortement concentrée, formant un réseau complexe et dense (meshwork). Une réduction
du nombre de structures d’ancrage est ¢galement observée et la formation des fibres de stress
est limitée (Figure 22). Le fait le plus marquant est la forte concentration de protéases (telles

que les MMP) responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire.

Adhésions focales Podosomes Invadopodes

Polymérisation Polymérisation de I"actine

Fibres d'actine\ Fibres d*actine / de I'actine \ ’/
W ¥

MEC MEC MEC

Figure 22 : Représentation schématique de ’organisation des complexes focaux, des
podosomes et des invadopodes (adapté de Gimona & Buccione, 2006)

Les intégrines sont représentées en noir, a l’extrémité des fibres d’actine.
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Les invadopodes et les podosomes ont été observés pour la premiere fois en 1994 chez
les cellules transformées ou tumorales cultivées sur de la matrice extracellulaire (Kelly et al.,
1994). Les invadopodes s’organisent dans la région périnucléaire, proche de ’appareil de
Golgi. Des études morphologiques ont mis en évidence de profondes invaginations de la
membrane plasmique (8 um de large, 2 um de profondeur) et de nombreuses protusions
pénétrant dans la MEC (de quelques centaines de nm a quelques um de long ; Figure 22)
(Baldassarre et al., 2003). Chez les podosomes, présents dans les expansions membranaires
(Ayala et al., 2006 ; Figure 22), ces modifications morphologiques sont absentes, leur
morphologie étant plutot apparentée a celle des complexes focaux.

La morphologie et la localisation de ces deux types de structures suggerent une
intervention des podosomes au cours de I’adhésion et la migration des cellules tumorales et
une implication des invadopodes dans I’invasion. Toutefois, des études récentes ont souligné,
d’une part une concentration importante de protéases dans les podosomes et d’autre part une
dégradation de la MEC au niveau de ces structures (Burgstaller & Gimona, 2005 ; Osiak et
al., 2005). La fonction des podosomes serait donc finalement plus proche de celle des
invadopodes. Selon une hypothése récente, les podosomes seraient les précurseurs des
invadopodes. Ils se formeraient quel que soit le substrat sur lequel les cellules sont cultivées
(MEC, plastique, verre...). En présence de MEC, ils évolueraient en invadopodes. A
contrario, en 1’absence de MEC ou sur un substrat non approprié¢, les podosomes
n’évolueraient pas (Buccione et al., 2004). La fonction des podosomes serait de « tester »
continuellement la MEC. Les invadopodes formés, plus stables (quelques heures contre 2-10
min pour les podosomes, Baldassarre et al., 2003), faciliteraient la « digestion » de la MEC et
par conséquent 1’invasion des cellules.

L’organisation des invadopodes nécessitent la présence de nombreuses protéines
impliquées également dans la formation des complexes focaux telles que les intégrines, des
tyrosines kinases, des Rho GTPases (Cdc42 par exemple), la N-WASP et Arp2/3 (Machesky
et al., 1994 ; Machesky & Insall, 1998).

1.2. Implication des calpaines dans ’invasion tumorale

Un petit nombre d’études récentes suggerent ’intervention des calpaines dans le
développement des tumeurs et des métastases, et plus particuliérement au cours de I’invasion
tumorale. Carragher et ses collaborateurs ont mis en évidence une augmentation de 1’activité

des calpaines au cours de la transformation des cellules (Carragher & Frame, 2002 ; Carragher
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et al., 2004). Ces résultats ont été¢ confirmés par les travaux de Lakshmikuttyamma et de ses
collaborateurs (2004) rapportant une surexpression de la m-calpaine dans les
adénocarcinomes colorectaux humains. L’inhibition de cette isoforme réduit les capacités
invasives des cellules tumorales de la prostate et limite la formation de métastases (Mamoune
et al., 2003). L’hypothése d’une implication importante des calpaines dans I’invasion
tumorale s’appuie sur les observations suivantes : les calpaines participent a la formation des
complexes focaux dont la composition est proche de celles des podosomes et des
invadopodes. La formation de ces structures nécessite une importante polymérisation de
I’actine, via les GTPases, phénomene régulé par les calpaines lors de 1’adhésion et de la
migration. En outre, I’invasion est dépendante de la sécrétion de protéases capables de
dégrader la MEC. Cette dégradation pourrait impliquer le systéme protéolytique calcium-
dépendant via I’action extériorisée de la m-calpaine (Dourdin et al., 1997). Si cette hypothése
est vérifiée, les calpaines pourraient é€tre considérées comme d’importantes cibles

thérapeutiques.

2. Les rhabdomyosarcomes

2.1. Caractéristiques générales

Un modele de cellules tumorales fait 1’objet d’études récentes au sein de notre
laboratoire. Il s’agit de cellules tumorales dites musculaires. Les unes développent des
tumeurs bénignes, ce sont les rhabdomyomes, les autres, les rhabdomyosarcomes (RMS)
développent des tumeurs malignes. Ces dernicres sont responsables du « cancer du muscle »
qui atteint principalement les enfants de moins de 15 ans (87 % des patients ont moins de 15
ans, 65 % ont moins de 6 ans). Ce type de cancer est fréquent chez I’enfant (environ 250
nouveaux cas par an aux Etats-Unis ; Dagher & Helman, 1999), sa localisation est variable
selon 1’age. 1l se situe principalement au niveau de la téte et du cou chez les enfants les plus
jeunes alors qu’il se développe au niveau des extrémités et du systeme urogénital chez les
adolescents.

Les rhabdomyosarcomes sont des cellules d’origine mésenchymateuse, elles expriment,
comme les cellules musculaires saines, les protéines spécifiques du muscle telles que les
MRF, I’a-actine, la myosine, la desmine et la myoglobine (Dias et al., 1990 ; Hosoi et al.,

1992 ; Parham et al., 1991). L’observation microscopique des rhabdomyosarcomes a permis
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de différencier deux types majoritaires de RMS : les rhabdomyosarcomes alvéolaires (ARMS)
et les rhabdomyosarcomes embryonnaires (ERMS).

Les ARMS se caractérisent par une forme arrondie petite et dense, leur organisation
rappelle celle des alvéoles pulmonaires d’ou le terme alvéolaire. Les ARMS représentent 20
% des cancers « musculaires », ils sont principalement diagnostiqués chez les adolescents
(extrémités ; Dagher & Helman, 1999).

Les ERMS se caractérisent par une forme plus allongée et une morphologie rappelant
les cellules embryonnaires. Ce type tumoral est fréquemment diagnostiqué (53 % des cas),
notamment chez les enfants les plus jeunes au niveau de la téte et du cou. Ce type de RMS

touche également le systéme urogénital (ERMS dans 80 % des cas).

Trois autres types de RMS sont également observés. Ils sont beaucoup plus rares et sont
principalement des variants des deux types précédemment décrits. Il s’agit des RMS
alvéolaires solides (variants des ARMS), des RMS leiomyomateux (variants des ERMS,
tissus paratesticulaires) et des RMS « botryoidaux » (botryoidal rhabdomyosarcoma ; variants

des ERMS ; rate et vagin ; 6 % des cas).

2.2. Caractéristiques génétiques

La plupart des cas de RMS apparaissent de fagon sporadique, toutefois il existe des
syndromes familiaux associés a cette maladie tels que le syndrome de Li-Fraumeni (LFS). Ce
syndrome est caractérisé par une mutation de la protéine p53 qui favorise 1’apparition de
différentes tumeurs et notamment des RMS chez les enfants trés jeunes (age inférieur a 3 ans).
Dans la majorité des cas, le développement des RMS est di a des altérations génétiques non
héréditaires, différentes selon le type de RMS.

Les ARMS se caractérisent par une translocation des bras longs des chromosomes 2 et
13 (Figure 23). Cette translocation t(2 ;13)(q35 ;q14) fusionne les génes codant pour PAX3,
facteur connu pour réguler la transcription de certains génes au cours du développement, et
FKHR, facteur de transcription de la famille forkhead (Turc-Carel et al., 1986 ; Shapiro et al.,
1993). Le facteur de transcription résultant de la fusion des deux genes régulerait de fagon
aberrante 1’expression de certains genes, conférant ainsi le phénotype ARMS. Une seconde
translocation similaire a également été observée dans les ARMS entre les chromosomes 1 et
13. Cette translocation t(1 ;13)(p36 ;q14), observée chez les patients les plus jeunes au niveau

des extrémités, fusionne les genes PAX7 et FKHR.
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Figure 23 : Structure des génes PAX3 et FKHR ainsi que du produit de fusion
PAX3/FKHR di a la translocation t(2 ;13)(q35 ;q14), caractéristique des ARMS
(d’aprés Dagher & Helman, 1999)

PB : paired box; HD : homeodomain ; FKHR : forkhead ; La fléche et I’annotation Breakpoint

indique le point de fusion entre les deux genes.

Les altérations génétiques responsables de I’apparition des ERMS sont trés différentes.
Il s’agit principalement d’une perte d’hétérozygotie (LOH : loss of heterozygosity) au locus
11p15 dont la conséquence est une perte de l'information génétique maternelle et une
duplication de D’information génétique paternelle (Scrable et al., 1989). Ce locus du
chromosome 11 correspond au gene codant pour I’IGF-2. Dans des conditions normales,
I’expression de 1’alléle maternel de ce gene est réprimée et seul 1’alléle paternel s’exprime.
Dans le cas du LOH, il y a deux all¢les paternels ce qui conduit a une surexpression d’IGF-2.
Cette surexpression peut également étre due a une perte de la répression de 1’allele maternel
sans duplication de D’allele paternel, on parle alors de LOI (loss of imprinting). Une
surexpression de ’IGF-2 est également observée dans les ARMS. Plusieurs études ont montré
que I’'IGF-2 jouerait un réle crucial dans la croissance dérégulée de nombreuses tumeurs et
notamment dans celle des RMS (El Badry et al., 1990).

Dans ces cellules tumorales, la voie de signalisation de I’'IGF-1 est également fortement
perturbée. Normalement, 1’ajout de ce facteur de croissance entraine 1’activation de la voie
PI3K/Akt qui conduit & une augmentation de I’expression de la myogénine. Dans le cas des
ERMS, la voie PI3K/Akt, activée par 'IGF-1, ne parvient plus a stimuler I’expression de la
myogénine. La cause exacte de cette perturbation reste actuellement inconnue, elle pourrait se

situer en aval de la protéine Akt (Xu & Wu, 2000).
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Les rhabdomyosarcomes se caractérisent également par une ploidie anormalement
¢levée, les ERMS sont généralement tétraploides tandis que les ARMS présentent une
hyperploidie (Stuart & Radhakrishnan, 2004).

Comme de nombreuses cellules cancéreuses, les RMS possédent des capacités
invasives importantes. Une surexpression de I’oncogéne MET, codant pour le récepteur au
HGF, rendrait ces cellules plus sensibles a ce facteur, connu pour étre capable de stimuler la
migration et I’invasion des cellules. L’expression de ce récepteur, normalement absent dans
les cellules musculaires matures, conférerait aux RMS les propriétés migratoires et invasives

des myoblastes embryonnaires (Ferracini et al., 1996).

2.3. Développement métastatique des RMS

La présence de métastases est observée dans moins de 25 % des cas de RMS
nouvellement diagnostiqués. Ce pourcentage varie selon la localisation de la tumeur et selon
le type de RMS. Il semble que les ARMS (au niveau des extrémités) s’étendent plus
facilement aux nodules lymphatiques que les ERMS (au niveau du cou et de la téte)
(Lawrence et al., 1988). Les RMS métastatiques atteignent le plus fréquemment les poumons
ainsi que les os, la moelle osseuse et les nodules lymphatiques. Les organes viscéraux sont
rarement atteints.

Les patients pourvus de RMS sont classés en quatre groupes selon différents critéres
dont la présence ou I’absence de métastases. Les traitements varient selon ces groupes et
reposent sur la chirurgie, la chimiothérapie et la radiothérapie. La chirurgie seule est
insuffisante pour soigner ce type de cancer (taux de guérison de 20 %). Le taux de guérison
varie ¢galement selon le stade de la maladie. Il peut atteindre 60 a 70 % si le cancer est non
métastatique et moins de 20 % si des métastases sont détectées. Ce faible taux de guérison,
malgré une thérapie agressive montre a quel point il est important de bloquer la formation de

métastases notamment en inhibant ’invasion tumorale.
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Les données présentées dans cette partie introductive mettent en évidence I’importance
du rdle jou¢ par les calpaines ubiquitaires et leur inhibiteur endogéne au cours des
phénoménes d’adhésion et de migration des cellules myogéniques. Les calpaines et la
calpastatine seraient également impliquées dans I’invasion des tissus sains par les cellules
tumorales, phénoméene hautement pathologique responsable de la dissémination métastatique.
Bien que les roles des calpaines dans ces phénomenes étroitement liés soient maintenant

mieux compris, de nombreuses questions restent encore a élucider :

» Quel est le role de chacune des calpaines ubiquitaires lors de 1’adhésion et de
I’étalement des cellules myogéniques ? Comment interviennent ces enzymes au cours de ces

phénomeénes ?

» L’activité des calpaines est elle susceptible d’étre stimulée par des facteurs de
croissance ? Si c’est le cas, quelles sont les voies de signalisation impliquées dans la

régulation des calpaines et corrélativement lors de la migration des myoblastes ?

» Les calpaines et la calpastatine sont elles des acteurs majeurs de I’invasion tumorale
des rhabdomyosarcomes ? Peut on limiter les capacités invasives de ces cellules tumorales
musculaires en agissant sur le systéme protéolytique calcium-dépendant comme I’ont montré

un petit nombre de travaux réalisés sur d’autres types de cancer ?
Les résultats obtenus lors de nos investigations nous ont permis de répondre en partie a

ces différentes questions. Ces données sont présentées dans la partie suivante sous forme de

publications.
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Résultats - Chapitre 1

Résultats - Chapitre 1 :
Implication des calpaines ubiquitaires dans

I'adhésion et I'étalement des cellules myogeéniques

Article 1 : Myoblast attachment and spreading are regulated by different patterns by
ubiquitous calpains.
Germain Mazeres, Ludovic Leloup, Laetitia Daury, Patrick Cottin, and Jean-Jacques Brustis.

Cell Motility and the Cytoskeleton, 63: 193-207 (2006).

L’adhésion et I’étalement cellulaire sont deux phénomeénes biologiques majeurs qui
dépendent de la formation de complexes protéiques autour des intégrines. Ces complexes
appelés plaques d’adhésion ou contacts focaux, lient indirectement le cytosquelette d’actine a
la MEC, permettant ainsi la fixation de la cellule a la matrice. L’adhésion cellulaire est
impliquée plus particuliérement dans la migration des myoblastes, elle-méme nécessaire a la
formation des myotubes. Une dérégulation des forces d’adhésion peut entrainer une forte
réduction de la vitesse de migration cellulaire (Cox & Huttenlocher,1998).

Les résultats obtenus par Kulkarni et al. (1999) et par Glading et al. (2002) mettent en
évidence une possible implication des calpaines, et plus particulicrement de la p-calpaine
dans les phénomenes d’adhésion et d’étalement cellulaire. En effet, I’inhibition des calpaines
conduit a une réduction du nombre de fibres de stress et de plaques d’adhésion. A contrario,
la surexpression de la p-calpaine induit une augmentation du nombre de plaques d’adhésion et
de fibres d’actine, entrainant un étalement excessif des cellules (Kulkarni et al., 1999). Selon
I’hypothése de Glading (2002), la p-calpaine serait localisée a 1’avant de la cellule ou elle
régulerait ces phénomenes en agissant sur les GTPases de la famille Rho (Rac, RhoA).
Toutefois ces données obtenues sur des types cellulaires fibroblastiques pourraient étre
différentes chez les myoblastes dont 1’activité et les processus migratoires sont sensiblement
différents. En outre, elles n’apportent aucun renseignement sur une éventuelle implication de

la m-calpaine.

Le but de ce travail consiste a appréhender le role de chacune des deux isoformes au
cours de 1’adhésion et de 1’étalement cellulaire. Dans un premier temps, des tests d’adhésion

et d’¢talement ont été réalisés en utilisant des myoblastes sous-exprimant la p-calpaine, la m-
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calpaine ou les deux isoformes (stratégie antisens). La morphologie et I’organisation des
cytosquelettes d’actine et de tubuline des cellules ont été étudiées par microscopie confocale.
Les mémes types d’investigation ont été réalis€és sur des myoblastes sous-exprimant
MARCKS (stratégie antisens). Selon les travaux de Disatnik ef al. (2004), cette protéine,
substrat des calpaines ubiquitaires, serait impliquée dans 1’adhésion et 1’étalement cellulaire.
Pour une meilleure compréhension du réle et du mode d’action de la p- et de la m-
calpaine a 1’échelle moléculaire, il devenait primordial de localiser ces enzymes et d’identifier
de nouveaux substrats. Pour cela, des observations immunohistochimiques et des études
protéomiques ont ¢été réalisées. Les substrats potentiels ont ét¢ identifiés en comparant les
profils protéiques de myoblastes t¢émoins et de myoblastes surexprimant 1’inhibiteur endogene

des calpaines, la calpastatine.

Principaux résultats :

v" Les deux calpaines ubiquitaires sont impliquées dans 1’adhésion des myoblastes.
En effet les traitements antisens dirigés contre la p-calpaine ou contre la m-calpaine induisent
une inhibition de I’adhésion des myoblastes. Toutefois, 1’inhibition de I’expression de la p-
calpaine provoque une réduction significative de I’adhésion apres 60 minutes de culture tandis
que la réduction induite par I’inhibition de la m-calpaine n’est significative qu’aprés 180
minutes. L’expression de la m-calpaine compenserait 1’inhibition de la p-calpaine dans les 60
premicres minutes de culture alors que la p-calpaine serait capable de compenser I’inhibition

de la m-calpaine a plus long terme.

v Les deux calpaines joueraient un role important au cours de 1’étalement des
myoblastes, I’inhibition de leur expression réduisant fortement le taux d’étalement. Toutefois,
contrairement aux résultats rapportés pour 1’adhésion, ceux obtenus au moment de 1’étalement
montrent que les deux calpaines seraient requises pour qu’il y ait un étalement normal des

myoblastes.

v" L’inhibition de I’expression de 1’une ou des deux calpaines ubiquitaires entraine
une désorganisation du cytosquelette d’actine ainsi que des modifications morphologiques
importantes. Ainsi, alors que les myoblastes non traités (témoins) présentent une forme
allongée et un cytosquelette d’actine organisé en fibres de stress paralleles, les cellules dont

I’expression de la p-calpaine ou de la m-calpaine est inhibée présentent une morphologie
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arrondie, sans organisation axiale, avec des fibres de stress formant un anneau périphérique.
L’inhibition des deux isoformes entraine une désorganisation totale du cytosquelette d’actine
et une importante réduction du nombre de fibres de stress. Le cytosquelette d’actine étant
impliqué dans 1’adhésion et 1’étalement de ces cellules, les calpaines pourraient réguler ces
phénomenes en controlant la polymérisation des fibres d’actine. 4 contrario, 1’inhibition de

I’expression des calpaines n’a aucun effet sur I’organisation des microtubules.

v" L’inhibition de I’expression de MARCKS n’a aucun effet sur 1’adhésion,
I’étalement et I’organisation des microtubules. Par contre, cette réduction entraine une
réorganisation du cytosquelette d’actine, les fibres de stress étant plus nombreuses et
paralléles sur toute la longueur de la cellulee. MARCKS pourrait donc intervenir dans la

polymérisation de I’actine.

v Les deux calpaines ubiquitaires présentent une localisation différente. La p-
calpaine se concentre dans la région périnucléaire tandis que la m-calpaine est plus
particuliérement présente dans les projections membranaires. Ces localisations différentes
suggerent des roles distincts de ces deux protéases au cours de 1’adhésion et de la migration

des myoblastes.

v La comparaison des données obtenues en protéomique concernant les myoblastes
témoins et ceux surexprimant la calpastatine a permis d’identifier 15 spots dont 1’intensité
varie de plus de 50 %. Parmi les 15 protéines, 13 ont une expression plus forte dans les
cellules surexprimant la calpastatine. Ces substrats potentiels des calpaines sont classés en
trois catégories : les protéines métaboliques, les protéines de structure (dont la vimentine, la

tropomyosine a-4 et I’a-crystalline) et les autres.

Les résultats obtenus suggerent que les deux calpaines ubiquitaires possédent des
roles distincts. Elles interviendraient dans la régulation de ’adhésion et de 1’étalement
des myoblastes, trés probablement en agissant sur le cytosquelette d’actine. Certains
substrats potentiels identifiés par analyse protéomique tels que la vimentine, Hsp70 ou

la tropomyosine a-4, pourraient également étre impliqués dans ce phénoméne.
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Myoblast Attachment and Spreading
Are Regulated by Different Patterns by
Ubiquitous Calpains

Germain Mazeéres, Ludovic Leloup, Laetitia Daury,
Patrick Cottin, and Jean-Jacques Brustis™

Laboratoire Biosciences de I'’Aliment, ISTAB USC-INRA 2009,
Talence Cedex, France

The calcium-dependent proteolytic system is a large family of well-conserved
ubiquitous and tissue-specific proteases, known as calpains, and an endogenous
inhibitor, calpastatin. Ubiquitous calpains are involved in many physiological
phenomena, such as the cell cycle, muscle cell differentiation, and cell migration.
This study investigates the regulation of crucial steps of cell motility, myoblast
adhesion and spreading, by calpains. Inhibition of each ubiquitous calpain isoform
by antisense strategy pinpointed the involvement of each of these proteases in
myoblast adhesion and spreading. Moreover, the actin cytoskeleton and microtu-
bules were observed in transfected cells, demonstrating that each ubiquitous cal-
pain could be involved in the actin fiber organization. C2C12 cells with reduced
[- or m-calpain levels have a rounded morphology and disorganized stress fibers,
but no modification in the microtubule cytoskeleton. Antisense strategy directed
against MARCKS, a calpain substrate during C2C12 migration, showed that this
protein could play a role in stress fiber polymerization. A complementary proteo-
mic analysis using C2C12 cells over-expressing calpastatin indicated that two pro-
teins were under-expressed, while six, which are involved in the studied phenom-
ena, were overexpressed after calpain inhibition. The possible role of these pro-
teins in adhesion, spreading, and migration was discussed. Cell Motil.

Cytoskeleton 63:193-207, 2006.

© 2006 Wiley-Liss, Inc.

Key words: ubiquitous calpain; adhesion; spreading; myoblast; antisense

INTRODUCTION

The calcium-dependent proteolytic system is a
large family of well-conserved proteases. This system
consists of tissue-specific and ubiquitous proteases. The
ubiquitous calpains, p- and m-calpain, are heterodimeric
enzymes consisting of a distinct 80 kDa catalytic subunit
(coded by capnl and capn2, respectively) and a common
30 kDa regulatory subunit (coded only by capn4) [Goll
et al., 2003]. Calpain activity is regulated by many fac-
tors. On the one hand, they are activated in vitro by
approximately micromolar and millimolar calcium con-
centrations for p-calpain and m-calpain, respectively.
Autoproteolytic cleavage [Glading et al., 2000; Cottin
et al., 2001; Wendt et al., 2004], phospholipid binding
[Tompa et al., 2001], myogenic factors [Dedieu et al.,
2003a], and phosphorylation via the ERK/MAP pathway

© 2006 Wiley-Liss, Inc.

[Glading et al., 2000] induce activation of calpain activ-
ity. On the other hand, a decrease in calpain activity
seems to be linked to the presence of calpastatin, their
endogenous inhibitor, [Wendt et al., 2004] or phospho-
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rylation by Protein Kinase A [Shiraha et al., 2002]. At
present, the calpain system is known to be involved in
many physiological events, such as long term potentiation
[del Cerro et al., 1994], cell cycle [Raynaud et al., 2004],
apoptosis [Squier and Cohen, 1997], and muscular differ-
entiation [Brustis et al., 1994; Balcerzak et al., 1995;
Dourdin et al., 1997]. Concerning muscle differentiation,
many studies show the critical roles of calpain during
the early steps of myogenesis, e.g. myoblast fusion into
myotubes [Balcerzak et al., 1995; Dourdin et al., 1997;
Temm-Grove et al., 1999] and myoblast migration [Dedieu
et al., 2003b, 2004]. As the calpain system is implicated
in many processes, deregulation of calpain activity leads
to a number of pathologies, known as calpainopathies,
including cataract [Nakamura et al., 2000], type II diabetes
[Sreenan et al., 2001], neurodegenerative diseases [Saito
et al., 1993; Mouatt-Prigent et al., 1996], and muscular dys-
trophies [Richard et al., 1995; Spencer et al., 1995].

Cell migration is involved in many events such as
tumoral angiogenesis, immune response, wound healing,
and embryonic development. Cell migration requires the
coordination of several cellular processes, as described by
Lauffenburger and Horwitz [Lauffenburger and Horwitz,
1996]. Firstly, membrane projections occur, leading to the
formation of focal contacts between the leading edge of
the cell and the extracellular matrix (ECM) (adhesion of
the cell), lastly de-adhesion of the focal complexes at the
rear of the cell enable traction of the soma. The formation
of protusions depends on cytoskeleton dynamics. It has
been reported that the actin cytoskeleton is the cellular
engine that drives cell motility [Lambrechts et al., 2004].
Indeed filopodia and lamellipodia are sustained by actin
bundles or networks, as described in the axon growth cone
[Svitkina et al., 2003] or fibroblasts [Strasser et al., 2004].
Furthermore, microtubules contribute to the extension of
the membrane at the leading edge of the cell [Bretscher,
1996] and stabilize contacts between the cell and the
ECM [Etienne-Manneville, 2004].

Recent studies have shown the role played by ubig-
uitous calpains in cell migration. Authors have postu-
lated that calpains, localized at focal adhesion, may pro-
teolyze proteins involved in the adhesion phenomenon,
such as paxillin, a-actinin, desmin, vimentin, talin, FAK
(focal adhesion kinase), and the cytosolic domains of
B1-B3 integrins [Goll et al., 2003]. Moreover, we have
observed that calpain inhibition induces a significant
accumulation of MARCKS [Myristoylated Alanine Rich
C Kinase Substrate) [Dedieu et al., 2003b, 2004].
MARCKS, a calpain substrate localized at the focal ad-
hesion, is able to link actin fibers [Hartwig et al., 1992].
In addition, MARCKS is known to regulate integrin-
mediated muscle-cell spreading [Disatnik et al., 2004]
and muscle-cell migration, as its inhibition leads to an
increase in myoblast motility [Dedieu et al., 2003b].

Recently, we have used treatment with calpain inhibitors
and over-expression of calpastatin in myoblasts to dem-
onstrate that ubiquitous calpains strongly regulate myo-
blast migration through adhesion and actin cytoskeletal
organization [Dedieu et al., 2004].

Distinct roles of the calcium-dependent proteases
were described. Indeed, Franco et al. showed the impli-
cation of m-calpain in protusion formation and lamelli-
podial dynamics [Franco et al., 2004], while Serrano and
Devine have suggested that p-calpain is involved in pla-
telet spreading and attachment [Serrano and Devine,
2004]. Each calpain isoform may play a specific role in
myoblast migration [Dedieu et al., 2003b] but the speci-
ficity of each protease is still unclear.

Taking these results into account, the aim of this study
was to clarify the roles of the ubiquitous calpains and
MARCKS during myoblast migration, in particular the ad-
hesion and spreading processes. Myoblast adhesion and
spreading rates were measured after antisense oligonucleo-
tide treatments directed against p- and m-calpain or
MARCKS. The cytoskeletal organization of actin fibers and
microtubules and the localization of calpains were carefully
observed by confocal microscopy. Finally, potential calpain
substrates during these phenomena were determined by pro-
teomics. Our main results demonstrate that calcium-depend-
ent proteases regulate myoblast adhesion and spreading.
Moreover we show that p1- and m-calpain may play comple-
mentary roles in actin cytoskeleton organization, probably
by different pathways due to their distinct localization lead-
ing to various accessibilities to potential substrates.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and Antibodies

Anti-B-tubulin [Santa-Cruz), anti m-calpain [Santa-
Cruz) and anti-p-calpain [Chemicon) antibodies were
raised in rabbit, goat and mouse respectively. Secondary
anti-rabbit-FITC-conjugated, anti-goat-FITC-conjugated
antibodies and anti-mouse-rhodamine-conjugated antibod-
ies were purchased from Santa-Cruz.

Chemicals and materials were obtained from the
following sources. Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM), fetal bovine serum (FBS) and gelatin were
from Gibco-Brl. Culture dishes were from Fisher Scien-
tific. Oligofectamine transfection reagent was purchased
from Invitrogen, oligomers from Eurogentec. Urea, thio-
urea and CHAPS were from Amersham Biosciences. All
other chemicals were from Sigma-Aldrich.

Cell Cultures and Oligonucleotides Transient
Transfections

C2C12 cells were grown under 5% CO, atmos-
phere at 37°C in DMEM supplemented with 10% of FBS
until they reach 80% of confluence.



TABLE 1. Characteristics of the Antisense Sequences
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Name Sequence Position
ASpC 5" TGA CAT CAGTTC CGT AGG CCG 3/ (281-301)
RpC 5"ACT CGT GGT CAC CCT TGG GAA 3’

ASmC 5"ATGCGA CCCCAGCCCCTCGCG 3 (213-233)
RmC 5"ATC CCC GCA CCC CAGGCGGTC 3

AS MARCKS 5" CAG GGG ATAGTT CGG C 3’ (115-130)
R MARCKS 5" GCAGGGATT CGGCGTA 3

Underlined nucleotides designate phosphorothioates oligos.

At 80% of confluence, cells were grown in DMEM
supplemented with 0.1% of FBS during 12 h. They were
then transfected with appropriated oligonucleotides (rep-
resented Table ) as described previously [Dedieu et al.,
2003b]. Oligonucleotides were transfected using Oligo-
fectamine Reagent (0.5 pL/cm?) with 300 nM DNA.

Spreading and Attachment Assays

A first culture was realized in order to transfect
myoblasts. Thirty-six hours after transfection, cells were
trypsinized and stored at —80°C.

For attachment assays, cells were seeded in 96-well
dishes at a density of 10* cells/cmz. At different times,
cells were washed three times with PBS (phosphate buf-
fered saline) and fixed with paraformaldehyde 4% (w/v
PBS) during 15 min. After 70° ethanol (EtOH) overnight
deshydratation cells were stained using crystal violet
0.1% (w/v EtOH 20°) during 60 min. The stain was
eluted and cells were rinsed twice with PBS.

For spreading assays, the morphology of the cells was
observed by optical microscopy, the number of cells pre-
senting visible cytoplasm or not was determined by visual
inspection of culture dishes.% of spreading = 100 X (num-
ber of cells with visible cytoplasm/total number of cells).

For attachment assays, dye is extracted using a
50% ethanol solution containing 1% acetic acid during
5 min. Optical density was read at A = 590 nm using a
microtiter plate reader (Biotek Synergy HT). Results
were presented in % of adherent cells as compared to ini-
tial seeded cells that represent 100% of attachment.

Confocal Fluorescence Microscopy

C2C12 cells were seeded on gelatin pre-coated
coverslips and grown until they reached a confluence
close to 80%. The cells were then cultured in DMEM
supplemented with 0.1% FBS and transfected as de-
scribed in a section above. Thirty-six hours after trans-
fection cells were rinsed twice with PBS and fixed 15
min with paraformaldehyde 4% (w/v PBS). Myoblasts
were permeabilized with Triton X-100 (1% v/v PBS)
during 3 min. Actin was detected using phalloidin-FITC
(Fluorescein iso thio cyanate) (1 pM) during 45 min.
Microtubules, m-calpain or p-calpain were detected
using corresponding antibodies (1/100) during 3 h. After

rinsing, myoblasts were incubated with an appropriate sec-
ondary antibody coupled to FITC or rhodamine (1/100)
during 90 min. After completion of the antibodies or
phalloidin incubations, cells were washed three times in
PBS and observed under confocal microscopy (Olympus,
Fluoview). Quantification of fluorescence was conducted
using the software Visiolog 6.

Proteomic Analysis

Two sets of culture were used: C2C12 over-
expressing calpastatin and control myoblasts as de-
scribed previously [Dedieu et al., 2004]. Myogenic cells
were seeded in DMEM supplemented with 10% of FBS
until they reach 80% of confluence, the medium was
then replaced by DMEM supplemented with 0.1% of
FBS for 48 h. Total proteins were harvested in lysis
buffer (Urea 7 M; Thiourea 2 M; CHAPS 4% w/v; DTT
1% w/v; IPG-buffer 2% v/v). Cell lysates were submitted
to a 30 min centrifugation at 10,000g. Protein concentra-
tion in the supernatant was determined with PlusOne 2D
Quant kit (Amersham Biosciences). Afterwards, the first
dimension (IEF) was performed under these following
conditions: proteins were solubilized in a rehydratation
solution (Urea 8 M; Thiourea 1 M; CHAPS 2% w/v;
DTT 0.28%; coomassie brilliant blue R-250 0.01% w/v;
IPG-buffer 1% v/v). IPG strips, covering a 3-10 pH
range, were rehydrated in 330 pL of this solution con-
taining 600 pg of proteins during 12 h (sample loading
by rehydratation). IPG strips were subjected to IEF in an
IPGphor (Amersham Biosciences) at 20°C. The follow-
ing voltage were used: 200 V during 1 h, 500 V during
2 h, 1000 V during 1 h, 1000-8000 V during 0.5 h and
8000 V until 74 kV h were reached. Focused IPG strips
were equilibrated twice in the following buffer (Urea
6 M; Tris 50 mM; pH 8.8; glycerol 30% v/v; SDS 2% w/
v). For the first incubation 1% (w/v) DTT was added, for
second one 5% iodoacetamide (w/v) replaced DTT.
After being rehydrated, IPG strips were submitted to the
second dimension with the Ettan DALTSsix apparatus
(Amersham Biosciences). Migration was run at 40 V for
1 h and then run at 40 mA/gel until the run was com-
pleted on 11% (w/v) SDS-PAGE as reported by Bouley
and coworkers [Bouley et al., 2004]. Fixation of gels
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was realized in ethanol 30% (v/v) and orthophosphoric
acid 2% (v/v) overnight, then gels were stained during
72 h with coomassie brilliant blue G250 (orthophos-
phoric acid 2% v/v; (NH4),SO4 15% w/v; ethanol 18%
v/v; coomassie brilliant blue G250, 0.08% w/v). Finally
gels were scanned on an Imagescanner (Amersham Bio-
sciences); spot detection and quantification were realized
using Image master software. Spots presenting signifi-
cant differences over 50% between control cells and
over-expressing calpastatin cells were excised with Ettan
spot picker (Amersham Biosciences). The spots were
digested into tryptic fragments and proteins were identi-
fied by MALDI-TOF operate in MS and MS/MS modes.

Statistical Analysis

The statistical significance of the difference between
multiple groups was determined using ANOVA. When F
was associated with a probability a < 0.05, intergroup com-
parisons were conducted using Student’s #-test. Unless indi-
cated, data were expressed as means = SEM and were all
representative of an average of at least three experiments.

RESULTS

Myoblast Adhesion Is Reduced by Antisense
Treatments Against Calpains

Previous studies have demonstrated the efficiency of
these calpain antisense strategies. Antisense directed against
p-calpain and antisense directed against m-calpain specifi-
cally inhibit by 50% the expression level and the activity of
p- and m-calpain respectively. Moreover, no unspecific in-
hibition of each isoform was observed during the study
[Dedieu et al., 2003b]. As in the case of migration, the ran-
dom sequences did not interfere with C2C12 adhesion. Fig-
ure 1A shows that 300 nM oligomer treatments directed
against [L-calpain led to a significant decrease in myoblast
adhesion after 60 min in culture. At 120 and at 180 min, the
attachment rate is about 57.3 and 64.4% respectively and
did not vary significantly between these two stages. Accord-
ing to results presented in Fig. 1B, transfection using
oligomers directed against m-calpain had no significant
effect before 180 min in culture. At this stage, cell adhesion
was reduced by 26.4%. When the activities of both ubiqui-
tous calpains were reduced, there was a decrease in the
attachment rate, irrespective of the culture stage (Fig. 1C).
Under these conditions, the attachment rate was signifi-
cantly lower after 10 min in culture, reaching about 55% af-
ter 60 min in culture then remaining unchanged.

The Spreading Rate Is Disturbed When
Ubiquitous Calpain Expression Is Reduced

To determine whether calpains were involved in
myoblast spreading, the cell spreading rate was mea-
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Fig. 1. Myoblast adhesion is reduced when calpain activity is inhib-

ited: Cells were transfected with antisense oligomers directed against -
calpain (A), m-calpain (B) and both types of antisense (C). After a 36-h
culture, myoblasts were harvested and seeded at a concentration of 10*
cells/cm”® in DMEM supplemented with 0.1% of FBS. Cells were fixed
using paraformaldehyde 4% at different stages (from 10 to 180 min)
and were stained with crystal violet 0.1%. After C2C12 lysis, rates of
adhesion were determined by measure of absorbance at 590 nm using a
microplate reader. Treated myoblasts adhesion was compared to attach-
ment of C2C12 transfected with appropriated random. R, random; AS,
antisense. *Significantly different from control cells (a < 0.05).

sured after antisense transfection directed against p- and
m-calpains. As shown in Fig. 2A, p-calpain inhibition
induced a delay and a decrease in the number of spread
myoblasts. This decrease is estimated to be 27% after
180 min in culture. In a same way, antisense treatment
directed against m-calpain induced a delay and a de-
crease in spread myoblasts. After 180 min in culture, the
inhibition of cell spreading due to m-calpain antisense
was estimated to be 38% (Fig. 2B). As shown in Fig. 2C,
antisense treatments directed against p- and m-calpain
caused a delay and a decrease in myoblast spreading. It
is important to emphasize that C2C12 cells did not pres-
ent visible cytosol during the first 20 min in culture. In
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Fig. 2. Myoblast spreading is delayed and reduced when calpain ac-
tivity is inhibited: Cells were transfected with antisense oligomers
directed against p-calpain (A), m-calpain (B) and both types of anti-
sense (C). After a 36-h culture, myoblasts were harvested and seeded
at a concentration of 10* cells/em” in DMEM supplemented with
0.1% of FBS. Cells were fixed using paraformaldehyde 4% at different
stages (from 10 to 180 min) and were stained with crystal violet 0.1%.
Rates of spreading were measured by determination of the ratio (num-
ber of spread cells/number of total cells). Treated myoblasts spreading
was compared to attachment of C2C12 transfected with appropriated
random. R, random; AS, antisense; CC, control cells. *Significantly
different from control cells (o < 0.05).

addition, there was a 41.8% inhibition of cell spreading
after 180 min in culture.

A Decrease in MARCKS Expression Does Not
Affect Myoblast Adhesion and Spreading

The MARCKS protein is considered to be involved
in the initial steps of cell adhesion and the later stages of
cell spreading [Disatnik et al., 2004]. Attachment and
spreading assays using C2C12 transfected with antisense
oligomers directed against MARCKS were carried out to
ascertain the role of MARCKS in the myoblast adhesion
process. It appears from our data, presented in Fig. 3A,

Calpains and Myoblast Adhesion 197
that MARCKS inhibition induced no significant difference
in myoblast attachment after 180 min in culture. More-
over, during the 180 min in culture, no significant differ-
ence in C2C12 spreading was measured after antisense
treatments directed against MARCKS in comparison to
C2C12 transfected with appropriate random (Fig. 3B).

A Decrease in Calpain Expression
Drastically Alters Cell Morphology and the
Actin Cytoskeleton

In order to determine whether calpains were impli-
cated in the actin cytoskeleton organization, C2C12 were
transfected with antisense directed against p- and/or m-
calpain and the actin filaments were stained with FITC-
conjugated phalloidin. As shown in Fig. 4, control myo-
blasts had an elongated shape and many membrane pro-
jections (large membrane protusions; filopodia and small
lamellipodia). In control cells, the actin cytoskeleton
and, more particularly, the stress fibers, was organized
parallel to the main axis of the cell and sustained the
membrane projections. As shown in Figs. 5A and 5B,
cells where the activity of only one calpain was reduced
presented a rounded morphology, without axial organi-
zation. Surprisingly, the stress fibers were organized in a
peripheral ring and the C2C12 cells bristled with numer-
ous filopodia. These treatments also induced a drastic
reduction in actin fibers in the center of the cell. The filo-
podia had almost disappeared in myoblasts transfected
with antisense directed against p-calpain and oligomers
against m-calpain. The actin fibers had disappeared,
mostly in the center of the myoblasts (Fig. 5C).

A Decrease in Calpain Expression Has No
Effect on Microtubule Cytoskeleton

The calcium-dependent proteolytic system has been
shown to cleave proteins associated with microtubules
such as MAP2 (microtubule associated protein 2) [Bud-
dle et al., 2003] or DCLK (Double cortin-like kinase)
[Burgess and Reiner, 2001]. These data suggest that
microtubule dynamics may be modulated by calpains.
We monitored the evolution of the microtubule cytoskel-
eton in myoblasts after antisense strategy to characterize
the phenomena involved in cell adhesion and spreading.
As shown in Fig. 6A, microtubules were detected in the
whole cytosol of control cells. The FITC-staining was
more pronounced around the nucleus, where the centro-
some is localized, and decreased towards the periphery
of the cell. Moreover, microtubules sustained membrane
projections of the cell. Myoblasts transfected with anti-
sense directed against |- and/or m-calpain, or with the
appropriate random, presented no significant difference
in microtubule organization, in comparison to the
untreated cells, despite the alteration in morphology
described in the previous section (Fig. 6B).
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A Decrease in MARCKS Expression Has
No Effect on the Microtubule Cytoskeleton but
Reorganizes Actin Fibers

As previously mentioned, MARCKS is a protein
able to link actin. Its involvement in cytoskeleton dy-
namics during cell migration and spreading has recently
been described [Disatnik et al., 2004]. To understand the
role of MARCKS in cell adhesion, actin and microtubule
cytoskeletons were observed after myoblast transfection
with antisense directed against MARCKS. As shown in
Fig. 7A, appropriate random treatment did not induce
any difference in stress-fiber organization in comparison
to untransfected cells. Antisense directed against
MARCKS induced an increase in actin filament density.
Actin fibers were more numerous and parallel from one
end of the cell to the other, aligned with the myoblast
axis (Fig. 7B). Moreover, the fluorescence in these myo-
blasts presented a higher level of fluorescence (34.2%)
than in the control myoblasts (Table II).

However, microtubule organization was not dis-
turbed when MARCKS expression decreased signifi-
cantly (Data not shown).

Localization of Ubiquitous Calpains in
Migrating Myoblasts

Ubiquitous calpains were localized in migrating
myoblasts to try to explain our previous results. As
shown in Fig. 8, calpains were localized in the whole
cytosol, but concentrations differed in the various sub-

180 (min)

180 (min)

B R MARCKS

O AS MARCKS Fig. 3. Myoblast adhesion and spreading

remain constant when MARCKS expression is
inhibited: Cells were transfected with antisense
oligomers directed against MARCKS. After a
36-h culture, myoblasts were harvested and
seeded at a concentration of 10* cells/cm2 in
DMEM supplemented with 0.1% of FBS. Cells
were fixed using paraformaldehyde 4% at differ-
ent stages (from 10 to 180 min) and were stained
with crystal violet 0.1%. (A) After C2C12 lysis,
rates of adhesion were determined by measure of
absorbance at 590 nm using a microplate reader.
Treated myoblasts adhesion was compared to
attachment of C2C12 transfected with appropri-
ated random. (B) Rates of spreading were meas-
ured by determination of the ratio (number of
spread cells/number of total cells). Treated myo-
blasts spreading was compared to attachment of
C2C12 transfected with appropriated random. R,
random; AS, antisense; CC, control cells. *Sig-
nificantly different from control cells (o < 0.05).

lCcC
B R MARCKS
O AS MARCKS

cellular compartments. pi-calpain was more concentrated
around the nucleus and gradually decreased towards the
cell periphery, while m-calpain was mainly concentrated
in C2C12 membrane projections. These different local-
izations suggest that - and m-calpains play different bi-
ological roles during myoblast adhesion and spreading,
depending on substrate accessibility.

A Decrease in Calpain Activity Leads to Major
Disturbances in the Expression Levels

of Proteins Involved in Cytoskeleton
Organization

As previously mentioned, calpains mediate cell
migration, adhesion, and spreading via proteolysis of
many proteins. Spectrin cleavage has already been high-
lighted in cell de-adhesion [Cuevas et al., 2003], while
talin proteolysis has been linked to cell spreading
[Franco et al., 2004] and migration [Dourdin et al.,
2001]. A proteomic analysis was carried out to complete
the list of potential calpain substrates during cell migra-
tion, adhesion, and spreading. C2C12 cells over-express-
ing calpastatin and control cells transfected with the
appropriate empty vector were cultured separately. Cal-
pastatin clones overexpress four-fold calpastatin in com-
parison to control cells and activity of ubiquitous cal-
pains is decreased of 53 and 55% for p-calpain and m-
calpain respectively [Dedieu et al., 2004]. One hundred
and thirty four spots were detected under our experimen-
tal conditions (Fig. 9). Spot intensities were quantified
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Fig. 4. Stress fiber organization in control C2C12: C2C12 were
seeded and cultured in DMEM supplemented with 0.1% FBS during
48 h. After paraformaldehyde fixation, actin cytoskeleton was visual-
ized using FITC-conjugated phalloidin. (A and B) Myogenic cells pre-
sented an elongated shape with numerous membrane projections.

and compared between the two sets of cultures. Only pro-
teins in those spots where intensity varied by over 50%
were analyzed. Of the 15 proteins identified, 2 were more
strongly expressed in control cells and 13 had a higher
expression level in calpastatin clones (Table III). The mo-
lecular weights of these proteins ranged from 17.84 (trans-
lationally-controlled tumor protein) to 73.528 kDa
(Hsp70). They are divided into three classes: metabolic
proteins, cell structure proteins, and others (Fig. 10).

Actin fibers (AF) were present in the whole cell, organized in a paral-
lel manner to the axis of the myoblast. Actin fibers sustained mem-
brane projection such as membrane protrusions (MP), lamellipodia
(Lam) or filopodia (Fil).

DISCUSSION

Inhibition of ubiquitous calpains by antisense strat-
egy led to a decrease in myoblast adhesion and spread-
ing. These results are in agreement with those obtained
by Dedieu et al., showing that calcium proteolytic sys-
tem inhibition by chemical treatments or by over-expres-
sion of calpastatin induces defects and delays in myo-
blast adhesion [Dedieu et al., 2004]. The inhibition of
attachment incidental to antisense strategy conducted
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Fig. 5.

Inhibition of p- or m-calpain leads to actin cytoskeleton dis-
organization: C2C12 were seeded and cultured in DMEM supple-
mented with 0.1% FBS during 48 h. Then cells were transfected with
antisense directed against p-calpain (B), m-calpain (C), with both
types of antisense oligomers (D) or with both types of random sequen-
ces (A). After paraformaldehyde fixation, actin cytoskeleton was
visualized using FITC-conjugated phalloidin. (B and C) Cells in

against p- and m-calpain showed that calpain activity is
involved in myoblast adhesion. Whereas antisense
directed against p-calpain resulted in a decrease in
C2C12 adhesion after 60 min in culture, antisense
directed against m-calpain only had a significant effect
after 180 min. These results suggested that m-calpain
expression may compensate for p-calpain depletion dur-

which - or m-calpain activity was inhibited presented a rounded mor-
phology, without central stress fiber. Nevertheless, some actin fibers
remained, organized in a peripheral ring. Furthermore, these myo-
blasts presented numerous filopodia. (D) Myoblasts transfected with
the two types of antisense lost nearly all actin fibers and possessed no
more filopodia.

ing the first 60 min in culture and that p-calpain expres-
sion may compensate for m-calpain inhibition in the later
stages. Ubiquitous calpains seem to play a redundant role
in myoblast early adhesion, i.e. up to 60 min in culture.
From this stage, p-calpain implication is not compen-
sated by m-calpain expression. However, p-calpain
seems to be able to compensate for m-calpain inhibition



Fig. 6. Microtubules organization is not perturbed by calpain or
MARCKS inhibition: (A) Control cells were seeded and cultured in
DMEM supplemented with 0.1% FBS during 48 h. After paraformal-
dehyde fixation, microtubules visualized using anti-3-tubulin antibod-
ies, then using FITC-conjugated secondary antibodies. Control C2C12
presented microtubules (MT) in the whole cell. Their density was high
around the nucleus (N) where the centrosome was localized. Microtu-
bules were detectable in membrane projections they sustained. Myo-
blasts were seeded and cultured 12 h in DMEM supplemented with
0.1% FBS; they were transfected with both antisense directed against
p-and m-calpain (B). Microtubules organization was the same in these
cells in comparison to control cells. [Color figure can be viewed in the
online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]

during the first 180 min in culture. An inhibition of myo-
genic cell spreading was observed from 10 to 180 min in
culture after antisense strategy against each ubiquitous
calpain. However, inhibition of both isoforms did not
induce significantly different spreading compared to that
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obtained with antisense treatments directed against either
p- or m-calpain. This result suggests that activity of both
calpains is required for normal spreading.

Calpain inhibition seems to regulate cell migration
negatively, by inhibiting new focal adhesion formation
between the cell and the ECM and destabilizing the cyto-
skeleton [Potter et al., 1998; Dedieu et al., 2004; Serrano
and Devine, 2004]. In this work, we demonstrated that
p- or m-calpain inhibition was sufficient to induce a
drastic disturbance in the actin cytoskeleton and the loss
of the cell spreading axis. These results indicate that both
isoforms of calpain play a pivotal role in organizing
stress fibers in the myoblast. Moreover, the expression of
one isoform does not seem to offset the involvement of
the other isoform. Nevertheless, inhibition of both ubig-
uitous calpains induces the disappearance of most of the
actin fibers, suggesting that p- and m-calpain act in syn-
ergy. Furthermore, a link between actin cytoskeleton dis-
ruption and a decrease in cell spreading and adhesion
has been demonstrated in macrophages [Dadsetan et al.,
2004]. These data support the hypothesis that calpains,
by regulating stress fiber organization, also regulate cell
adhesion and spreading. Experiments on the putative role
of the calcium-dependent proteolytic system in microtu-
bules show that p- and/or m-calpain inhibition does not
induce any changes in microtubule organization. Our
results have to be taken into consideration, even if previ-
ous experiments emphasized the indirect role of calpains
on microtubule organization [Burgess and Reiner, 2001;
Buddle et al., 2003; Spira et al., 2003]. Indeed Bhatt and
coworkers used nocodazole treatments to show that cal-
pains did not affect microtubule organization, but are
required for microtubule-mediated focal complex disas-
sembly [Bhatt et al., 2002]. These data support our
results, as we observed changes in myoblast morphology
and a decrease in adhesion and spreading, but no disturb-
ance in the microtubule cytoskeleton.

Subcellular localization of calpains is not homoge-
nous. This may indicate that p-calpain and m-calpain are
differently involved in C2C12 migration, adhesion, and
spreading, due to the variable accessibility of potential
substrates. Indeed, cytosolic substrates localized near the
nucleus are more exposed to p-calpain proteolysis, as
this protease is preferentially concentrated around the
nucleus. Potential substrates localized in membrane
extensions are likely to be exposed to m-calpain proteol-
ysis, as this isoform is abundantly present in membrane
projections. Data obtained from fibroblasts confirmed
that cleavage of proteins localized at focal adhesion (e.g.
talin, sprectrin, FAK, or paxillin) depended on m-calpain
action, independently of p-calpain [Franco et al., 2004].
Moreover, Satish and coworkers emphasized that p- or
m-calpain were activated in different ways in keratino-
cytes, although they had identical effects on keratinocyte
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Fig. 7. Actin cytoskeleton is densified when MARCKS expression
decreased: C2C12 were seeded and cultured in DMEM supplemented
with 0.1% FBS during 12 h. Cells were transfected with antisense
directed against MARCKS (B) or with appropriated random (A). After
paraformaldehyde fixation, actin cytoskeleton was visualized using
FITC-conjugated phalloidin. (A) Cells transfected with the random
sequences presented a morphology and an actin organization similar

motility (cell de-adhesion) [Satish et al., 2005]. These
results suggest that the role of each ubiquitous calpain
isoform observed in cell adhesion and spreading, as well
as stress fiber organization, is regulated by different acti-
vation pathways involving the cleavage of distinct sub-
strates.

to untransfected myoblasts. (B) C2CI12 transfected with antisense
directed against MARCKS presented a higher stress fiber density,
moreover, actin fibers were parallel end to end of the cell, following
spreading axis of the myoblast. Lam, Lamellipodia; Fil, filopodia.
[Color figure can be viewed in the online issue, which is available at
www.interscience.wiley.com.]

TABLE II. Quantification of Fluorescence in Control Myoblasts
and in Transfected Myoblast in Which the Level of MARCKS
Was Lowered

Treatments Mean of fluorescence (AU) Standard deviation
R MARCKS 96.50 15.4
AS MARCKS 146.65 19.6




Fig. 8.

Ubiquitous calpains have distinct localization in migrating
myoblasts: Cells were seeded and cultured in DMEM supplemented
with 0.1% FBS during 48 h. After paraformaldehyde fixation, cells
were incubated with anti-pi-calpain antibodies (A) or anti-m-calpain
antibodies (B). p-calpain and m-calpain were detected using second-

Experiments using antisense directed against
MARCKS showed that MARCKS inhibition had no sig-
nificant effect on myoblast adhesion and spreading dur-
ing the 180 min in culture. According to our findings,
MARCKS is not involved in adhesion and spreading
phenomena. These data are apparently in contradiction
with those reported by a few authors, indicating that
MARCKS was involved in cell adhesion and spreading.
However, Spizz and Blackshear showed that MARCKS
expression was necessary but not sufficient to reduce ad-
hesion. Moreover, these authors hypothesized that
MARCKS, localized in the plasma membrane, interacted
with protein establishing a link between integrins and
actin fibers (e.g. vinculin, talin, or paxillin), thus decreas-
ing cell adhesion [Spizz and Blackshear, 2001]. In our
experiments we only inhibited MARCKS expression,
without modifying the expression of these link proteins.
This may explain why the adhesion process remain
unchanged after MARCKS inhibition. Concerning cell
spreading, data showing a role of MARCKS came from
over-expression experiments [Manenti et al., 1997; Dis-
atnik et al., 2004]. We did not observe any significant
effect of MARCKS inhibition on myoblast spreading,
suggesting that involvement of this protein may be offset
by other factors during the first 180 min in culture.

In order to clarify the role of MARCKS in cell ad-
hesion and spreading, we observed actin cytoskeleton
and microtubules in C2C12 after antisense treatments
directed against MARCKS. Our results show a higher
density of stress fibers in transfected cells. Disatnik and
coworkers noted that actin polymerization was inhibited
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ary antibodies conjugated to rhodamin or FITC, respectively. (A) p-
calpain was localized in the whole cell and was particularly concen-
trated around the nucleus. (B) m-calpain was localized in the entire
myoblast, its presence was more strongly detected in membrane exten-
sions. Lam, Lamellipodia; Fil, filopodia; N, nucleus.

when the MARCKS concentration at the plasma mem-
brane increased [Disatnik et al., 2004]. Moreover, we
previously observed that accumulation of MARCKS at
the plasma membrane drastically inhibited C2C12
migration [Dedieu et al., 2004]. Therefore, we hypothe-
size that antisense anti-MARCKS inhibits its expression
in the cytosol, particularly at the plasma membrane, and
activates actin polymerization. The MARCKS protein
may be localized at the centrosome and is assumed to
participate in microtubule nucleation in mouse oocytes
[Michaut et al., 2005]. However, the microtubule organi-
zation in myoblasts remained unchanged after MARCKS
inhibition. We hypothesize that MARCKS involvement
is different in our cell model than in static cells, such as
oocytes. MARCKS only seems to be involved in stress
fiber organization, without any effect on the centrosome.

Several studies have identified different calpain
substrates in different cell types during cell migration.
Experiments with fibroblasts showed an accumulation of
ERM proteins after calpain inhibition [Potter et al.,
1998]. Franco and coworkers described the cleavage of
talin, spectrin, FAK, and paxillin by m-calpain [Franco
et al,, 2004]. We have previously demonstrated that
MARCKS is a substrate for both ubiquitous calpain iso-
forms in the C2C12 cell line [Dedieu et al., 2003b,
2004]. However, some of these proteins (e.g. FAK,
ERM, talin, vinculin, and desmin) do not seem to be pro-
teolyzed by calpains during myoblast migration [Dedieu
et al., 2004]. Even if MARCKS is an important substrate
for calpains, it is unlikely to be the only calpain substrate
involved in myogenic cell motility. We therefore con-
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ducted proteomic analysis to identify new potential sub-
strates for the calcium-dependent proteolytic system. We
identified 15 proteins which had different expression lev-
els in calpastatin clones. Only those proteins assumed to
be involved in adhesion, spreading, or migration events
will be discussed in this section. Two of these proteins,
Hsp-70 and vimentin, are detected in smaller quantities
when calpastatin is over-expressed. Hsp-70 is a mito-
chondrial protein that may be localized in other cell
compartments, e.g. the endoplasmic reticulum or cytosol
[Ran et al., 2000]. Hsp-70 expression in natural killer

Fig. 9. Comparison protein levels of
expression in calpastatin clones and
control clones: Control cells (trans-
fected with empty vector) (A) and
over-expressing calpastatin clones (B)
. were cultured. Total proteins were ex-
tracted and a IEF then a SDS-PAGE
were performed (600 pg of proteins/
- gel). After fixation of gels, proteins
- - were visualized after stain with coo-
massie brilliant blue G250. After ana-
lyze of each spot intensity, we de-
tected spot appearing in gel corre-
sponding to calpastatin clones (1) or
variations in spot intensity (2).

cells increases their migration [Gastpar et al., 2004].
Expression of vimentin, a cytosolic protein, is known to
increase cell motility [Wang et al., 2004]. These data
suggest that ubiquitous calpains regulate Hsp-70 and
vimentin expression levels. We suppose that the inhibi-
tion of adhesion, spreading, and motility observed in cal-
pastatin clones is due to a drop in the expression of Hsp-
70 and vimentin, following a decrease in calpain activity.
Thirteen proteins accumulate in calpastatin clones. Some
of them appear to act as calpain substrates during myo-
blast migration, adhesion, or spreading. TCTP (transla-
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TABLE III. Summary of Protein Identification
Name % variation/T Subcellular localization
Hsp-70 —87.76 Mitochondrial
Vimentin —72.77 Cytoplasmic
a-enolase +00 Cytoplasmic
Elongation factor 1-3 400 Cytoplasmic
Tropomyosin a-4-chain 40 Cytoplasmic
S-methyl-5-thioadenosine phosphorylase 400 Cytoplasmic
o crystallin B chain +00 Cytoplasmic
Peptidyl-prolyl cis—trans isomerase A 400 Cytoplasmic
Translationally controlled tumor protein +606.21 Cytoplasmic
Pyruvate kinase isozyme M2 +63.38 Cytoplasmic
26S protease regulatory subunit 7 +63.38 Cytoplasmic
Phosphoglycerate mutase 1 +61.83 Cytoplasmic
Adenosylhomocysteinase +59.95 Cytoplasmic
Nucleophosmin +53.23 Nuclear
Elongation factor 1-8 +53.23 Cytoplasmic
+o00, Protein was only detected in calpastatin over-expressing cells.
Others
Cell structure I
Metabolism
1 T T T T T 1
0.0 10,0 200 30,0 40,0 50,0 60,0

Fig. 10. Functional representation of
identified proteins.

tionally-controlled tumor protein) is known to stabilize
microtubules and its phosphorylation by polo-like kinase
increases microtubule dynamics [Yarm, 2002]. Elonga-
tion factors 13 and 18 are cytoplasmic proteins capable
of linking microtubules [Janssen and Moller, 1988].
These proteins (TCTP and elongation factors) are accu-
mulated when calpain activity decreases, thus stabilizing
the microtubule cytoskeleton. This may, in part, explain
why microtubules are not disorganized after antisense
treatments directed against ubiquitous calpains.
Adenosylhomocysteinase is a protein capable of
linking actin [Kishi et al., 2001]. Cells develop a
rounded morphology when this protein is translocated to
the cytosol [Yamada and Sameshima, 2004]. Tropomyo-
sin-a is a cytoplasmic protein associated with troponin is
muscular fibers and capable of linking actin. Micro-
injection experiments have shown that tropomyosin-a

% of identified proteins

accumulation inhibits functional lamellipodia formation
[Gupton et al., 2005]. a-crystallin, the transparent pro-
tein in the lens, is expressed in many cell types. It
belongs to the Hsp-20 family and is capable of linking
actin and «-actinin [Dreiza et al., 2005]. Furthermore, its
role in adhesion phenomena has been described: an
increase in a-crystallin reduces aggregation phenomena in
human platelets [McLemore et al., 2004]. Previous find-
ings on the inhibition of myoblast migration, adhesion,
and spreading in calpastatin clones [Dedieu et al., 2004],
as well as the accumulation of adenosylhomocysteinase,
TCTP, elongation factors 13 and 18, tropomyosin-a, and
a-crystallin in these cells, support the hypothesis that these
proteins are calpain substrates involved in regulating these
phenomena. These data may explain the characteristics
observed in myoblasts with reduced calpain activity.
Indeed, these myogenic cells present a rounded morphol-
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ogy, an unchanged microtubule cytoskeleton, a decrease
in lamellipodia, disorganization of actin stress fibers, and
a decrease in adhesion and spreading.

CONCLUSION

In these experiments, we have demonstrated the
involvement of calpains in myoblast adhesion and
spreading. Cell morphology observations by videomicro-
scopy and cell-diameter measurements are required to
follow up this research and describe the spreading dy-
namics of myogenic cells. This work sheds light on
potential calpain substrates, but it is important to localize
each of these potential calpain substrates in adhering,
spreading, or migrating myoblasts. It is crucial to ana-
lyze transduction pathways that activate calpain activity
to elucidate the involvement of the calcium-dependent
proteolytic system in adhering and moving cells. Experi-
ments are currently in progress using myogenic cells cul-
tured in a medium supplemented with growth factors, to-
gether with various components of the ECM. If these
treatments activate calpain-mediated adhesion or migra-
tion, treated myoblasts would be good candidates for cell
therapy for muscular dystrophies.
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La migration cellulaire est un phénoméne fondamental impliqué dans la réponse
immunitaire, la cicatrisation et le développement embryonnaire. Au cours de la myogenése, la
migration des myoblastes est nécessaire a 1’alignement et a la fusion de ces cellules
myogéniques pour former des myotubes. Chez les fibroblastes, le processus migratoire
comprend cinq étapes (Sheetz ef al., 1999) et peut se résumer comme une succession d’étapes
d’adhésion et de dé-adhésion. L’assemblage et le désassemblage des plaques d’adhésion sont
donc essentiels a la migration cellulaire. Les calpaines intervenant dans ces processus, elles
pourraient jouer en outre un réle primordial au cours de la migration en dégradant certains de
leurs substrats présents dans les plaques d’adhésion tels que la taline, la vimentine, la desmine
ou la FAK (Bhatt et al., 2002 ; Dourdin ef al., 1999 ; Goll et al., 1991).

Des ¢études réalisées précédemment au laboratoire (Dedieu et al., 2004) ont clairement
établi I’implication des calpaines dans la migration des cellules myogéniques. En effet,
I’inhibition de I’activité des calpaines par traitements chimiques ou par surexpression de la

calpastatine induit une forte réduction de la migration des myoblastes.

L’objectif de ce travail est double. D’une part nous nous proposons d’analyser de fagon
détaillée I’implication de chacune des calpaines ubiquitaires au cours de la migration des
myoblastes. En conséquence, le niveau d’expression des différents acteurs du systéme
protéolytique calcium-dépendant (u-calpaine, m-calpaine, calpastatine) sera mesuré durant le
phénomeéne migratoire. Parallélement, la morphologie et le cytosquelette d’actine des
myoblastes seront étudiés. D’autre part, dans le cadre de la thérapie cellulaire et plus
particulicrement pour améliorer la migration et la fusion des cellules transplantées, nous nous
proposons d’activer le phénomeéne migratoire via la stimulation des calpaines ubiquitaires

(surexpression, addition de différents facteurs de croissance).
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Principaux résultats :

v' La migration des myoblastes s’accompagne de profonds changements
morphologiques auxquels est associ¢e 1’organisation de leur cytosquelette d’actine. Apres leur
adhésion, les cellules forment d’importantes extensions membranaires terminées le plus
souvent par des filopodes. L’actine s’organise alors en « fibres de stress », nombreuses et

paralléles au grand axe de migration de la cellule.

v La migration des myoblastes s’accompagne également de changements
significatifs dans 1’expression des calpaines ubiquitaires. L’expression de la p-calpaine,
importante lors de I’adhésion, est réduite de moitié aprés 24 heures. A I’inverse, 1’expression
de la m-calpaine est fortement augmentée apreés 10 et 24 heures de culture. Ces résultats
suggerent une possible implication de la p-calpaine au cours de I’adhésion et de la m-calpaine

lors de la migration.

v' La surexpression des calpaines ubiquitaires ne permet pas d’augmenter la
migration des myoblastes. Au contraire, la surexpression de la p- et de la m-calpaine (+45 %
et +39 % respectivement) induit une réduction significative de la migration des cellules
myogéniques (-41 et -43 % respectivement). L’observation des fibres d’actine des cellules
transfectées montre une désorganisation importante du cytosquelette d’actine. Ce résultat
suggere une dégradation anarchique des protéines impliquées dans [’organisation du
cytosquelette d’actine expliquant ainsi la réduction de la migration. L utilisation de molécules
physiologiques pour augmenter la migration des myoblastes via les calpaines semble donc

préférable.

v L’addition de facteurs de croissance tels que I’IGF-1, le TGF-B1 et I’insuline
induit une forte stimulation de la migration des myoblastes. Des augmentations des taux de

migration allant de 66 a 97 % ont ainsi été observées selon les facteurs de croissance utilisés

(66% pour I’'IGF-1, 73% pour le TGF-B1 et 97% en présence d’insuline).

v L’activité des calpaines est requise pour la migration induite par les facteurs de
croissance. En effet, 1’ajout de calpeptine (inhibiteur chimique spécifique des calpaines)
contrecarre les effets des facteurs de croissance, inhibant totalement la migration des cellules

myogéniques.
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v' La quantification de ’expression des calpaines et de la calpastatine aprés addition
de facteurs de croissance met en évidence une stimulation de I’expression de la m-calpaine
par I'IGF-1, le TGF-B1 et l'insuline. Cette augmentation de 1’expression s’accompagne
également d’une hausse de 1’activité de cette protéase (de 49% a 99% selon les facteurs de
croissance). Concernant la p-calpaine, seul le TGF-Bl induit une stimulation de son
expression. Cependant les tests d’activité montrent que cette augmentation n’a aucun effet sur
I’activité de I’enzyme. Quant au niveau d’expression de la calpastatine, il reste inchangé apres

les différents traitements.

L’ensemble de ces résultats montre que la migration des myoblastes s’accompagne
de profonds changements dans la morphologie et I’organisation du cytosquelette
d’actine. Les deux calpaines ubiquitaires évoluent de facon distincte au cours de ce
phénoméne. La surexpression de ces enzymes entraine une désorganisation du
cytosquelette d’actine ainsi qu’une importante réduction de la migration des myoblastes.
L’addition d’IGF-1, de TGF-p1 ou d’insuline permet d’activer la migration de ces

cellules, en stimulant I’expression et ’activité de la m-calpaine.
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Abstract

Previous research in our laboratory has already shown the importance of the role played by ubiquitous calpains during
myoblast migration. The aim of this study was to investigate calpain expression during myoblast migration and, to enhance
this phenomenon via calpain stimulation. Ubiquitous calpains are members of a large family of calcium-dependent cysteine
proteases. They play an important role in numerous biological and pathological phenomena, such as signal transduction, apop-
tosis, cell-cycle regulation, cell spreading, adhesion, invasion, myogenesis, and motility. Myoblast migration is a crucial step in
myogenesis, as it is necessary for myoblast alignment and fusion to form myotubes. This study started by examining changes
in calpain expression during migration, then investigated the possibility of activating myoblast migration via the stimulation
of calpain expression and/or activity. The migration rate of myoblasts overexpressing mu- or milli-calpain was quantified. The
results showed that calpain overexpression dramatically inhibited myoblast migration. Growth-factor treatments were then used
to enhance myoblast migration. The results showed that treatment with IGF-1, TGF-$1, or insulin induced a major increase in
migration and caused a significant increase in m-calpain expression and activity. The increase in migration was totally inhibited
by adding calpeptin, a calpain-specific inhibitor. These findings suggest that milli-calpain is involved in growth factor-mediated
migration.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Calpains are members of a large family of calcium-
dependent cysteine proteases. The mammalian calpain
family consists of 14 different, tissue specific or ubig-
uitous, typical or atypical (with or without EF-Hand)
enzymes (Goll, Thompson, Li, Wei, & Cong, 2003).
pn-Calpain and m-calpain, two typical, ubiquitous
isoforms, are heterodimeric enzymes consisting of a
distinct large catalytic subunit (80kDa, CAPNI1 or
CAPN?2, encoded by capnl and capn2 genes, respec-
tively) and one of two small regulatory subunits, cssl
(formerly CAPN4, 30kDa) or css2 (about 28 kDa).
Cssl, encoded by the capnsl gene, is ubiquitous, while
css2 encoded by the capns2 gene, is tissue specific
(Schad, Farkas, Jékely, Tompa, & Friedrich, 2002).
Calpain activity is regulated by calpastatin, its specific
endogenous inhibitor, calcium, and autoproteolytic
cleavage, but also by a variety of factors, such as phos-
pholipids and myogenic factors (Alderton & Steinhardt,
2000; Averna et al., 2003; Barnoy, Supino-Rosin, &
Kosower, 2000; Dedieu, Mazeres, Cottin, & Brustis,
2002; Dedieu, Mazeres, Dourdin, Cottin, & Brustis,
2003; Li, Thompson, & Goll, 2004; Moldoveanu,
Jia, & Davies, 2003; Suzuki, Saido, & Hirai, 1992;
Temm-Grove, Wert, Thompson, Allen, & Goll, 1999).
The calpastatin gene includes four promoters and its
expression is regulated by numerous factors (Raynaud,
Jayat-Vignoles, Laforét, Levéziel, & Amarger, 2005). To
inhibit calpain activity, calpastatin requires calcium and,
of course, to be colocalised with calpains (Averna et al.,
2003).

Calpains are thought to be involved in many patholog-
ical phenomena, such as muscular dystrophies, cataract
formation, diabetes, rheumatoid arthritis, neurodegener-
ative diseases, ischemia, and psoriasis (Biswas, Harris,
Singh, & Phoenix, 2004; Cox, Hayes, Roe, Tsuchiya, &
Bell, 2004; Matsushita, Shimada, Kawara, Takehara, &
Sato, 2005; Menard & El-Amine, 1996; Nixon, 2003;
Perrin, Vergely, & Rochette, 2004; Richard et al., 2000;
Singh, Dandekar, Elimban, Gupta, & Dhalla, 2004), as
well as various biological and physiological phenomena.
For example, calpains are involved in signal transduc-
tion, apoptosis, cell-cycle regulation, cell spreading,
adhesion, motility, invasion, and myogenesis (Atencio,
Ramachandra, Shabram, & Demers, 2000; Carragher &
Frame, 2002; Dedieu et al., 2004; Franco et al., 2004;
Glading, Uberall, Keyse, Lauffenburger, & Wells, 2001;
Mamoune, Luo, Lauffenburger, & Wells, 2003; Mazeéres,
Leloup, Daury, Cottin, & Brustis, 2006; Polster,
Basanez, Etxebarria, Hardwick, & Nicholls, 2005; Sato
& Kawashima, 2001). Calpains play a critical role in

myogenesis and, more particularly, the early stages of
this phenomenon, myoblast migration and fusion. Cal-
pain activity increases significantly during fusion and the
calpain-specific inhibitor, calpastatin, inhibits myoblasts
migration and fusion (Barnoy, Glaser, Nechama, &
Kosower, 1996; Barnoy, Maki, & Kosower, 2005; Cottin
et al., 1994; Dedieu et al., 2004; Temm-Grove et al.,
1999).

Cell migration is a fundamental, critical function.
In 1999, Sheetz and collaborators observed fibroblast
migration and described it as a five-stage phenomenon:
cell membrane extension, adhesion to the substrate, con-
traction of the cytoplasm, release of the contact site at
the rear of the cell, and, finally, recycling the membrane
receptors from the rear to the front of the migrating cell
(Sheetz, Felsenfeld, Galbraith, & Choquet, 1999). The
migration process is involved in many biological phe-
nomena, including wound repair, embryo development,
tumour invasion, and immune response. Cell migration
is an essential stage in myogenesis as it is necessary
for the alignment and fusion of myoblasts. Among
the many proteins implicated in cell migration, several
are indispensable, particularly those present in focal
adhesions. These proteins, such as FAK (focal adhesion
kinase), talin, vinculin, paxillin, desmin, MARCKS, and
zyxin, form a connection between the actin cytoskeleton
and integrins. The assembly and disassembly of these
complexes is responsible for cell motility (Lambrechts,
Van Troys, & Ampe, 2004; Petit & Thiery, 2000).
Calpains are known to regulate the dynamics of these
complexes and, consequently, migration, by cleaving
some of these myofibrillar or cytoskeletal associated
proteins, such as talin, vimentin and desmin (Bhatt,
Kaverina, Otey, & Huttenlocher, 2002; Dourdin et al.,
1999; Goll, Dayton, Singh, & Robson, 1991). Several
studies have suggested that p.-calpain may play a role in
the assembly of focal adhesion at the front of the cell,
whereas m-calpain may regulate the disassembly of
these complexes at the rear of the cell, thus making cell
migration possible (Glading, Lauffenburger, & Wells,
2002).

Previous studies have also shown that fibroblast
migration is regulated by several growth factors, partic-
ularly epidermal growth factor (EGF). EGF is capable of
increasing fibroblast migration by modulating calpain
activation via the ERK/MAPK pathway (Glading,
Chang, Lauffenburger, & Wells, 2000; Satish, Babu,
Tran, Hebda, & Wells, 2004). Some growth factors
are responsible for increases in myoblast migration
(Allen, Teiltelbaum, & Kurachi, 2003; Lafreniere, Mills,
Tremblay, & Fahime, 2004). However, the implication
of calcium-dependent proteolysis in this phenomenon



L. Leloup et al. / The International Journal of Biochemistry & Cell Biology 38 (2006) 2049-2063 2051

has not been clearly established for these myogenic
cells.

Results previously obtained in our laboratory strongly
suggest that calpains are involved in myoblast migra-
tion. Indeed, inhibiting calpain activity with specific
inhibitors or decreasing calpain expression by anti-
sense strategy causes a major inhibition in myoblast
migration (Dedieu et al., 2003, 2004). In this study,
we initially examined myoblast migration, the mor-
phology and actin cytoskeleton of migrating myoblasts,
and, correlatively, changes in calpain expression dur-
ing this phenomenon. Secondly, we experimented ways
of increasing myoblast migration by enhancing cal-
pain activity, to confirm its crucial role in this process.
Consequently, we analysed the migration, morphology,
and actin cytoskeleton of myoblasts overexpressing cal-
pains. The effect of treatment with various growth fac-
tors on myoblast migration, as well as calpain expres-
sion and activity, was also studied. The results show,
for the first time, that calpains are involved in growth
factor-mediated myoblast migration and, consequently,
that calpains are essential factors in myoblast migra-
tion.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
and foetal bovine serum (FBS) were from Gibco-
BRL. Culture dishes were from Fisher-Scientific.
The BCA (bicinchoninic acid) protein assay kit was
purchased from Pierce and the PVDF (polyvinylidene
fluoride) membrane from Millipore. NBT (nitroblue
tetrazolium) and BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-
1-phosphate) were purchased from Promega. The
various growth factors used (insulin, IGF-1, and
TGF-B1) were from Sigma—Aldrich and calpeptin
from Calbiochem. The Qiagen DNA extraction kit and
Effectene Transfection Reagent were used for transient
transfections.

2.2. Antibodies

Antibodies for m-calpain were raised in sheep as pre-
viously described (Brustis et al., 1994).

The antibodies for B-tubulin and calpastatin were
from Santa Cruz Biotechnology (H-235 sc-9104 for
tubulin and H-300 sc-20779 for calpastatin). The spe-
cific antibodies for w-calpain (C-0355) and all the
secondary antibodies were purchased from Sigma—
Aldrich.

2.3. Cell culture

Mouse myoblasts (C2C12 cell line) were grown in
DMEM supplemented with 10% FBS (v/v) in a 5% CO;
atmosphere at 37 °C.

2.4. In vitro wound-healing assay

C2C12 myoblasts were grown to about 80% conflu-
ence in DMEM supplemented with 10% FBS. Then,
the growth medium was replaced with DMEM supple-
mented with 0.1% FBS. After 48h quiescence, some
cells were scraped off with a pipette tip to obtain an
acellular area. The cells were washed with PBS and
new medium (DMEM with 0.1% FBS) was added. After
24, the cells were fixed in 4% paraformaldehyde for
15 min, dehydrated overnight using ethanol, and stained
with Hansen’s hemalun for 9 min. The cells that migrated
into the cell-free area were observed by light microscopy
(Hund—Wetzlar) and counted.

2.5. Growth-factor treatments

IGF-1 (insulin-like growth factor) was dissolved in
10 mM HCI (final concentration: 0.5 mg/mL) and added
to the medium in various concentrations (10, 20, 30,
and 40ng/mL). TGF-B1 (transforming growth factor)
was reconstituted to a concentration of 10 wg/mL using
HCI solution (4 mM) and added to the medium in sev-
eral concentrations (5, 10, 15, and 20 ng/mL). Insulin
(10mg/mL in 25 mM HEPES) was used at four dif-
ferent concentrations (5, 7.5, 10, and 15 pg/mL). The
growth factor concentrations used were those recom-
mended by the supplier. PBS was used to dilute the
growth factor and also as control. For the in vitro wound-
healing assay, the three growth factors were added
to the new medium after the cells had been scraped
off and washed. The results obtained after growth-
factor treatments were compared with the control and
expressed as a percentage. For immunoblotting and
casein zymography, growth factors and PBS (control)
were added to the medium (DMEM +0.1% FBS) for
24 h.

2.6. Calpain inhibitor treatments

The chemical calpain inhibitor, calpeptin (Z-Leu-
Nle-CHO), purchased from Calbiochem, was dissolved
in DMSO and used at four different concentrations (20,
40, 60, and 80 wM). This calpain inhibitor had already
been used at these concentrations in our laboratory
(Dedieu et al., 2004). Calpeptin was added to the medium
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at the same time as the growth factors and incubated for
24 h.

2.7. Plasmids and transient transfections

Three plasmids were used for transient transfections.
The pCAPNI1 plasmid (pEMSV), containing the cDNA
encoding for the CAPN1 protein, was used to overex-
press p-calpain. The pCAPN2 plasmid (pCMV), con-
taining the cDNA encoding for CAPN2, was used to
overexpress m-calpain. An empty plasmid, pEMSYV, was
used as an internal control.

For transfection, C2C12 myoblasts were grown to
about 80% confluence in DMEM plus 10% FBS. The
medium was then replaced with DMEM containing 0.1%
FBS and the various plasmids were transfected at a con-
centration of 0.25 wg DNA/cm? using Effectene Trans-
fection Reagent with an Effectene (WL)/DNA (ug) ratio
of 4:1. After 48h in culture, the cells were lysed to
extract the proteins or used for an in vitro wound-healing
assay.

2.8. Protein extraction and quantification

The cells were washed using PBS and detached from
culture plates by scraping in PBS (pH 7.5) containing
EGTA (5 mM), DTT (0.5 mM), NaN3 (1 mM), leupeptin
(20 uM), benzamidin (10 mM), and PMSF (1 mM).
Cells were sonicated and centrifuged at 15,000 x g and
4°C for 10 min. Proteins were quantified using a BCA
protein assay kit. 30 wg of each sample were placed
in sample buffer (0.05 mM Tris—HCI pH 6.8, 4% SDS,
0.01% bromophenol blue, 30% glycerol, and 1% DTT)
and boiled for 5 min.

2.9. Electrophoresis and immunoblotting

The samples were loaded and run on a 10% SDS-
PAGE, as described by Laemmli (1970). The sepa-
rated proteins were transferred onto PVDF membrane
using semi-dry transfer (0.8 mA by cm?), 45 min for
B-tubulin, -, and m-calpains and 1h 15 min for cal-
pastatin. The membranes were blocked at room temper-
ature for 90 min using TBS (tris-buffered saline: 50 mM
tris-buffer pH 8, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCI) contain-
ing 5% (w/v) skim milk. The membranes were washed
in TBS and incubated with the primary antibodies in
TBS containing 1% milk at room temperature for 3 h.
The following antibody dilutions were used: 1/1000 for
m-calpain antibodies, 1/500 for B-tubulin, 1/5000 for
p-calpain, and 1/250 for calpastatin. The membranes
were washed in TBS and incubated with the secondary

antibodies (alkaline phosphatase conjugated antibod-
ies, 1/10,000) in TBS containing 1% milk for 90 min.
After washing, the NBT/BCIP were used as detection
substrates.

2.10. Densitometric analysis

The apparent density of the band on the membranes
was observed and estimated with a video densitometer
(Gel-Doc 2000, Quantity One software, Bio Rad), cor-
rected according to (3-tubulin expression.

2.11. Casein zymography

Calpain proteolytic activities were tested using the
casein zymography method described by Arthur and
Mykles (2000). The cells were incubated in DMEM plus
0.1% FBS with or without growth factors for 24 h. The
cells were then washed and lysed in a non-denaturing
buffer. The samples were run under non-denaturing
conditions on acrylamide gels containing FITC-casein
(10mg/mL) in presence of EDTA (5mM). The gels
were incubated in three successive buffers containing
Ca* (5mM) and DTT (10mM) (twice for 30 min
and once overnight). At the same time, identical gels
were incubated in three buffers containing EDTA
(5mM, negative control) instead of Ca?". Calpain
proteolytic activities were observed and estimated using
a phospho-fluo imager (Typhoon 8600, Amersham
Biosciences).

2.12. Immunofluorescence microscopy

C2C12 myoblasts were grown on glass slides coated
with gelatine (1 mg/mL) in DMEM plus 0.1% FBS.
After 5 or 24h, cells were washed using PBS, fixed
with paraformaldehyde (4%), and dehydrated overnight
using ethanol. The cells were then permeabilised using
PBS containing 1% Triton X-100. The actin fibres
were stained with phalloidin-FITC (0.5 wM) for 40 min.
After three washings, the cells were observed using
an immunofluorescence microscope (Polyvar, Reichert-
Jung) or confocal microscopy (Olympus, Fluoview).

2.13. Statistical analysis

The statistical significance of the difference between
multiple groups was determined using ANOVA. When
F was associated with a probability p<0.05, inter-
group comparisons were conducted using Student’s
t-test. Unless indicated, all data are expressed as
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means £ S.E.M. and are representative of an average of
at least three separate experiments.

3. Results and discussion
3.1. Analysis of myoblast migration

As previously mentioned, myoblast migration is an
essential step in myogenesis. Observation of myoblasts
in culture has shown that, in the first hours after seeding,
the cells adhere but do not migrate. After the adhesion
step, which takes about 4-5 h, the cells migrate and align.
When the myoblasts are aligned, they stop migrating and
prepare fusion (at least 48 h after seeding). We examined
myoblast morphology, particularly the actin cytoskele-
ton during this phenomenon.

As shown in Fig. 1A, no membrane protusion and
only very few stress fibres were observed in adhering

(A)

cells that did not migrate. In contrast, as soon as the myo-
genic cells migrated (Fig. 1B and C), they had numerous,
large membrane protusions, often prolonged by filopo-
dia. The actin cytoskeleton was well developed in these
elongated cells. Actin fibres were organised parallel to
the main axis of the cell and also sustained membrane
projections (Fig. 1C and C’). The morphology of migrat-
ing myoblasts is very different from that of fibroblasts,
examined by several authors under the same culture con-
ditions. In contrast to fibroblasts, myoblasts mainly form
large membrane protrusions, long filopodia, and very
few lamellipodia. These observations suggest that the
migration strategy of myogenic cells may be somewhat
different from that of fibroblasts.

As calpains were thought to be involved in the rehan-
dling of the actin cytoskeleton, the evolution of calpain
expression during these important changes associated
with migration was also studied.

(B)

=
15 pm

€)

1
20 pm

()

Fig. 1. Cell morphology and stress-fibre organisation. C2C12 myoblasts were plated onto cover slips coated with gelatine during 5 (A) or 24 h (B,
C and C'). Cells were fixed with PAF 4%, then dehydrated and permeabilised with Triton X-100 (1%). Actin was stained with phalloidin-FITC
(0.5 uM). Images were collected using an immunofluorescence microscope (A and B) and confocal microscopy (C and C’). After 5 h in culture (A),
the adhering cells presented very few actin fibres and no membrane protusion. After 24 h in culture (B, C and C’), the migrating cells presented
numerous membrane protusions (MP) and filopodia (Fil). The actin fibres (AF) were organised parallel to the axis of myoblast migration and

sustained the membrane projections.
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3.2. Analysis of calpain expression during myoblast
migration

In order to study changes in calpain expression dur-
ing myoblast migration, Western blots were carried out
at four different times: 0 h after seeding, 5 h after seeding
(end of adhesion and spreading), then 10 and 24 h after
seeding (myoblasts in full migration). As reported in
Fig. 2A and B, there were major changes in p.-calpain and
m-calpain expression. p-Calpain expression decreased
dramatically, by 56%, between 0 and 24 h (Fig. 2E).
In contrast, m-calpain expression increased between the
time of seeding and 24 h. Maximum expression, about a
449% increase, was noted after 10h in culture (Fig. 2F).
These results show that the important changes observed
in cell morphology are accompanied by significant mod-
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ifications in calpain expression. These results clearly
indicated that the expression pattern of each ubiquitous
calpain during myoblast migration was totally different:
p-calpain expression decreased while m-calpain expres-
sion increased. These results, together with those previ-
ously obtained in our laboratory (Dedieu et al., 2003),
confirm that m-calpain is implicated in the myoblast
migration process. Some previous studies (Glading et
al., 2002) have reported that p-calpain is implicated in
cell spreading and adhesion, which may explain the high
expression of p-calpain before myoblast migration and
its decrease during the migration process.

Expression of calpastatin, the endogenous calpain
inhibitor, was also studied. Major changes were observed
in calpastatin expression, as shown in Fig. 2C and G.
Calpastatin levels increased significantly after 5 h (about
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Fig. 2. Expression of p-calpain (A and E), m-calpain (B and F), and calpastatin (C and G) in C2C12 myoblasts at different times after seeding.
Myogenic cells were seeded in quiescent medium (DMEM plus 0.1% FBS). Proteins from the myoblasts were extracted 0, 5, 10, and 24 h after
seeding and subjected to SDS-PAGE. Immunodetection was carried out using specific antibodies for p-calpain (A), m-calpain (B), calpastatin (C),
and B-tubulin (D). Sample loading was controlled by immunodetection of B-tubulin (D). Pictures shown are representative of at least three separate
sets of cultures. The expressions of p-calpain (E), m-calpain (F) and calpastatin (G) were quantified and expressed as a percentage compared to the
levels obtained at time 0. Bars on the graph represent the standard deviation for at least three separate experiments. " Significantly different from the

control (a <0.05).
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Fig. 3. Overexpression of ubiquitous calpains by transfection.
Myoblasts were transfected with pCAPNI1 (coding for catalytic sub-
unit of p-calpain, A) or pPCAPN2 (m-calpain, B) plasmids. After 48 h
in culture, total proteins were harvested and subjected to an SDS-
PAGE. Results were expressed in comparison to cells transfected with
an appropriate empty vector (pEMSV). Results were representative
of at least three experiments. *Significantly different from control
(x<0.05).

31%), while the increase after 10 h in culture was smaller
(20%). A huge increase (97%) was also observed after
24 h in culture (Fig. 2G).

3.3. Calpain overexpression reduces myoblast
migration

As the calcium-dependent proteolytic system is
apparently involved in regulating migration (Dedieu et
al., 2004), it was hypothesised that myoblast migration
could be enhanced by increasing calpain expression.
In these experiments, C2C12 myoblasts were trans-
fected with pCAPN1 (containing cDNA encoding for
w-calpain), pPCAPN2 (containing cDNA encoding for m-
calpain), or pEMSV (control) plasmids in order to over-
express .- or m-calpain in these cells. As shown in Fig. 3,
p-calpain expression increased in the cells transfected
with pCAPNI1 in comparison to those transfected with
pEMSV. Similarly, m-calpain expression increased after
transfection with the pCAPN2 plasmid. Measurements
in transfected cells indicated that m-calpain expression
increased by 39% with pCAPN2 and p.-calpain expres-

sion increased by 45% after transfection with pCAPNI1.
In contrast, p-calpain levels remained unchanged after
transfection with pCAPN2, as did m-calpain levels in
cells transfected with pCAPN1 (data not shown).

The migration rates of cells transfected with pPCAPN1
or pCAPN2 were quantified by wound-healing assays
and compared with those of cells transfected with
pEMSV. The results were expressed as percentages,
as shown in Fig. 4. In both cases, a reduction in
myoblast migration was observed. p-Calpain overex-
pression induced a decrease in migration of about
41%, while migration of cells overexpressing m-calpain
decreased by about 43%.

In order to study possible morphological changes
and/or cytoskeletal disorders caused by - or m-calpain
overexpression in C2C12 myoblasts, transfected cells
were fixed 48h after transfection and stained using
FITC-phalloidin. As shown in Fig. 5, calpain overex-
pression induced major changes in the organisation of the
actin fibres. Although the cells transfected with pCAPN1
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Fig. 4. Quantification of myoblast migration after ubiquitous calpain
overexpression. The myoblasts were transfected with pCAPN1 (cod-
ing for catalytic subunit of w-calpain, A) or pCAPN2 (m-calpain,
B) plasmids. After 48 h in culture, C2C12 migration was studied by
wound-healing assays. Results were expressed in comparison to cells
transfected with an appropriate empty vector. Results were representa-
tive of at least three experiments. “Significantly different from control
(<0.05).
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Fig. 5. Cell morphology and stress-fibre organisation of myoblasts transfected with empty plasmids (A), or plasmids coding for p-calpain (B)
or m-calpain (C). C2C12 myoblasts were transfected with pEMSV (empty, A), pCAPN1 (coding for p-calpain, B) or pCAPN2 (m-calpain, C)
plasmids. After 48 h, cells were fixed, dehydrated, and permeabilised using Triton X-100 (1%). The actin cytoskeleton was stained with phalloidin-
FITC (0.5 nM). Images were collected using an immunofluorescence microscope. The actin cytoskeleton observed for the cells transfected with
pCAPNI1 and pCAPN2 (B and C, respectively) was disorganised and these cells had few actin fibres (AF). However, they were elongated in shape

with membrane protusions (MP) and filopodia (Fil).

or pCAPN2 presented the same elongated shape as con-
trol myoblasts, the actin cytoskeleton was totally dis-
organised. The cells were coloured for actin but stress
fibres had practically disappeared. Thus, calpain over-
expression clearly disorganises actin fibres, which is
probably responsible for the decrease in migration. Many
studies have already shown the implication of calpains in
the organisation of the actin cytoskeleton (Dourdin et al.,
2001; Potter et al., 1998) and the important role played
by the actin cytoskeleton in migration (Webb, Parsons,
& Horwitz, 2002; Wehrle-Haller & Imhof, 2003).

Like many others proteases, calpain activities are
controlled and regulated by numerous factors to avoid
abnormal proteolysis. Under our experimental condi-
tions, calpain overexpression was not physiological and
the regulation of calpain activity was probably severely
disturbed. An anarchistic proteolysis caused by this over-
expression may be responsible for the disorganisation
of the cytoskeleton and impaired migration. Moreover,
the physiological localisation of calpains in myoblasts
(Mazeres et al., 2006) was almost certainly disturbed
by overexpression, thus inducing anarchistic proteoly-
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sis. Consequently, it seems highly probable that over-
expression of proteases known to degrade numerous
cytoskeletal proteins, e.g. talin, desmin, and MARCKS,
induced dramatic changes in adhesion and migration.
It may also be assumed that the degradation of certain
proteins known to be responsible for the stability of the
actin cytoskeleton, e.g. fascin, troponin or tropomyosin,
by calpains was responsible for stress-fibre disorganisa-
tion. Indeed, some of these proteins are potential calpain

(A) 160 nm

(B) 100 B m
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substrates (Barnoy, Glaser, & Kosower, 1998; Gao et
al., 1997). Moreover, calpains are known to be capable
of degrading RhoA, which is involved in actin filament
assembly (Kulkarni, Goll, & Fox, 2002). Consequently,
as non-physiological modifications in the calpain bal-
ance induced dramatic changes in myoblast motility,
we decided to use physiological pathways to enhance
migration via calpain stimulation. Growth factors are
excellent candidates, as some of them, e.g. EGF, are
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Fig. 6. Quantification of myoblast migration after growth-factor treatments. C2C12 myoblasts were cultured for 24 h until 80% of confluence. After
48 h in a quiescent medium, confluent myoblasts were scraped using a plastic pipette tip in order to create a wound. The medium was removed and
replaced with DMEM with PBS (control, A), IGF-1 (40 ng/mL, B; 10-40ng/mL, E), TGF-B1 (20 ng/mL, C; 5-20 ng/mL, F), or insulin (15 pg/mL,
D; 5-15 pg/mL, G). After 24 h treatment, the cells were fixed, coloured and counted. Results obtained after growth-factor treatments were expressed
as a percentage in comparison to cells treated with PBS only. Experiments were repeated four times and error scale bars show standard deviation.

*Significantly different from control (a <0.05).
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capable of stimulating migration in other cell types, such
as fibroblasts (Glading et al., 2000; Iwabu, Smith, Allen,
Lauffenburger, & Wells, 2004).

3.4. Myoblast motility is enhanced by growth-factor
treatments

Taking into account previous work on myoblast
fusion, two growth factors and a hormone were cho-
sen: insulin-like growth factor 1 (IGF-1), transforming
growth factor-B1 (TGF-B1), and insulin (Cottin et al.,
1994). Each growth factor was used at four different
concentrations in wound-healing assays to establish the
concentration that had an optimal effect on myoblast
migration.

As shown in Fig. 6, increased migration was observed
with all treatments. Under our experimental conditions
and at the concentrations used, the maximum effect
was obtained with insulin. In contrast, the least marked
effect was observed after adding IGF-1. Migration rates,
expressed as percentages, are shown in Fig. 6. We
observed that all three treatments were capable of signifi-
cantly increasing migration in a dose-dependent manner:
maximum effects were obtained at the highest concen-
trations.

As reported in Fig. 6E, IGF-1 treatment induced
increases in migration ranging from 14.1% (10 ng/mL) to
66.4% (40 ng/mL). As shown in Fig. 6F, the lowest con-
centration of TGF-1 (5 ng/mL) induced an increase of
20.3% and the highest concentration (20 ng/mL) induced
the maximum increase (73.2%). Insulin treatment
had the greatest impact: 15 pg/mL insulin increased
myoblast migration by 96.6% (Fig. 6G).

These findings are consistent with results obtained
using other growth factors (Allen et al., 2003) or cell
types (keratynocytes (Shirakata et al., 2005); fibroblasts
(Iwabu et al., 2004)) and clearly show that IGF-1, TGF-
1, and insulin stimulate myoblast migration.

3.5. Calpain activity is required for growth
factor-induced myoblast migration

To confirm the involvement of calpains in the
increased migration mediated by growth factors, calpain
activity was inhibited by adding calpeptin, a pharma-
cological calpain inhibitor. Wound-healing assays took
place in the presence of IGF-1, TGF-31, and insulin,
with or without calpain inhibitor. As presented in Fig. 7,
calpeptin strongly inhibited growth factor-mediated
migration. In fact, in the presence of calpeptin (80 pM),
myoblast migration induced by IGF-1 was inhibited
by 90.7%. The addition of 80 wM calpeptin inhibited

TGF-B1-induced and insulin-mediated migration by
92.5% and 83.4%, respectively. As indicated in Fig. 7,
calpeptin restricted growth factor-induced migration in
a dose-dependent manner.

Wound-healing assays were also carried out using
C2C12 that stably overexpress calpastatin, the specific,
endogenous calpain inhibitor. These cells (already
described by Dedieu et al., 2004) were treated with the
various growth factors at the same concentrations used
for the calpeptin experiments. Migration was measured
and compared to the migration of untransfected cells
under the same conditions. Like calpeptin, calpastatin
overexpression induced a strong inhibition in growth
factor-mediated migration. Indeed, calpastatin over-
expression reduced the migration induced by IGF-1,
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Fig. 7. Calpeptin blocks growth factor-induced myoblast migration.
The effect of calpeptin, a pharmacological calpain inhibitor, on growth
factor-induced migration was studied using an in vitro wound-healing
assay. IGF-1 (A, 40ng/mL), TGF-B1 (B, 20ng/mL), or insulin (C,
15 pwg/mL) were added to the medium, with or without calpeptin (20,
40, 60 or 80 uM). After 24 h in culture, migration was quantified and
expressed as a percentage in comparison to the results obtained with
growth factors in the absence of calpeptin. Each experiment was per-
formed in triplicate. *Significantly different from control (& < 0.05).
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TGF-B1, and insulin by 87.7%, 94.7% and 93.6%,
respectively (data not shown). These results confirm
those obtained using calpeptin, supporting the hypothe-
sis that the calcium-dependent proteolytic system plays
an important role in growth factor-induced migration.

3.6. m-Calpain expression increased by
growth-factor and hormone treatments

To confirm that the calcium-dependent proteolytic
system is required for growth factor-induced migration
and elucidate the involvement of calpains in this phe-
nomenon, the expression of ubiquitous calpains and
their endogenous inhibitor, calpastatin, were studied.
The expression rate of each protein was measured 24 h
after adding growth factors or insulin. The concentra-
tions used were capable of inducing a maximum increase
in migration (40 ng/mL for IGF-1, 20 ng/mL for TGF-
B1, and 15 pg/mL for insulin).
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The Western blots and quantification of each protein
are presented in Fig. 8. Firstly, we observed that only
TGF-B1 had an effect on p.-calpain expression. Indeed,
expression increased about 1.5-fold when TGF-31 was
added. No significant variations in p-calpain expression
levels were observed after IGF-1 or insulin treatments
(Fig. 8A and E).

In contrast, the three treatments significantly
enhanced expression levels of m-calpain. In the pres-
ence of IGF-1, the amount of m-calpain increased
by 28.8% and the effect of TGF-B1 was even more
marked (about 35%). The maximum effect, a 53%
increase, was observed after insulin treatment (Fig. 8B
and F). Correlatively with migration, we observed
that IGF-1 had the least marked effect and insulin the
strongest.

No significant variations in calpastatin expression
(Fig. 8C and G) were observed after a 24-h treatment
with the various growth factors.
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Fig. 8. Expression of w-calpain (A and E), m-calpain (B and F), and calpastatin (C and G) in C2C12 myoblasts after different growth-factor
treatments. Myogenic cells were incubated in a quiescent medium with PBS, IGF-1 (40 ng/mL), TGF-B1 (20 ng/mL), or insulin (15 pg/mL) for
24 h. Total proteins were extracted from the myoblasts and subjected to SDS-PAGE. Immunodetection was carried out using anti-p.-calpain (A),
anti-m-calpain (B), anti-calpastatin (C), and anti-B-tubulin antibodies (D). Sample loading was controlled by immunodetection of 3-tubulin (D).
Pictures shown are representative of three experiments. Expressions of p-calpain (E), m-calpain (F) and calpastatin (G) were quantified and expressed
as a percentage compared to the expression level obtained in the presence of PBS. Bars on the graph represent the standard deviation for three
separate experiments. “Significantly different from the corresponding control (a <0.05).
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It is interesting to note that no significant changes
were observed in myoblast morphology or stress fibres
after growth-factor treatment (data not shown).

3.7. Growth-factor treatments induced an increase
in m-calpain activity

The activities of ubiquitous calpains were studied
using casein zymography to verify that higher calpain
expression was accompanied by an increase in activity
and determine whether growth factors were also capable
of activating calpains. As in the protease expression level
study, cells were treated with growth factors for 24 h.

The results obtained using casein zymography are
presented in Fig. 9A. Firstly, no significant variations
in p-calpain activity were observed after the various
treatments, as shown in Fig. 9B. Indeed, the p-calpain
activity measured after treatment was the same as con-
trol. The increase in p-calpain expression demonstrated
by Western blotting after TGF-B1 treatment had no
effect on the activity measurement, suggesting that p.-
calpain synthesised after the addition of TGF-B1 had
very little or no activity. Calpains are proteases whose
activity is strongly controlled by numerous factors, such
as calpastatin, phospholipids, and phosphorylation. It
is now acknowledged that different phosphorylations
either activate (e.g. ERK) or inhibit (e.g. PKA) calpain
activity. These regulations prevent a strongly detrimental
anarchistic proteolysis. We hypothesise that the fact that
activity of the p-calpain overexpressed after TGF-f31
addition did not increase under our experimental condi-
tions was due to strong regulation.

In contrast, significant increases in m-calpain activity
were observed after adding IGF-1, TGF-$1, and insulin
(49%, 62%, and 99%, respectively, Fig. 9C). In contrast
to p-calpain, the results obtained for m-calpain corre-
lated with Western blotting observations.

Under our experimental conditions, as previously
described for calpain expression, insulin had the
strongest effect and IGF-1 the weakest.

It is not surprising that growth factors did not have the
same effect on .- and m-calpain. Indeed, a recent study
showed that m-calpain was involved in EGF-mediated
keratynocyte migration, while p-calpain was implicated
in IP-9-mediated migration (Satish, Blair, Glading, &
Wells, 2005). Consequently, m-calpain and p-calpain
may both be involved in migration but not by the same
pathways. This differential implication of the two ubiq-
uitous calpain isoforms in migration may explain why
the growth factors used in this study increased p-calpain
expression but had no effect on activity, while they
induced a major increase in m-calpain expression and
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Fig. 9. Quantification of calpain activity by casein zymography.
Myoblasts were incubated for 24h in a quiescent medium in the
presence of PBS, IGF-1 (40 ng/mL), TGF-B1 (20 ng/mL), or insulin
(15 pg/mL). Total proteins were extracted under non-denaturing con-
ditions and migrated in gels containing FITC-casein. Gels were then
incubated in Ca®* buffers three times. FITC-casein gels were observed
using Typhoon (A). Image shown was representative of three different
experiments. p-Calpain activity (B) and m-calpain activity (C) were
quantified and expressed as a percentage compared to control. Bars on
the graphs represent the standard deviation for three separate experi-
ments. “Significantly different from the control (& <0.05).

activity. Moreover, no variation in calpastatin expression
was observed after adding growth factors, suggesting
that the increase in calpain activity was not controlled
by the endogenous inhibitor.

The increase in m-calpain activity was probably due
to the increase in m-calpain expression after the addi-
tion of growth factors. However, this increase may also
be due to post-traductional regulation, e.g. phosphoryla-
tion, of this protease. Several pathways may be involved
in the significant increases in m-calpain expression and
activity. Concerning the expression of m-calpain, earlier
studies have already shown that myogenic factors, in
particular MyoD and myogenin, are able to up-regulate
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capn2 expression (Dedieu et al., 2003). In addition,
other work has shown that growth factors, particularly
IGFs, are able to enhance the transcriptional activity
of MyoD and MEF2, via activation of the PI3K/Akt
pathway (Xu & Wu, 2000). Activation of MyoD and
MEF2 transcriptional activity by PI3K/Akt may thus
be responsible for the increase in m-calpain expression
observed after IGF-1 and insulin treatments. Although
the effects of TGF-1 are mainly mediated by the well-
characterised Smad pathway (Heldin, Miyazono, & Ten
Dijke, 1997; Yamamoto et al., 1997), it is also capable
of increasing migration of epithelial cells by activating
the ERK/MAPK pathway (Imamichi et al., 2005). The
ERK/MAPK pathway is also capable of inducing an
increase in MyoD expression and activity (Gredinger,
Gerber, Tamir, Tapscott, & Bengal, 1998). The three
growth factors used in this study may, thus, be capa-
ble of acting on MyoD expression and/or activity and,
therefore, regulating m-calpain expression.

The increase in m-calpain expression observed with
growth factors was probably responsible for its increased
activity. However, the increase in activity observed after
growth-factor treatments was clearly larger than the
increase in m-calpain expression. One hypothesis is that
the growth factors are involved in a post-traductional
regulation, such as phosphorylation.

As previously stated, the three growth factors used are
capable of activating the ERK/MAPK pathway. We sug-
gest that m-calpain activity may be enhanced by phos-
phorylation on serine 50 via this signalling pathway. This
type of EGF activation has already been demonstrated
in fibroblasts (Glading et al., 2000). The ERK/MAPK
pathway may also induce an increase in MyoD expres-
sion and/or transcriptional activity, leading to an increase
in m-calpain expression.

Taken together, our findings confirm the importance
of the role played by calcium-dependent proteolysis
in myoblast migration and the regulation of growth
factor-mediated migration. Indeed, our results show
that growth-factor treatments enhance myoblast migra-
tion and that calcium-dependent proteolysis is strongly
involved in this phenomenon. The major increase in
m-calpain expression and activity after growth-factor
treatments indicate that m-calpain plays a role in growth
factor-mediated migration, but we cannot exclude the
possibility that p-calpain may also be implicated in
this phenomenon. The signalling pathways used by the
growth factors to recruit m-calpain are still unclear, but
ongoing research in our laboratory should give us a
clearer understanding of this phenomenon. Moreover,
the respective roles played by each calpain in growth
factor-mediated migration are still unclear. Experiments

are currently in progress in our laboratory to elucidate
this point.
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Resultats - Chapitre 3 :
Implication de la voie de signalisation ERK/MAPK lors de

I'activation de la m-calpaine et de la migration des myoblastes

Article 3 : Involvement of ERK/MAP Kinase signalling pathway in m-calpain activation
and myogenic cell migration.
Ludovic Leloup, Laectitia Daury, Germain Mazeres, Patrick Cottin, and Jean-Jacques Brustis.

The International Journal of Biochemistry & Cell Biology. En révision (2007).

Notre précédent travail a clairement démontré que les facteurs de croissance IGF-1,
TGF-B1 et insuline activent la migration des myoblastes via la stimulation de 1’expression et
de I’activité des calpaines. Toutefois, la ou les voies de signalisation cellulaire impliquées
dans ce phénomeéne restent encore inconnues.

Selon un petit nombre de travaux, les trois facteurs de croissance utilisés au cours de
nos investigations sont susceptibles d’activer plusieurs voies de signalisation cellulaire dont
les principales sont la voie ERK/MAPK (Imamichi et al., 2005 ; Phornphutkul ef al., 2004 ;
Willaime-Morawek et al., 2005 ; cf. Introduction) et la voie PI3K/Akt (Martin et al., 2006 ;
Rodriguez-Barbero et al., 2006 ; Scott et al., 2005; cf. Introduction).

D’autres facteurs pourraient intervenir en aval des voies de signalisation cellulaire, ¢’est
notamment le cas des facteurs myogéniques MyoD et myogénine. Ces derniers pourraient étre
responsables de 1’augmentation du niveau d’expression de la m-calpaine observée apres
I’addition des facteurs de croissance. En effet, des travaux réalisés précédemment au
laboratoire ont mis en évidence 1’existence d’une régulation du géne capn? par ces deux MRF
(Dedieu et al., 2003). De plus, selon les travaux de Xu et Wu (2000) et de Gredinger et al.
(1998), les voies ERK/MAPK et PI3K/Akt pourraient stimuler 1I’expression et/ou 1’activité de

ces deux facteurs.

Le but de ce travail est donc d’identifier la (les) voie(s) de signalisation cellulaire
utilisée(s) par les facteurs de croissance pour stimuler I’expression et 1’activit¢ de la m-
calpaine et corrélativement augmenter la migration des myoblastes. Dans un premier temps, la
migration des myoblastes a ét¢ quantifiée apres traitements aux facteurs de croissance, en

présence ou en absence d’inhibiteur des voies ERK/MAPK et PI3K/Akt. Ces investigations
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permettent d’identifier I’inhibiteur susceptible de contrecarrer les effets des facteurs de
croissance sur la migration et d’en déduire la voie de signalisation responsable de ce
phénomene. Pour établir une corrélation avec I’évolution des calpaines, I’expression et
I’activité de la m-calpaine ont été quantifiées dans les mémes conditions expérimentales.
L’éventuelle implication de MyoD et de la myogénine a été testée en mesurant par qRT-PCR

I’évolution des messagers en présence des différents facteurs de croissance.

Principaux résultats :

v La voie de signalisation ERK/MAPK est responsable de 1’augmentation de la
migration induite par les trois facteurs de croissance. La voie PI3K/Akt ne semble pas
impliquée dans ce phénomeéne. En effet I’inhibiteur de MEK1 (PD98059) contrecarre les
effets de ’IGF-1, du TGF-B1 et de I’insuline sur la migration des myoblastes. 4 contrario, le
LY294002 (inhibiteur de PI3K) n’a aucun effet sur la migration induite par les facteurs de

croissance.

v' La voie ERK/MAPK est responsable de la stimulation de I’expression de la m-
calpaine par les facteurs de croissance. En effet I’ajout de I’inhibiteur de MEKI suffit a

prévenir I’augmentation d’expression induite par ’IGF-1, le TGF-B1 et I’insuline.

v' La voie de signalisation ERK/MAPK est également impliquée dans
I’augmentation de I’activité de la m-calpaine. Ces résultats concernant I’activité protéolytique

sont corrélés avec ceux obtenus lors de I’étude de 1I’expression de cette protéase.

v" Le niveau d’expression du géne myod reste inchangé aprés ajout d’IGF-1 et
d’insuline. Au contraire, 1’addition de TGF-B1 entraine une forte réduction de ce niveau
d’expression. L’ajout de I’inhibiteur PD98059 ne permettant pas de contrecarrer les effets du
TGF-B1, I’inhibition de I’expression de MyoD par ce facteur semble indépendante de la voie
ERK/MAPK. La réduction importante de I’expression de ce facteur ne semble pas
déterminante lors de la migration induite par le TGF-B1. Des investigations similaires ont été
réalisées pour la myogénine. Aucune variation du niveau d’expression n’ayant été observée,

ce MRF ne semble pas impliqué dans la migration induite par les facteurs de croissance.
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En conclusion, nos résultats montrent que les facteurs de croissance IGF-1, TGF-
Pp1 et insuline stimuleraient la migration des myoblastes ainsi que I’expression et

Pactivité de la m-calpaine via la voie de signalisation ERK/MAPK. La voie PI3K/Akt

ainsi que les MRF MyoD et myogénine ne semblent pas intervenir dans ce phénomeéne.
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Abstract

Myogenic cell migration plays a crucial role in myogenesis, a phenomenon strongly
implicating calpains. Recent research in our laboratory showed that IGF-1, TGF-B1, and
insulin were able to strongly stimulate myoblast migration by increasing milli-calpain
expression and activity. However the signalling pathways involved in these phenomena
remain unknown. Consequently, the aim of this study was to identify the signalling
pathway(s) used by growth factors to stimulate milli-calpain expression and activity, resulting
in increased myoblast migration. For this purpose, wound healing assays were carried out in
the presence of growth factors with or without specific inhibitors of ERK/MAP kinase and
PI3K/Akt pathways. The results clearly showed that only the ERK/MAPK pathway was
involved. Secondly, in order to determine whether this pathway was also involved in milli-
calpain regulation, the expression and activity of this protease were studied in cells treated
with growth factor, alone or with ERK/MAP kinase inhibitor. The results obtained
demonstrated that the ERK/MAPK pathway mediated the regulation of milli-calpain
expression and activity by growth factors. The possible implication of MyoD and myogenin
in these phenomena was then studied. Our findings showed clearly that the effects of growth
factors were mediated by the ERK/MAPK pathway, while the PI3K/Akt pathway, MyoD, and

myogenin were probably not involved.

Keywords: milli-calpain; myoblast migration; growth factors; ERK/MAPK pathway.

- 105 -



Résultats - Chapitre 3

Abbreviations

BCA, bicinchoninic acid; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle medium; DMSO, dimethyl
sulfoxide; DTT, DL-dithiothreitol; EGF, epidermal growth factor; EGTA, ethylene glycol-
bis(2-aminoethylether)-N,N,N’ ,N’-tetraacetic acid; ERK, extracellular-signal regulated
kinase; FAK, focal adhesion kinase; FBS, foetal bovine serum; IGF-1, insulin-like growth
factor-1; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MARCKS, myristoylated alanine rich C
kinase substrate; MEK, MAPK/ERK kinase; MEF-2, myocyte enhancer factor-2; NBT/BCIP,
nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indoyl-1-phosphate; PBS, phosphate buffer saline;
PKB, protein kinase B; PI3K, phosphatidylinositol 3 kinase; PVDF, polyvinylidene fluoride;

TBS, tris buffer saline; TGF-B1, transforming growth factor-p1.
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1. Introduction

The mammalian calpain family includes 14 different calcium-dependent neutral
cysteine proteases. The members of this large family of tissue-specific or ubiquitous enzymes
are also classified according to the presence or absence of EF-Hand. So-called “typical”
calpains contain EF-Hand, whereas “atypical” calpains do not (Goll, Thompson, Li, Wei, &
Cong, 2003). p-calpain and m-calpain (also called calpain I and calpain II) are two ubiquitous
members of this family. These typical calpains are heterodimeric enzymes constituted by a
catalytic and a regulatory subunit. The p-calpain catalytic subunit (CAPNI1, 80 kDa) is
encoded by the capnl gene and the m-calpain catalytic subunit (CAPN2, 80 kDa) by capn?2.
CAPNI1 and CAPN2 are associated with one of the two small regulatory subunits, Css1 (for
Calpain Small Subunit 1) or Css2. Cssl (former CAPN4) is a ubiquitous protein (30 kDa),
encoded by the capnsl gene, whereas Css2 is a tissue-specific protein (about 28 kDa),
encoded by capns2 (Schad, Farkas, Jékely, Tompa, & Friedrich, 2002). As calpains are
proteases, their activities are regulated by numerous factors to prevent anarchistic proteolysis.
Calcium is a necessary factor for calpain activation (Alderton & Steinhardt, 2000;
Moldoveanu, Hosfield, Jia, Elce, & Davies, 2001; Pal, Elce, & Jia, 2001). However, the
calcium concentrations necessary for calpain activation (5 to 50 uM for p-calpain and 0.2 to 1
mM for m-calpain, in vitro) are higher than the intracellular calcium concentration (0.2 to 1
uM). Calpain activation thus requires other factors, such as phospholipid binding,
autoproteolytic cleavage, and phosphorylation (by ERK) (Fernandez-Montalvan et al., 2006;
Glading et al., 2004; Goll, Thompson, Li, Wei, & Cong, 2003; Inomata, Kasai, Nakamura, &
Kawashima, 1988; Li, Thompson, & Goll, 2004; Saido, Shibata, Takenawa, Murofushi, &
Suzuki, 1992; Suzuki, Saido, & Hirai, 1992). Myogenic regulatory factors (MRF) such as

MyoD and myogenin also stimulate calpain activity and expression (Dedieu, Mazéres,
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Dourdin, Cottin, & Brustis, 2003). On the contrary, calpain activity is downregulated by
calpastatin, its endogenous inhibitor, (Averna et al., 2003; Barnoy, Supino-Rosin, & Kosower,
2000; Temm-Grove, Wert, Thompson, Allen, & Goll, 1999), as well as PKA phosphorylation
(Shiraha, Glading, Chou, Jia, & Wells, 2002).

Previous studies have shown that the calpain family may be implicated in several
pathological phenomena, such as cataract formation, psoriasis, tumoral invasion, diabetes,
rheumatoid arthritis, ischemia, neurodegenerative diseases, and muscular dystrophies
(Biswas, Harris, Singh, & Phoenix, 2004; Cox, Hayes, Roe, Tsuchiya, & Bell, 2004; David,
Shearer, & Shih, 1993; Mamoune, Luo, Lauffenburger, & Wells, 2003; Matsushita, Shimada,
Kawara, Takehara, & Sato, 2005; Menard & El-Amine, 1996; Richard et al., 2000; Saito,
Elce, Hamos, & Nixon, 1993; Tidball & Spencer, 2000). Moreover, calpains are also thought
to be involved in numerous physiological and biological processes, such as signal
transduction, cell-cycle regulation, apoptosis, myogenesis, cell adhesion, spreading, and
motility (Atencio, Ramachandra, Shabram, & Demers, 2000; Carragher & Frame, 2002;
Cottin et al., 1994; Dedieu et al., 2004; Huttenlocher et al., 1997; Mazeres, Leloup, Daury,
Cottin, & Brustis, 2006; Potter et al., 1998; Sato & Kawashima, 2001; Tan, Wu, De Veyra, &
Greer, 20006).

Myoblast migration is an early, critical stage in myogenesis. Calpains may play a
pivotal role in this process, since calpain inhibition by chemical inhibitors or calpastatin
overexpression dramatically reduces myoblast motility (Dedieu et al., 2004). Inhibiting
migration prevents myoblast alignment and fusion, and, thus, formation of multinucleated
myotubes. Migration is a crucial phenomenon, described by various authors as a four- or five-
stage process: cell membrane extension, formation of new focal adhesions at the front of the
cell, contraction of the cytoplasm, and release of the contact sites at the rear of the migration

cell. The fifth step consists of recycling the membrane receptor from the rear to the front of
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the cell (Lauffenburger & Horwitz, 1996; Sheetz, Felsenfeld, Galbraith, & Choquet, 1999).
Cell migration is also involved in other biological processes, such as wound repair, embryo
development, tumour invasion, and immune response. Calpains are involved in cell migration,
possibly by cleaving numerous proteins present in focal adhesions, including FAK (focal
adhesion kinase), desmin, vinculin, paxillin, MARCKS (myristoylated alanin-rich C kinase
substrate), and talin (Bhatt, Kaverina, Otey, & Huttenlocher, 2002; Dourdin et al., 1999; Goll,
Dayton, Singh, & Robson, 1991). These proteins form complexes and link the actin
cytoskeleton to integrins. The assembly and disassembly of these complexes, in particular by
calpains, is responsible for cell migration (Lambrechts, Van Troys, & Ampe, 2004; Petit &
Thiery, 2000).

Cell migration may be enhanced by numerous factors, particularly growth factors
(Lafreniere, Mills, Tremblay, & Fahime, 2004). Epidermal growth factor (EGF), for example,
is able to strongly increase fibroblast motility by activating calpains via the ERK/MAP kinase
pathway (Glading, Chang, Lauffenburger, & Wells, 2000; Satish, Babu, Tran, Hebda, &
Wells, 2004). Our recent work on myoblast migration showed that insulin-like growth factor
(IGF-1), transforming growth factor (TGF-B1), and insulin were capable of increasing
myoblast motility significantly by enhancing m-calpain expression and activity (Leloup,
Mazéres, Daury, Cottin, & Brustis, 2006). Calpain activity was also shown to be required for
growth factor-mediated migration. Indeed, inhibiting calpain activity by adding calpeptin or
overexpressing calpastatin blocked the effects of growth-factors on myoblast migration
(Leloup, Mazeres, Daury, Cottin, & Brustis, 2006).

However, the signalling pathways involved in this phenomenon were not elucidated.
Several signalling pathways were potentially responsible for myoblast migration and m-
calpain activation by growth factors such as IGF-1, TGF-B1, and insulin. The ERK/MAPK

signalling pathway may phosphorylate m-calpain on serine 50, thus enhancing its activity
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(Glading, Chang, Lauffenburger, & Wells, 2000). This pathway may also increase the
expression and activity of MyoD (Gredinger, Gerber, Tamir, Tapscott, & Bengal, 1998), an
MRF capable of upregulating m-calpain expression in myoblasts (Dedieu, Mazeres, Dourdin,
Cottin, & Brustis, 2003). Previous research demonstrated that IGF-1 and insulin were able to
activate the ERK/MAPK pathway (Phornphutkul, Wu, Yang, Chen, & Gruppuso, 2004;
Willaime-Morawek, Arbez, Miriani, & Brugg, 2005), while the effects of TGF-f1 were
mainly mediated by the well-characterised Smad pathway (Heldin, Miyazono, & Ten Dijke,
1997; Yamamoto et al., 1997). However, recent studies have shown that this factor is also
capable of increasing epithelial cell migration via the ERK/MAPK pathway (Imamichi et al.,
2005). The three growth factors studied were thus able to activate this signalling pathway.

The PI3K/Akt pathway (also known as the PI3K/ PKB signalling pathway) may also be
involved in the activation of myoblast migration and m-calpain by growth factors. Several
previous works showed that growth factors, particularly members of the IGF family, were
able to activate this signalling pathway (Martin et al., 2006; Scott, Khan, & Duronio, 2005;
Zaka, Rafi, Rao, Luzi, & Wenger, 2005), thus regulating numerous phenomena, such as
corneal epithelial cell migration (Lee et al., 2006). Moreover the PI3K/Akt pathway activated
by IGF-1 enhances the transcriptional activity of MyoD and MEF-2 (Xu & Wu, 2000) and
may thus be involved in IGF-1 and insulin-mediated activation of migration and m-calpain

activity.

In this work, we studied the possible implication of the ERK/MAP kinase and
PI3K/Akt signalling pathways in activating the migration, as well as the m-calpain expression
and activity, as observed after growth-factor treatments (Leloup, Mazéres, Daury, Cottin, &
Brustis, 2006). Myoblast migration, together with m-calpain expression and activity, were,

therefore, measured in the presence of growth factors and specific MEK 1 and PI3K inhibitors.
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Moreover, the possible implication of MyoD and myogenin in these phenomena was also
studied. The results obtained showed that the augmentation of myoblast migration, as well as
m-calpain expression and activity, by growth factors was mediated by the ERK/MAPK
pathway, but not PI3K/Akt, and that, apparently, neither MyoD nor myogenin were involved

in regulating myoblast migration.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) and Foetal Bovine Serum (FBS) were
purchased from Gibco-BRL. Culture dishes were from Fisher-Scientific. The various growth
factors used (IGF-1, TGF-B1, and insulin) were purchased from Sigma-Aldrich. The selective
and cell-permeable inhibitors of MAP kinase and PI3 kinase, PD98059 and LY294002,
respectively, were from Calbiochem. The BCA (bicinchoninic acid) protein assay kit was
purchased from Pierce and the PVDF (polyvinylidene fluoride) membrane from Millipore.
BCIP / NBT (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-1-phosphate / nitroblue tetrazolium) colour
development substrate, SV Total RNA Isolation System and random primers were purchased
from Promega. M-MLV Reverse Transcriptase was from Invitrogen and the specific primers
used in quantitative PCR were synthesised by Sigma-Genosys. The q-PCR were carried out

using LightCycler” FastStart DNA Master SYBR Green I from Roche Diagnostics.

2.2. Antibodies
Primary antibodies used against m-calpain were raised in sheep, as previously described
(Brustis et al., 1994). The primary antibodies for B-tubulin were from Santa-Cruz

Biotechnology (H-235 sc-9104). Secondary antibodies were purchased from Sigma-Aldrich.
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2.3. Cell culture
Mouse myoblasts (C2C12 cell line) were grown in DMEM supplemented with 10 %

FBS (v/v) ina 5 % CO, atmosphere at 37°C.

2.4. In vitro wound healing assay

C2C12 myoblasts were grown in DMEM plus 10 % FBS to about 80 % confluence.
Then, the growth medium was replaced with DMEM supplemented with 0.1 % FBS. After 48
h quiescence, an acellular area was produced at the centre of the plate, using a pipette tip to
scrape off the cells. The cells were washed and DMEM supplemented with 0.1 % FBS was
added. After 24 h, the cells were washed with PBS, fixed using 4 % paraformaldehyde for 15
min, and dehydrated with 70 % ethanol overnight. Then, the cells were stained with Hansen’s
Hemalun for 9 min. The cells that migrated into the acellular area were observed by light

microscopy (Leica) and counted.

2.5. Growth-factor treatments

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) was reconstituted to a concentration of 0.5 mg/mL,
using 10 mM HCI solution, and added to the medium at 40 ng/mL. Transforming growth
factor B1 (TGF-B1) was dissolved in 4 mM HCI solution (final concentration: 50 pug/mL) and
added to the medium at a concentration of 20 ng/mL. Insulin (10 mg/mL in 25 mM HEPES)
was used at 15 ug/mL. The same growth factor concentrations were used in a previous study
to enhance myoblast migration (Leloup, Mazeres, Daury, Cottin, & Brustis, 2006). PBS was
used to dilute the growth factors and also as control.

For the in vitro wound healing assay, the three growth factors were added to the new
medium after the cells had been scraped off and washed. The results obtained after growth-

factor treatments (24 h) were compared with those obtained using PBS and expressed as a
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percentage. For immunoblotting and casein zymography, growth factors and PBS (control)

were added to the medium (DMEM supplemented with 0.1 % FBS) for 24 h.

2.6. MEK and PI3K inhibitor treatments

PD98059 (2’-amino-3’-methoxyflavone), a potent, specific inhibitor of MAP kinase
kinase (also known as MAPK/ERK kinase or MEK), was used to inhibit the ERK / MAP
kinase signalling pathway. PD98059 acts by inhibiting the phosphorylation of MAP kinase
(ERK) by MEK and subsequent phosphorylation of MAP kinase substrates. PD98059
(IC5o=1-20uM) was reconstituted to a concentration of 10 mg/mL using DMSO and used at
four different concentrations (5, 10, 25, and 50 uM).

LY294002 (2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one), a highly selective
phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K) inhibitor, was used to inhibit the PI3K / Akt signalling
pathway. LY294002 inhibits PI3K by acting on the ATP-binding site of the enzyme (ICsp=1.4
uM). LY294002 was dissolved in DMSO (final concentration: 10 mg/mL) and added to the
medium at four different concentrations: 1, 2, 5, and 10 uM.

The inhibitors were added to the medium at the same time as the growth factors and

incubated for 24 h.

2.7. Protein extraction and quantification

After treatment, the cells were washed with PBS and detached from the culture plates
by scraping in PBS (pH 7.5) containing DTT (0.5 mM), EGTA (5§ mM), NaN3 (1 mM), PMSF
(1 mM), leupeptin (20 uM), and benzamidin (10 mM). The detached cells were sonicated and
centrifuged at 15,000 x g and 4°C for 10 min. The proteins extracted were then quantified

using the BCA protein assay kit. 30 ug of each sample were placed in sample buffer (0.05
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mM Tris-HCI pH 6.8, 4 % SDS, 0.01 % bromophenol blue, 30 % glycerol, and 1 % DTT) and

boiled for 5 min.

2.8. Electrophoresis and immunoblotting

Protein samples were loaded on 10 % polyacrylamide SDS-PAGE, as described by
Laemmli (1970). The proteins were then transferred onto a PVDF membrane using semi-dry
electrotransfer (0.8 mA by cm?) for 45 min. The membranes were blocked for 90 min, using
TBS (50 mM Tris buffer pH 8, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCl) containing 5 % skim milk (at
room temperature). The membranes were washed in TBS and incubated in TBS containing 1
% skim milk and the primary antibodies for 3 h (at room temperature). The following
dilutions were used: 1/1,000 for m-calpain and 1/500 for pB-tubulin antibodies. The
membranes were washed in TBS and incubated with the secondary antibodies in TBS
containing 1 % skim milk. The antibodies were conjugated with alkaline phosphatase and

diluted to 1/10,000. After washing, BCIP/NBT were used as detection substrates.

2.9. Densitometric analysis
The density of the bands on the membrane was quantified after scanning with a video
densitometer (Gel-Doc 2000, Quantity One software, Bio Rad). The results obtained were

corrected with respect to B-tubulin expression, used as internal control.

2.10. Casein zymography

Calpain proteolysis activities were estimated using the casein zymography method,
described by Arthur and Mykles in 2000. The cells were incubated in DMEM supplemented
with 0.1 % FBS containing PBS, IGF-1, TGF-B1, or insulin, with or without PD98059, for 24

h. After washing, the cells were lysed using non-denaturing buffer and total proteins were

- 114 -



Résultats - Chapitre 3

quantified using the BCA protein assay kit. The samples were loaded on acrylamide gels
containing FITC-casein (10 mg/mL) and run at 125 V for 3 h in the presence of EDTA (5
mM). The gels were then incubated in three successive buffers containing Ca>" (5 mM) and
DTT (10 mM) (twice for 30 min and once overnight). At the same time, identical gels were
incubated in buffers containing EDTA (5 mM) instead of Ca”’, as negative controls. Calpain
activity was observed and estimated using a phosphor-fluo imager (Typhoon 8600,
Amersham Biosciences). The results obtained after incubation with and without PD98059

were compared and expressed as a percentage of the latter.

2.11. Extraction of total RNA and reverse transcription

After treatment with PBS, IGF-1, TGF-B1, or insulin in the presence or absence of
PD98059, cells were washed and detached from the culture plates by scraping. Total RNA
was extracted using the Promega SV total RNA isolation system. The integrity of the RNA
extracted was verified by electrophoresis. The purity and concentration of total RNA were
estimated by measuring the 260 nm / 280 nm absorbance ratio. Then, 1 pg RNA was reverse
transcribed to cDNA using random primers and M-MLV reverse transcriptase. The cDNA

obtained were conserved at —20°C and used in g-PCR.

2.12. Specific primers

Specific primers were used to study myogenin (Myfl) and MyoD (Myf3) expression.
Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as control. For GAPDH the
following primers were used: 5’-AAG GTC ATC CCA GAG CTG AAC GG-3’ (forward)
and 5°-ACA ACC TGG TCC TCA GTG TAG CC-3’ (reverse). Specific MyoD primers were:
5’-GAC AGG ACA GGA CAG GGA GG-3’ (forward) and 5’-GCA CCG CAG TAG AGA

AGT GT-3’ (reverse). The primers used for myogenin were as follows: 5’-CCT TTT CCG
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ACC TGA TGG AG-3’ (forward) and 5’-TCC TGG GTT GGG ACC GAA-3’ (reverse).
These primers were generated from the respective mRNA sequences obtained from the

National Center for Biotechnology Information (NCBI) gene bank.

2.13. Quantitative PCR

Quantitative PCR was performed using Roche LightCycler” FastStart DNA Master
SYBR Green I kit. 10 pL enzyme was added to the Reaction Mix and 2 pL of the mix
obtained added to 9.6 pL water, 2.4 nLL MgCl, (final concentration: 4 mM), and 2 pL of each
primer, at a concentration of 5 uM. The resulting 18 uL sample was transferred into precooled
LightCycler” capillaries purchased from Roche Diagnostics. Then, 2 uL ¢DNA or standard
were added to the mix. For the negative control, 2 pL. water were added instead of cDNA. The
following program was used for GAPDH: initial 10 min at 95°C and 40 cycles of 10 s at
95°C, 5 s at 60°C, and 10 s at 72°C. For myogenin and MyoD, the annealing temperature was
62°C instead of 60°C and the elongation time 12 s instead of 10 s. At the end of the run, the
specificity of the reaction was verified by analysing the melting curves. Crossing points were
calculated using the second derivative maximum method in the LightCycler® software.
Sample equality was verified by analysing the expression of GAPDH, the housekeeping gene.
MyoD and myogenin expression after growth factor treatments were compared with control

cell values (treated with PBS) and expressed as percentages.

2.14. Statistical analysis

The statistical significance of the difference between multiple groups was determined
using ANOVA. When F was associated with a probability p<0.05, intergroup comparisons
were conducted using Student’s #-test. Unless indicated, all data are expressed as means =+

S.E.M. and represent an average of at least three separate experiments.
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3. Results and discussion

3.1. Growth factors activate myoblast migration via the ERK/MAPK pathway

In order to identify the signalling pathway involved in growth factor-mediated
migration, wound healing assays were carried out in the presence of growth factors and
increasing concentrations of PD98059 (an MEK inhibitor) or LY294002 (a PI3K inhibitor).
Four different concentrations of each inhibitor were used (5 to 50 uM for PD98059 and 1 to
10 uM for LY294002). These experiments were also carried out using the inhibitors (at
maximum concentrations) without growth factor in order to verify their effect on basal
migration. The images in Fig. 1 illustrate the results obtained without growth factor (Fig. 1A,
B and C) and with insulin (Fig. 1D, E and F). Images for IGF-1 and TGF-B1 are not presented
but the data are shown in figure 2. No significant difference was observed between Fig. 1A
(basal migration), 1B (with PD98059), and 1C (with LY294002), showing that the inhibitors
had no effect on basal migration. In the case of insulin-treated cells (Fig. 1D, E, and F), a
marked inhibition of insulin-induced migration was observed when PD98059 was added (Fig.
1E). On the contrary, no significant difference was observed after LY294002 treatment (Fig.
1F).

Myoblast migration obtained after growth factor treatments was quantified and
expressed as a percentage (100 % for experiment carried out without growth factor or
inhibitor). The results are presented in Fig. 2.

As shown in Fig. 2A, B, and C, adding PD98059 induced a significant reduction in
growth factor-mediated migration. IGF-1-induced migration decreased from 166 % to 105 %
with 50 uM PD98059. Migration induced by TGF-B1 and insulin was also significantly
inhibited after PD98059 treatment (Fig. 2B and C), from 173 % to 102 % and from 196 % to

120 %, respectively. As observed for IGF-1-treated cells, the migration measured after
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PD98059 treatment was similar to that of control cells. However, in contrast to the results
observed for IGF-1-induced migration, 25 uM PD98059 was sufficient to totally block TGF-
B1-mediated migration.

Unlike PD98059, LY294002 did not induce a significant decrease in growth factor-
mediated migration, as shown in Fig. 2D, E, and F. Indeed, adding L Y294002 did not reduce
IGF-1-, TGF-B1-, and insulin-mediated migration, even at maximum concentration (10 uM).

These results clearly showed that MEK activity and, thus, the ERK/MAPK signalling
pathway, were required for growth factor-mediated migration, while PI3K activity was not
indispensable and, thus, that the effect of IGF-1, TGF-B1, and insulin on myoblast migration
was independent of the PI3K/Akt pathway. These results are consistent with those obtained
for other growth factors and cell types (Glading, Chang, Lauffenburger, & Wells, 2000),
except for corneal epithelial cells, where the effect of IGF-1 on migration is mediated by the

PI3K/Akt rather than the ERK/MAPK pathway (Lee et al., 2006).

3.2. The ERK/MAPK pathway is involved in the up-regulation of m-calpain expression by
growth factors.

Our recent studies showed that treatment with IGF-1, TGF-B1, or insulin enhanced
myoblast migration by strongly increasing m-calpain expression (Leloup, Mazéres, Daury,
Cottin, & Brustis, 2006). In order to determine whether ERK/MAPK was involved in this
growth factor-mediated increase, we analysed m-calpain expression by immunoblotting. The
effects of LY294002 on m-calpain expression were not studied, since, according to the results
presented above, the PI3K/Akt pathway was not involved in growth factor-induced migration.
The cells were treated with the various growth factors in the presence or absence of PD98059
(50 uM) for 24 h. The impact of PD98059 on m-calpain expression in the absence of growth

factors was also studied. Calpain expression was then measured (Fig. 3).
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As shown in Fig. 3A, m-calpain expression was unchanged after PD98059 treatment,
indicating that this inhibitor had no effect on basal migration (Fig. 2) or m-calpain expression.
In contrast, PD98059 treatment induced a significant decrease in m-calpain expression in the
presence of growth factors, e.g.: expression in IGF-1 treated cells decreased by about 30 %
(Fig. 3B). This MEK inhibitor had similar effects on cells treated with TGF-1 and insulin,
1.e.: m-calpain expression decreased by about 39 and 35 %, respectively (Fig. 3C and D). The
fact that PD98059 blocked the effect of IGF-1, TGF-B1, and insulin on m-calpain expression
suggested that the ERK/MAPK signalling pathway was implicated in the up-regulation of m-
calpain expression, irrespective of the growth factor used, i.e.: the growth factors (IGF-1,
TGF-B1, and insulin) activated the ERK/MAPK pathway, which, in turn, up-regulated m-
calpain expression and, consequently, enhanced myoblast migration. These results are in
agreement with those obtained by Glading and collaborators, using EGF on fibroblasts

(Glading, Chang, Lauffenburger, & Wells, 2000).

3.3. MEK activity is required for the growth factor-mediated increase in m-calpain activity.
Results reported in our previous publications showed that growth factor treatments
induced a major increase in m-calpain activity. M-calpain activity increased by 49, 62, and 99
% following IGF-1, TGF-B1, and insulin treatment, respectively (Leloup, Mazeres, Daury,
Cottin, & Brustis, 2006). This was probably partly due to the increase in expression after
growth factor treatment, but may also have been due to phosphorylation of m-calpain by
ERK. In order to determine whether PD98059 was able to inhibit the m-calpain activity
increased by growth factor treatment, casein zymographies were carried out after treatment
with growth factors in the presence or absence of PD98059 (50 uM). Zymography was also

carried out on samples treated with PD98059 but no growth factors, to verify that PD98059

- 119 -



Résultats - Chapitre 3

had no effect on basal m-calpain activity. Activity measurements after the various treatments,
expressed as percentages, are presented in Fig. 4.

As shown in Fig. 4A, adding 50 uM PD98059 had no effect on m-calpain activity in the
absence of growth factors. This result correlated with those obtained for m-calpain
expression, showing that PD98059 had no effect on m-calpain expression in the absence of
growth factor (Fig. 3A). On the contrary, PD98059 treatment significantly inhibited m-calpain
activity following IGF-1, TGF-B1, and insulin treatments (Fig. 4B, C and D). Indeed, m-
calpain activity, increased by IGF-1, decreased by 32 % after PD98059 treatment. Similarly,
increased activity following TGF-B1- and insulin-treatment, decreased by 38 and 43 %
following PD98059 addition, respectively. These results correlated with those for m-calpain
expression (Fig. 3). Indeed, like m-calpain expression, m-calpain activity, increased by
growth factor treatment, was reduced by adding PD98059. This correlation is partly explained
by the fact that m-calpain activity is strongly related to enzyme expression. These findings
confirm the importance of the ERK/MAPK pathway in the regulation of m-calpain expression
and activity by IGF-1, TGF-B1, and insulin. As shown in Fig. 4, u-calpain activity remained
unchanged after the various treatments. This result is in agreement with our previous work,
showing that p-calpain activity was not regulated by growth factor treatments (Leloup,

Mazeéres, Daury, Cottin, & Brustis, 2006).

3.4. Effects of growth factor treatments on MyoD and myogenin expression

As previously stated, MyoD (or Myf3) and myogenin (Myfl) are transcription factors
capable of regulating m-calpain expression (Dedieu, Mazéres, Dourdin, Cottin, & Brustis,
2003). It was hypothesised that, by activating the ERK/MAPK pathway, the three growth
factors used in this work enhanced MyoD and/or myogenin expression, which, in turn,

increased m-calpain expression and activity, and consequently stimulated myoblast migration.

- 120 -



Résultats - Chapitre 3

In order to determine whether MyoD and myogenin were implicated in the regulation
of migration and m-calpain expression by growth factors, the mRNA expressions of these
MRF were measured by Reverse Transcription-quantitative PCR. The GAPDH housekeeping
gene was used as internal control. MyoD and myogenin expression after treatment was
compared with the expression of untreated cells and expressed as a percentage, as shown in
Fig. 5 and 6, respectively.

As shown in Fig. 5A, no significant modifications in the quantity of MyoD mRNA
were observed after IGF-1 and insulin treatment. In contrast, TGF-B1 treatment induced a
marked reduction in MyoD expression: mRNA was reduced by 82 %. If the reduction in
MyoD expression was implicated in the increase in migration induced by TGF-B1, it should
be mediated by the ERK/MAPK pathway, like growth factor-induced migration. In order to
determine whether the inhibition of MyoD expression by TGF-f1 was mediated by the
ERK/MAPK signalling pathway, further experiments were carried out in the presence of 50
uM PD98059 (Fig. 5B). PD98059 treatment had no significant effect on the reduction in
MyoD mRNA induced by TGF-B1. Inhibition of the ERK/MAPK pathway did not block the
effect of TGF-f1 on MyoD expression, showing that it was not mediated by this signalling
pathway. As the effect of TGF-B1 on myoblast migration and m-calpain expression were
mediated by the ERK/MAPK pathway and the reduction in MyoD expression by another
pathway, this decrease in MyoD expression was unlikely to be implicated in TGF-BI1-
stimulated migration. Previous research demonstrated that this growth factor was able to
block MyoD expression, thus inhibiting myogenesis (Brennan, Edmonson, Li, & Olson,
1991). Moreover, a more recent study showed that TGF-B1 inhibited myoblast differentiation
and MyoD expression by activating the Smad pathway (Zhu, Goldschmidt-Clermont, &
Dong, 2004). Thus, it could be suggested that, on the one hand, TGF-B1 enhanced myoblast

migration by activating m-calpain expression via the ERK/MAPK pathway and, on the other
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hand, it inhibited myoblast differentiation by blocking MyoD expression via the Smad
pathway, indicating that TGF-B1 intervened in two different phenomena via two separate
pathways.

The insulin and IGF-1 growth factors had no effect on MyoD expression, but could
enhance MyoD transcriptional activity. However, previous studies showed that this
phenomenon was mediated by the PI3K/Akt pathway, rather than ERK/MAPK.
Consequently, this hypothesis is unlikely.

As shown in Fig. 6, no significant variations in myogenin expression levels were
observed after growth factor treatment. Indeed, neither IGF-1 nor insulin were able to up-
regulate myogenin expression. Moreover, in contrast to the results observed for MyoD, TGF-
B1 treatment had no effect on myogenin expression. As in the case of MyoD, IGF-1 could up-
regulate myogenin expression in other cell types, but these effects were mediated by the
PI3K/Akt pathway. A recent publication demonstrated that IGF-1 treatment induced an
increase in myogenin expression by activating the PI3K/Akt pathway and inhibiting
ERK/MAPK (Tiffin, Adi, Stokoe, Wu, & Rosenthal, 2004). According to this work,
myogenin is probably not implicated in the stimulation of myoblast migration by growth

factors.

Taken together, our results clearly showed that the effects of IGF-1, TGF-B1, and
insulin treatment on calpain and myoblast migration were mediated by the ERK/MAPK
signalling pathway. In contrast, these phenomena were apparently totally independent of the
PI3K/Akt pathway. MyoD and myogenin, reported to be activated by IGF-1 and insulin via
Akt (Tiffin, Adi, Stokoe, Wu, & Rosenthal, 2004; Xu & Wu, 2000), were apparently not
involved in this transduction pathway. The marked inhibition of MyoD expression by TGF-1

is probably mediated by the Smad pathway and implicated in the inhibition of myoblast
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differentiation. This effect of TGF-B1 is probably totally independent of myoblast migration.
Although ERK/MAPK was clearly identified as the signalling pathway involved in growth
factor-mediated migration, certain mechanisms are still unclear and are currently under

investigation in our laboratory.
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Figure captions

Fig. 1. Observation of myoblast migration with or without insulin, in the presence or
absence of PD98059 or 1.Y294002. C2C12 myoblasts were cultured for 24 h until 80 %
confluence. After 48 h in a quiescent medium, cells were scraped using a pipette tip to create
an acellular area. The medium was removed and replaced with DMEM plus: (A) PBS, (B)
PBS and 50 uM PD98059, (C) PBS and 10 uM LY294002, (D) insulin (15 pg/mL), (E)
insulin and PD98059, (F) insulin and LY294002. After 24 h, the cells were fixed, dehydrated,

coloured, and observed. The experiments were repeated three times.

Fig. 2. Effects of PD98059 and L.Y294002 on basal and growth factor-mediated myoblast
migration. C2C12 myoblasts were cultured for 24 h until 80 % confluence. After 48 h in a
quiescent medium, cells were scraped using a pipette tip to create an acellular area. The
medium was replaced with DMEM containing PBS (control), IGF-1 (A and D), TGF-B1 (B
and E), or insulin (C and F). The specific MEK inhibitor (PD98059) was added at four
different concentrations (5, 10, 25, and 50 uM; A, B, and C). Similarly, LY29402 was added
at 1, 2, 5, or 10 uM (D, E and F). After 24 h treatment, the cells were fixed, dehydrated,
coloured, and counted. Results were expressed as a percentage in comparison to cells treated
with PBS only. Experiments were repeated three times and error scale bars show standard
deviation. *: significantly different from cells treated with growth factors but no inhibitors

(0<0.05).

Fig. 3. m-calpain expression in C2C12 myoblasts after PD98059 treatment. C2C12 cells
were incubated in a quiescent medium with: (A) PBS (control), (B) IGF-1 (40 ng/mL), (C)
TGF-B1 (20 ng/mL), (D) insulin (15 pg/mL) in the presence or absence of PD98059 (50 uM)
for 24 h. Total proteins were then extracted and subjected to SDS-PAGE. Immunodetection
was carried out using anti-m-calpain and anti-B-tubulin antibodies. Sample loading was
controlled by immunodetection of B-tubulin. Images represent three separate experiments. M-
calpain was quantified and expressed as a percentage in comparison to expression in cells
untreated with PD98059. Bars on the graph represent the standard deviation for three separate

experiments. *: significantly different from the corresponding control (<0.05).

Fig. 4. Quantification of calpain activity by casein zymography. Myogenic cells were

incubated in a quiescent medium with: (A) PBS (control), (B) IGF-1 (40 ng/mL), (C) TGF-B1
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(20 ng/mL), (D) insulin (15 pg/mL), in the presence or absence of PD98059 (50 uM) for 24 h.
Total proteins were extracted under non-denaturing conditions and migrated in gels
containing FITC-casein. Gels were then incubated three times in Ca®" buffer. The gels were
observed and activity quantified. Activity was expressed as a percentage in comparison to that
observed in cells untreated with PD98059. Bars on the graph represent the standard deviation

for four separate experiments. *: significantly different from the corresponding control

(0<0.05).

Fig. 5. Quantification of MyoD mRNA expression using RT-qPCR. C2CI12 cells were
treated using PBS (control), IGF-1 (40 ng/mL), TGF-B1 (20 ng/mL), or insulin (15 pg/mL)
for 24 h. Total RNAs were extracted and 1 pg was reverse transcribed using random primers.
Expression of the GAPDH housekeeping gene was used as an internal control. MyoD
expression was then quantified using qPCR with specific MyoD primers. The results were
expressed as a percentage in comparison to control (A). The same experiment was carried out
with TGF-B1 and PD98059 (50 uM; B). Bars on the graphs represent the standard deviation
for three separate experiments. *: significantly different from the corresponding control

(0<0.05).

Fig. 6. Quantification of myogenin mRNA expression using RT-qPCR. C2C12 cells were
treated using PBS (control), IGF-1 (40 ng/mL), TGF-B1 (20 ng/mL), or insulin (15 pg/mL)
for 24 h. Total RNA were extracted and 1 pg was reverse transcribed using random primers.
Myogenin expression was then quantified using qPCR with specific myogenin primers.
Expression of the GAPDH housekeeping gene was used as an internal control. The results
were expressed as a percentage in comparison to control. Bars on the graphs represent the
standard deviation for three separate experiments. *: significantly different from the

corresponding control (a<0.05).
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Figure 3
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Figure 4
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Résultats - Chapitre 4 :
Implication du systéme protéolytique calcium-dépendant

dans l'invasion tumorale des rhabdomyosarcomes

Article 4 : Calpains play a crucial role in rhabdomyosarcoma cell invasion.

Article en préparation

L’invasion tumorale est un phénoméne hautement pathologique responsable de la
formation des métastases. Les cellules tumorales devenues « invasives » sont capables de
dégrader la lame basale et de la franchir afin d’envahir les tissus sains environnants. Ce
processus requiert notamment de grandes quantités de protéases. Aprés avoir rejoint les
vaisseaux sanguins ou lymphatiques, elles peuvent se disséminer dans I’ensemble de

I’organisme.

Quelques études récemment publiées montrent que les calpaines ubiquitaires pourraient
jouer un rdle important dans la transformation des cellules et dans le développement des

tumeurs (Carragher et al., 2002 et 2004 ; Ohguchi et al., 2005).

L’invasion tumorale et ’implication des calpaines dans ce phénoméne restent encore
mal connues et nécessitent une étude plus détaillée au cours des différentes étapes de la
dissémination métastatique. Cette étude constitue I’objectif de ce travail que nous avons
réalisé¢ sur des cellules tumorales musculaires appelées rhabdomyosarcomes (RMS). Les

résultats obtenus sont présentés sous forme d’article.
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1. Introduction

Les calpaines forment une grande famille de cystéine protéases dont I’activité est
dépendante du calcium. Chez les mammiferes, cette famille compte 14 membres différents
(de la calpaine 1 a la calpaine 15, absence de calpaine 4), classés selon leur expression
(ubiquitaire ou tissu-spécifique) et selon la présence ou 1’absence d’un domaine calmodulin-
like (calpaine typique ou atypique respectivement). La pu- et la m-calpaine sont les membres
les plus étudiés de cette famille. Ces deux enzymes, ubiquitaires et typiques, sont des
hétérodiméres constitués d’une sous-unité catalytique de 80 kDa (calpaine 1 et calpaine 2
respectivement) et d’une sous-unité régulatrice de 28 kDa (Css1 ou Css2) (Goll et al., 2003 ;
Schad et al., 2002). Le calcium est nécessaire a 1’activation de ces deux protéases mais les
concentrations requises sont trés différentes. La p-calpaine nécessite des concentrations de
I’ordre du uM tandis que la m-calpaine requiert des concentrations proches du mM (Goll et
al., 2003). D’autres facteurs interviennent également dans 1’activation des calpaines, c’est
notamment le cas des phospholipides membranaires, des phosphorylations (par ERK), et de
I’autoprotéolyse (Averna et al., 2003 ; Glading et al., 2004 ; Li et al., 2004 ; Saido et al.,
1992). L’activité¢ de la p- et de la m-calpaine est également régulée par leur inhibiteur
endogene, la calpastatine (ou CAST).

Les substrats des calpaines sont nombreux et de différents types, on distingue en effet
des protéines du cytosquelette (taline, tropomyosine, desmine,...), des enzymes (FAK, PKC),
mais aussi des facteurs de transcription et des protéines associées a la membrane (Goll et al.,
2003). La grande diversité de ces substrats suggere une intervention des calpaines dans de
nombreux phénomeénes biologiques. Des études ont d’ailleurs mis en évidence 1’implication
de ces enzymes dans le développement embryonnaire, 1’apoptose, la régulation du cycle
cellulaire, 1’adhésion, 1’étalement, la migration cellulaire et la myogenese (Atencio et al.,
2000 ; Dedieu et al., 2004 ; Glading et al., 2001 ; Leloup et al., 2006 ; Mazéres et al., 2006).
Les calpaines joueraient également un role dans de nombreux phénoménes pathologiques tels
que les dystrophies musculaires, le diabéte, la cataracte et les maladies d’Alzheimer, de
Parkinson et d’Huntington (Biswas et al., 2004 ; Cox et al., 2004 ; Crocker et al., 2003 ;
Gafni & Ellerby, 2002 ; Higuchi et al., 2005 ; Richard et al., 2000). De plus, des études
récentes montrent que la p- et la m-calpaine seraient impliquées dans la transformation des
cellules et dans le développement de certains cancers (Carragher ef al., 2002 et 2004). Le
systéme protéolytique calcium-dépendant de ces cellules est profondément dérégulé ce qui

semble entrainer le plus souvent une augmentation importante de 1’activité des calpaines. En
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outre, selon les résultats de Mamoune et al. (2003) et d’Ohguchi et al. (2005), ’inhibition de
I’activité de ces enzymes permet de réduire les capacités migratoires et invasives des cellules
cancéreuses (cancer de la peau et de la prostate).

L’invasion tumorale est un phénomeéne pathologique impliqué dans la dissémination
métastatique. Ce processus qui aboutit a la formation de métastases a été¢ décrit par Steeg en
2003. Les cellules tumorales qui se sont développées dans leur tissu d’origine (cancer in situ)
vont acquérir des capacités invasives. Ces cellules vont alors dégrader la lame basale qui les
sépare du reste de 1’organisme. Elles traversent alors la matrice lysée et envahissent les tissus
sains environnants. Certaines cellules vont ensuite rejoindre la circulation sanguine ou
lymphatique et ainsi atteindre des organes plus ou moins ¢éloignés ou elles formeront des
métastases. L’invasion tumorale nécessite la formation de structures membranaires
particuliéres appelées podosomes et invadopodes. Ces structures se caractérisent par une
polymérisation de 1’actine importante en réseau dense appelé meshwork et par la présence de
grandes quantités de protéases telles que les MMP (Burgstaller & Gimona, 2005). De
nombreuses protusions pénétrant a I’intérieur de la matrice extracellulaire (MEC) sont
également observées au niveau des invadopodes, ce qui n’est pas le cas au niveau des
podosomes dont la structure se rapproche de celle des plaques d’adhésion (Baldassarre et al.,
2003). Des travaux récents suggerent que les podosomes serviraient a « tester » la MEC. En
présence d’une matrice adéquate, ces structures évolueraient en invadopodes, permettant ainsi
la dégradation de la MEC (Buccione et al., 2004). Les calpaines pourraient intervenir dans la
formation de ces structures membranaires mais également au cours de la dégradation de la
MEC ; certaines protéines de la matrice sont des substrats potentiels de ces enzymes.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés aux capacités invasives de cellules
tumorales musculaires, les rhabdomyosarcomes (RMS). Ces cellules expriment, comme les
cellules musculaires saines, les protéines spécifiques du muscle telles que les facteurs
myogéniques (MRF), la desmine et la myosine (Dias et al., 1990 ; Parham et al., 1991).
L’observation microscopique des rhabdomyosarcomes a permis de différencier plusieurs
types de RMS dont les principaux sont les rhabdomyosarcomes alvéolaires (ARMS) et
embryonnaires (ERMS). Les RMS sont responsables du cancer du muscle qui atteint
principalement les enfants de moins de 15 ans. Ils se développent au niveau des extrémités, de
la téte ou du cou. Ce type de cancer qui apparait le plus souvent de maniere sporadique, est dii
a des altérations génétiques non héréditaires. Dans le cas des ARMS, la translocation des bras
longs des chromosomes 2 et 13 entraine la fusion des génes PAX3 et FKHR (Turc-Carel et al.,

1986). Le facteur de transcription résultant de cette fusion régulerait de facon aberrante
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I’expression de ses geénes cibles. La fusion des geénes PAX7 (chromosome 1) et FKHR est
également observée chez certains ARMS. Quant aux ERMS, ils présentent une expression
anormalement ¢levée de I’IGF-2 due soit a une perte de la répression de 1’allele maternel du
gene codant pour ce facteur de croissance (LOI, loss of imprinting) soit a une duplication de
I’allele paternel (LOH, loss of heterozygosity) (Scrable et al., 1989). L’IGF-2 serait
responsable de la croissance dérégulée de certaines cellules tumorales dont les ERMS (EIl
Badry et al., 1990). Les RMS peuvent acquérir des capacités invasives et ainsi former des
métastases au niveau des poumons, des os, de la moelle osseuse et des nodules lymphatiques,
ce qui réduit les chances de guérison a moins de 20% (Dagher & Helman, 1999).

Le but de ce travail est d’étudier le systeme protéolytique neutre calcium-dépendant des
RMS et sa possible implication dans I’invasion tumorale. Dans un premier temps, la
morphologie, I’organisation du cytosquelette d’actine et 1’adhésion des ARMS et des ERMS
ont ¢t¢ ¢tudiées et comparées a celles de cellules musculaires saines (C2C12 et LHCNM?2).
Puis, I’expression et I’activité des principaux composants du systéme protéolytique calcium-
dépendant (u-calpaine, m-calpaine, calpastatine) ont été quantifiées et comparées. Enfin les
capacités invasives des RMS ont été mesurées en présence ou en absence d’un inhibiteur
chimique spécifique des calpaines, la calpeptine. Nos résultats démontrent clairement que le
systeme protéolytique calcium-dépendant des RMS est fortement altéré. Cette dérégulation
est probablement a 1’origine de la désorganisation du cytosquelette d’actine et du défaut
d’adhésion que présentent ces cellules. Les RMS possédent d’importantes capacités invasives
qui sont fortement réduites par I’inhibition de ’activité des calpaines ce qui suggére une forte

implication de ces protéases lors du processus invasif.

2. Matériel et méthodes

2.1. Réactifs et matériel

Les milieux de culture 199 et DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) ainsi que le
FBS (feetal bovine serum) sont fournis par Gibco-BRL. Le matériel de culture cellulaire
provient de chez Fisher-Scientific (boites de culture) et de chez BD Biosciences (inserts de
culture, chambres de Boyden). Le kit de dosage protéique BCA (bicinchoninic acid) de Pierce
est utilis¢é en western blot ainsi que la membrane PVDF (polyvinylidene fluoride) de
Millipore et le NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium / 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-1-phosphate)
de Promega. La calpeptine est fournie par Calbiochem, la phalloidine-FITC par Sigma-
Aldrich et le t-BOC-LM-CMAC par Invitrogen.
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2.2. Anticorps
Les anticorps dirigés contre la m-calpaine ont été obtenus chez le mouton comme il a
été précédemment décrit (Brustis et al., 1994). Les anticorps anti-fB-tubuline et anti-
calpastatine sont fournis par Santa Cruz Biotechnology (H-235 et H-300 respectivement). Les
anticorps dirigés contre la p-calpaine ainsi que la totalit¢ des anticorps secondaires

proviennent de chez Sigma-Aldrich.

2.3. Culture cellulaire
Les myoblastes de souris (lignée C2C12) ainsi que les rhabdomyosarcomes humains
(ARMS Rh30 et ERMS RD) sont cultivés dans du DMEM supplémenté avec 10% de FBS
(v/v) a 37°C dans une atmosphére humide contenant 5% de CO,. Le milieu de culture des
myoblastes humains (LHCNM2) contient du DMEM (60%), du milieu 199 (20%) et du FBS
(20%). Les quatre types cellulaires sont conservés a -80°C ou a -196°C dans du milieu de

congélation (45% DMEM, 45% FBS, 10% DMSO).

2.4. Traitement inhibiteur des calpaines
La calpeptine (Z-Leu-Nle-CHO), inhibiteur chimique spécifique de la p- et de la m-
calpaine, est reprise dans du DMSO a une concentration de 50 mM. La calpeptine est ajoutée

dans le milieu de culture afin d’obtenir une concentration finale de 60 pM.

2.5. Observation du cytosquelette d’actine

Les cellules (C2C12, ARMS, ERMS et LHCNM?2) sont cultivées sur des lamelles en
verre recouvertes de gélatine (1 mg/mL) dans du milieu de quiescence (DMEM contenant
0,1% de FBS). Aprées 24 h de culture, les cellules sont lavées avec du PBS (phosphate buffer
saline), fixées au paraformaldéhyde (PAF, 4%) pendant 15 minutes et déshydratées dans de
I’éthanol (70%) sur la nuit. Les cellules sont ensuite perméabilisées en utilisant du PBS
contenant 1% de Triton X-100 pendant 3 minutes. L’actine polymérisée est colorée avec de la
phalloidine couplée au FITC (0,5 uM) pendant 40 minutes. Apres trois lavages au PBS, les

cellules sont observées a I’aide d’un microscope a immunofluorescence (Leica AF6000).

2.6. Test d’adhésion
Les cellules (C2C12, RMS et LHCNM2) sont ensemencées dans des plaques de 96

puits contenant du milieu de quiescence a une densité de 5.10° cellules par cm? Aprés
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différent temps d’incubation (0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3,4, 5, 6, 7 et 8 h), les cellules sont lavées trois
fois au PBS et fixées avec du PAF 4% pendant 15 minutes. Aprés déshydratation a I’éthanol
sur la nuit, les cellules sont colorées a I’hémalun de Hansen et comptées. Le taux d’adhésion,
exprimé en pourcentage, est calculé en faisant le rapport du nombre de cellules ayant adhéré

sur le nombre de cellules ensemencées.

2.7. Test d’invasion

L’invasion est mesurée en utilisant des chambres de Boyden. La base des inserts de
culture utilisés est une membrane en PET percée de pores de 8 um de diamétre. Les cellules
(C2C12, RMS et LHCNM2) sont ensemencées sur la membrane dans du milieu de quiescence
a une densité de 10° cellules par cm?. Du milieu de quiescence est également rajouté sous la
membrane. Aprés 48 h d’incubation, les cellules restées au dessus de la membrane sont
grattées. Les cellules situées en dessous de la membrane sont fixées au PAF 4%, déshydratées
a I’éthanol pendant une nuit, colorées et comptées. La méme expérience est réalisée avec des
inserts de culture dont la membrane PET est recouverte de Matrigel (matrice constituée de
collagéne, de laminine et d’entactine). Les cellules ayant traversé la membrane sont colorées
et comptées. Ces cellules sont considérées comme invasives puisqu’elles ont dégradé la
matrice. Le taux d’invasion, exprimé en pourcentage, est calculé en faisant le rapport du
nombre de cellules invasives (ayant traversé la membrane avec Matrigel) sur le nombre de
cellules ayant traversé la membrane sans Matrigel (par migration). L’indice d’invasion qui
permet de comparer les capacités invasives des différents types cellulaires est calculé en
faisant le rapport entre le taux d’invasion des cellules a tester sur le taux d’invasion des

cellules dites témoins (ici les LHCNM?2). L’indice d’invasion des LHCNM?2 est donc de 1.

2.8. Western blot

Les cellules sont lavées au PBS puis détachées de la boite de culture par grattage dans
du PBS contenant SmM d’EGTA (éthyléne glycol-bis(2-aminoethylether)-N, N, N°, N’-
tetraacetic acid), 0,5 mM de DTT (DL-dithiothreitol), 1 mM de NaNj (azide de sodium), 20
uM de leupeptine, 10 mM de benzamidine et 1 mM de PMSF (phénylméthylsulfonyl
fluoride). Les cellules sont ensuite soniquées et centrifugées 10 minutes a 15000 g. Les
protéines extraites sont quantifiées a I’aide du kit de dosage BCA. Du tampon de charge (0,05
mM de Tris-HCI pH 6,8, 4% de SDS, 0,01% de bleu de bromophénol, 30% de glycérol et 1%
de DTT) est ajouté dans 45 ug de chaque échantillon. Les protéines sont ensuite dénaturées a

95°C pendant 5 minutes. La séparation des protéines est réalisée par SDS-PAGE (gel
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contenant 10% d’acrylamide) selon la technique décrite par Laemmli en 1970. Les protéines
sont ensuite transférées sur une membrane de PVDF par transfert électrique semi-sec (0,8 mA
par cm? de membrane) pendant 45 minutes pour la B-tubuline, la p-calpaine et la m-calpaine
et pendant 1h15 pour la calpastatine. Les membranes sont saturées pendant 90 minutes dans
du tampon TBS (Tris buffer saline) contenant 5% de lait demi écrémé (p/v). Apres lavages,
les membranes sont incubées pendant 3 h dans du TBS contenant 1% de lait ainsi que les
différents anticorps. Les dilutions suivantes sont utilisées : 1/1000 pour ’anticorps anti-m-
calpaine, 1/2500 pour la p-calpaine, 1/500 pour la B-tubuline et 1/250 pour la calpastatine.
Les membranes sont ensuite rincées au TBS et incubées pendant 1 h dans du TBS contenant
1% de lait ainsi que les différents anticorps secondaires (dilués au 1/10000). Ces anticorps
étant couplés a la phosphatase alcaline, la révélation est réalisée a 1’aide de NBT/BCIP. La
densité apparente des bandes obtenues est quantifiée a 1’aide d’un vidéo densitométre (Gel-
Doc 2000, Quantity One, Biorad) et corrigée selon 1’expression de la B-tubuline. Les
expressions des calpaines et de la calpastatine observées chez les RMS sont exprimées en

pourcentage en comparaison de celles obtenues avec les LHCNM?2.

2.9. Quantification de [’activité des calpaines

L’activité des calpaines est observée et quantifiée sur des cellules vivantes a I’aide du t-
BOC-LM-CMAC (t-BOC-Leu-Met-chlorométhylaminocoumarine). Cette molécule qui
pénétre dans les cellules de manicre passive devient fluorescente apres clivage par les
calpaines. Les cellules sont ensemencées dans du milieu de quiescence sur des lamelles en
verre recouvertes de gélatine (1 mg/mL). Aprés 24 h, le milieu est remplacé par du DMEM
sans sérum contenant 50 uM de t-BOC-LM-CMAC. Les cellules sont incubées pendant 30
minutes a 1’obscurité. L’activité est ensuite observée a 1’aide d’un microscope a fluorescence
(Leica ; excitation : 329 nm, émission : 409 nm). La fluorescence résultant de I’activité des

calpaines est quantifiée grice au logiciel Leica Application Suite.

2.10. Analyses statistiques
Les valeurs présentées sont les moyennes accompagnées de leurs erreurs standard
(SEM) et sont représentatives d’au moins trois manipulations différentes. La signification
statistique des différences est déterminée en utilisant ANOVA. Quand F est associé¢ a une

probabilité p<0,05, les comparaisons sont réalisées en utilisant le test t de Student.

- 144 -



Résultats - Chapitre 4

3. Résultats et discussion

3.1. Observation de la morphologie et du cytosquelette d’actine des rhabdomyosarcomes

Le cytosquelette d’actine étant impliqué dans I’adhésion cellulaire et dans les
phénomenes migratoires, il était intéressant d’observer son organisation chez les RMS et de la
comparer avec celle des cellules musculaires saines. Comme le montre les Fig. 1A et 1B, la
morphologie et ’organisation du cytosquelette d’actine des C2C12 et des LHCNM?2 sont
similaires. Ces cellules musculaires saines présentent une forme allongée avec de nombreuses
protusions membranaires. L.’actine est organisée en fibres de stress paralleles a 1’axe principal
de la cellule. Ces fibres, nombreuses, soutiennent également les extensions membranaires.
Les RMS présentent une morphologie treés différente de celle des cellules musculaires saines.
Leur forme est plutot arrondie et les extensions membranaires sont absentes ou peu
nombreuses (Fig. 1C et 1D). Contrairement aux C2C12 et aux LHCNM2, les cellules
tumorales humaines présentent une importante désorganisation du cytosquelette d’actine.
L’actine n’est pas agencée sous forme de fibres de stress, elle est principalement concentrée
au niveau de la membrane plasmique. Aucune différence significative n’est observée entre les
deux types de RMS. La morphologie de ces cellules tumorales et 1’organisation de leur
cytosquelette d’actine rappellent celles décrites chez des cellules saines (C2C12)
surexprimant les calpaines ou la calpastatine (Dedieu ef al., 2004 ; Leloup ef al., 2006). Cette
similitude et le fait que les calpaines interviennent dans 1’organisation du cytosquelette
d’actine nous laisse penser que le systeme protéolytique neutre calcium-dépendant des
rhabdomyosarcomes pourrait étre dérégulé. L absence d’extensions membranaires et de fibres
de stress chez les RMS pourrait perturber les phénomeénes de migration et/ou d’adhésion

cellulaire.

3.2. Les rhabdomyosarcomes présentent un important défaut d’adhésion

L’absence de fibres de stress pourrait étre due a une réduction importante des contacts
focaux, ce qui perturberait fortement I’adhésion des rhabdomyosarcomes. En conséquence,
des tests d’adhésion ont été réalisés en utilisant les cellules musculaires saines et tumorales.
Les résultats présentés Fig. 2 montrent que les myoblastes C2C12 adhérent rapidement. Apres
4 heures de culture, 50% des cellules ont adhéré et le taux d’adhésion atteint 100% apres 8 h.
Les tests réalisés avec les myoblastes humains montrent qu’ils se comportent comme les
C2C12. En effet, aucune différence significative n’est observée lorsque 1’on compare les taux

d’adhésion des deux types cellulaires. Les résultats obtenus avec les ARMS et les ERMS sont
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significativement différents de ceux obtenus avec les myoblastes sains. Le taux d’adhésion
des ARMS est de 31% apres 4 h de culture et de seulement 34% aprés 8 h. Les ERMS
présentent un défaut d’adhésion encore plus significatif que les ARMS puisque seulement
17% de ces cellules ont adhéré aprés 4 h de culture. Aprés 8 h d’incubation ce taux
d’adhésion est de 25%. Les importants défauts d’adhésion caractérisant les deux types de
RMS sont probablement la conséquence de la désorganisation du cytosquelette d’actine
observée dans ces cellules. Une étude récente montre une surexpression du gene LAMC?2 chez
les RMS conduisant a la destruction des plaques d’adhésion (Goldstein et al., 2006). Les
défauts d’adhésion observés pourraient également étre la conséquence d’une dérégulation du
systéme protéolytique calcium-dépendant puisque nous avons montré¢ une implication de ces
protéases dans 1’adhésion des cellules musculaires saines (Mazéres et al., 2006). Comme ces
enzymes pourraient réguler a la fois la formation et la dissociation des plaques d’adhésion
(Glading et al., 2002), la réduction de ’activité des calpaines pourrait inhiber la formation de
ces complexes protéiques et limiter ainsi ’adhésion. De méme, une activité anormalement
¢levée des calpaines serait également susceptible d’altérer le phénomeéne d’adhésion en
dégradant les plaques d’adhésion. Pour confirmer cette derniére hypothése, nous avons
mesur¢ I’expression et I’activité des différents acteurs du systéme protéolytique calcium-

dépendant.

3.3. L’expression des calpaines et de la calpastatine est fortement perturbée chez les RMS
L’expression des trois principaux acteurs du systéme protéolytique calcium-dépendant
(u-calpaine, m-calpaine et calpastatine) a été quantifiée par Western blot chez les cellules
LHCNM?2, ARMS et ERMS au moment de 1’ensemencement et aprés 24 h de culture. Les
résultats étant identiques pour les deux stades considérés, seuls ceux obtenus lors de
I’ensemencement sont présentés Fig. 3. Comme le montre la Fig. 3A, chez les ARMS et les
ERMS, I’expression de la p-calpaine est fortement réduite par rapport au témoin (LHCNM?2).
L’expression de cette protéase est 3 fois moins importante chez les RMS que chez les
LHCNM2. L’expression de la m-calpaine est également significativement plus faible chez les
RMS en comparaison avec les LHCNM2. En effet, ’expression de cette enzyme, fixée a
100% pour les cellules saines, n’est que de 56% chez les ARMS et de 51% chez les ERMS
(Fig. 3B). Selon ces résultats, il est clair que les cellules tumorales présentent une déplétion
des calpaines ubiquitaires. En conséquence, une forte réduction de 1’activité de ces protéases
est attendue. L’étude du niveau d’expression de l’inhibiteur endogeéne des calpaines, la

calpastatine, montre que cette protéine est trés faiblement exprimée dans les RMS. Ainsi
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I’expression de la calpastatine est réduite de 75% chez les ERMS et de 85% chez les ARMS
en comparaison avec les LHCNM2 (Fig. 3C). Selon ces résultats, la faible expression de la
calpastatine pourrait favoriser I’augmentation de ’activité des calpaines. La quantification de

I’activité des calpaines devient donc indispensable.

3.4. L activité des calpaines est fortement augmentée chez les RMS

L’activité des calpaines a ¢été observée et quantifié¢e au moyen d’un substrat
fluorogénique des calpaines, le t-BOC-LM-CMAC. Ce produit pénétre dans les cellules de
manicre passive, sans affecter leur viabilité. Le test est donc réalisé sur des cellules vivantes,
en présence de concentrations calciques physiologiques. Contrairement au zymogramme, ce
test prend également en compte ’activité de la calpastatine. L’observation des cellules traitées
(Fig. 4A) montre que la fluorescence des RMS est significativement plus forte que celle des
LHCNM2. La fluorescence issue de I’activité des calpaines a été quantifiée, les résultats sont
présentés Fig. 4B. Comme I’indiquent les histogrammes, les RMS présentent une
fluorescence plus importante et donc une activité protéolytique plus forte que celle des
cellules témoins (saines). Ainsi, en comparaison avec les cellules saines, ’activité des
calpaines des ARMS serait augmentée d’un facteur 3 fois et celle des ERMS d’un facteur 2.
Cette forte activité des calpaines pourrait étre a l’origine d’une protéolyse anarchique
expliquant, du moins en partie, la désorganisation du cytosquelette d’actine et I’important
défaut d’adhésion de ces cellules. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans
d’autres laboratoires. En effet, Carragher et ses collaborateurs (2004) ont montré que 1’activité
des calpaines est le plus souvent plus ¢élevée dans les cellules transformées et tumorales. En
outre, Lakshmikuttyamma et ses collaborateurs (2004) ont signalé I’augmentation de 1’activité
de la m-calpaine dans des adénocarcinomes colorectaux humains, toutefois, selon ces auteurs,

cette hausse serait strictement corrélée a I’augmentation de 1’expression de cette protéase.

3.5. L’inhibition des calpaines réduit fortement [’activité invasive des RMS
Un petit nombre d’études ayant montré qu’une augmentation de 1’activité des calpaines
stimule I’invasion tumorale des cellules cancéreuses (Xu & Deng, 2004 et 2006a), nous avons
étudié les capacités invasives des RMS. Dans ce but, des tests d’invasion ont été réalisés en
utilisant les LHCNM2 (cellules témoins), les C2C12 et les deux types de RMS. Les taux
d’invasion sont présentés Fig. SA et les indices d’invasion Fig. 5B. Les résultats obtenus
indiquent que les cellules musculaires saines présentent des taux d’invasion tres faibles (7%

pour les LHCNM2 et 13% pour les C2C12). A l’inverse, les rhabdomyosarcomes possédent
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d’importantes capacités invasives ; les taux d’invasion sont de 83% pour les ARMS et de 91%
pour les ERMS. Corrélativement, les indices d’invasion des RMS sont tres élevés (11,2 pour
les ARMS et 12,3 pour les ERMS). Celui des C2C12 est beaucoup plus faible et proche de 1
(1,8). En présence d’un inhibiteur spécifique des calpaines (la calpeptine), les capacités
invasives des RMS sont significativement réduites. En effet, les taux d’invasion des ARMS et
des ERMS sont voisins de 6% apres ajout de 60 pM de calpeptine. Les indices d’invasion
sont alors de 0,9 pour les ARMS et de 0,8 pour les ERMS. Les capacités invasives des RMS
sont désormais trés faibles et proches de celles des cellules musculaires saines. Selon ces
résultats, I’activité des calpaines est requise lors de 1’invasion tumorale des RMS. Ils sont en
accord avec ceux obtenus sur d’autres types de cellules cancéreuses telles que les cellules
tumorales de la prostate (Mamoune et al., 2003) et les cellules tumorales pulmonaires (Xu &
Deng, 2006a et 2006b). Dans ce contexte, I’activité importante des calpaines provoquerait la
désorganisation du cytosquelette d’actine. En conséquence, le phénomene d’adhésion
fortement réduit faciliterait la mobilité des rhabdomyosarcomes, facteur limitant de 1’invasion
tumorale (Kassis et al., 2002). Les calpaines pourraient également contrdler 1’invasion
tumorale en régulant la formation des invadopodes, mais également en agissant sur

I’expression des MMP-2 et -9 (Popp et al., 2003).

En conclusion, nos résultats soulignent I’implication des calpaines ubiquitaires dans
I’invasion tumorale des RMS. Bien que ’expression de ces enzymes soit réduite dans ces
cellules, la tres faible expression de leur inhibiteur endogéne entraine une forte augmentation
de lactivité. Cette activité anormalement élevée pourrait étre a I’origine de la désorganisation
du cytosquelette d’actine et de I’important défaut d’adhésion observé chez les deux types de
RMS. Les capacités invasives de ces cellules feraient également intervenir 1’activité
exacerbée de ces protéases, leur conférant ainsi le statut de cible thérapeutique importante
comme le souligne Carragher (2006). Ainsi, ’utilisation d’inhibiteurs chimiques spécifiques
des calpaines permettrait par exemple de limiter la formation de métastases. Concernant les
RMS, la surexpression de la calpastatine devrait permettre de compenser sa faible expression
et de réduire ainsi leurs capacités invasives. Bien que nos résultats montrent clairement que
les calpaines sont impliquées dans I’invasion tumorale des RMS, de nombreux points restent a
¢lucider tels que le mode d’action et le role exact de chacune des deux isoformes a 1’échelle

moléculaire.
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Légende des figures

Fig. 1. Observation de la morphologie et du cytosquelette d’actine des myoblastes et des
rhabdomyosarcomes. Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles en verre recouvertes
de gélatine. Aprés 24 h, les cellules ont été fixées au PAF 4%, déshydratées a 1’éthanol et
perméabilisées avec du Triton X-100. L’actine a été colorée a 1’aide de phalloidine-FITC (0,5
uM). Les cellules ont ensuite été observées a 1’aide d’un microscope a fluorescence (Leica
AF6000). Les cellules C2C12 (A) et LHCNM2 (B) ont une morphologie allongée avec des
extensions membranaires (EM). L’actine est organisée en fibres de stress paralleles (FS). Au
contraire les cellules ARMS (C) et ERMS (D) ont une forme arrondie et présentent une

importante désorganisation du cytosquelette d’actine.

Fig. 2. Quantification de I’adhésion cellulaire des cellules C2C12, LHCNM2 et RMS. Les
cellules ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits contenant du milieu de quiescence
a une densité de 5.10° cellules par cm?. Apres différents temps d’incubation (0, 0,5, 1, 1,5, 2,
3,4,5,6,7 et 8 h), les cellules sont lavées trois fois au PBS puis fixées et déshydratées. Apres
coloration a I’hémalun de Hansen, les cellules sont comptées. Le taux d’adhésion, exprimé
sous forme de pourcentage, est calculé en faisant le rapport du nombre de cellules adhérées
sur le nombre de cellules ensemencées au départ. Les barres sur le graphique représentent

I’écart-type a la moyenne. * : Significativement différent du contréle (C2C12) (0<0,05).

Fig. 3. Expression de la p-calpaine (A), de la m-calpaine (B) et de la calpastatine (C)
dans les LHCNM2, les ARMS et les ERMS. Les protéines sont extraites par sonication et
séparées par SDS-PAGE. Aprés transfert, les protéines sont révélées avec des anticorps anti-
B-tubuline, anti-u-calpaine, anti-m-calpaine, et anti-calpastatine. La [B-tubuline sert de
contrdle. L’expression des différentes protéines est quantifiée et exprimée en pourcentage par
rapport a celle obtenue avec les LHCNM?2. Les barres sur le graphique représentent 1’écart-

type a la moyenne. * : Significativement différent du contréle (LHCNM2) (a<0,05).

Fig. 4. Observation (A) et quantification (B) de D’activité des calpaines dans les
LHCNM2, les ARMS et les ERMS. Les cellules sont ensemencées dans du milieu de
quiescence. Apres 24 h d’incubation, le milieu est remplacé par du DMEM sans sérum
contenant 50 uM de t-BOC-LM-CMAC. Les cellules sont incubées a 1’obscurité pendant 30

minutes. Puis, la fluorescence est observée et quantifiée a 1’aide d’un microscope a
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fluorescence (Leica AF6000). La fluorescence est exprimée en Unité Arbitraire. Les barres
sur le graphique (B) représentent 1’écart-type a la moyenne. * : Significativement différent du

controle (a<0,05).

Fig. 5. Quantification du taux d’invasion (A) et de I’indice d’invasion (B) des LHCNM2,
des C2C12 et des RMS. Les cellules sont ensemencées dans des chambres de Boyden avec
ou sans Matrigel sur la membrane PET. Aprés 48 h d’incubation dans du milieu de
quiescence, les cellules restées au dessus de la membrane sont grattées. Celles ayant
traversées la membrane en présence ou en absence de Matrigel sont fixées, déshydratées,
colorées a ’hémalun de Hansen et comptées. Le taux d’invasion de chaque type cellulaire
(A), exprimé en pourcentage, est calculé¢ en faisant le rapport du nombre de cellules ayant
travers€¢ la membrane avec Matrigel sur le nombre de cellules ayant la membrane sans
Matrigel. L’indice d’invasion (B) des C2C12 et des RMS est calculé en faisant le rapport du
taux d’invasion de ces cellules sur le taux d’invasion des cellules t¢émoins (LHCNM?2). Cette
méme expérience est réalisée en ajoutant de la calpeptine (60 uM) dans le milieu de
quiescence. Les barres sur le graphique (B) représentent 1’écart-type a la moyenne.

* . Significativement différent des LHCNM2 (0<0,05)

** . Significativement différent des cellules non traitées avec la calpeptine (0<0,05)
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Figure 4
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Figure 5
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Conclusion & Perspectives

Les études réalisées précédemment au laboratoire ont mis en évidence une forte
implication des calpaines ubiquitaires dans les étapes précoces de la myogenése et plus
particuliérement au cours de la migration des cellules myogéniques (Dedieu et al., 2003 et
2004). Les travaux présentés dans ce manuscrit avaient pour objectif de confirmer et de
compléter les données obtenues antérieurement concernant 1’adhésion et la migration des
myoblastes. En outre, nous avons initié une étude s’intéressant au systéme protéolytique
calcium-dépendant dans deux types de cellules tumorales musculaires, les

rhabdomyosarcomes embryonnaires et alvéolaires.

» Role des calpaines au cours de I’adhésion et de I’étalement des myoblastes

Cette ¢tude nous a permis de montrer clairement que les calpaines ubiquitaires sont
impliquées dans 1’adhésion et I’étalement des myoblastes. Au cours du processus d’adhésion,
nos résultats suggeérent des réles distincts pour chacune des deux isoformes puisqu’au dela
d’une heure de culture, la réduction de 1’activité de 1’'une des calpaines n’est plus compensée
par I’activité de I’autre. Lors de I’étalement des myoblastes, la p- et la m-calpaine semblent
agir conjointement. L’étude protéomique réalisée sur des myoblastes surexprimant la
calpastatine nous a permis d’identifier de nouveaux substrats potentiels des calpaines. Parmi
eux, six protéines dont la tropomyosine semblent directement liées aux phénomeénes
d’adhésion et de migration cellulaire.

Il est bien connu que I’environnement cellulaire (MEC) influence le devenir des
cellules, il serait donc intéressant de compléter nos travaux en étudiant I’incidence de
différents constituants de la matrice extracellulaire tels que le collagéne ou la fibronectine, sur
I’activité des calpaines et corrélativement sur les processus d’adhésion et d’étalement des
myoblastes. La localisation des substrats potentiels identifiés par protéomique et celle de
chacune des enzymes (colocalisation) devraient nous permettre d’appréhender, au niveau
moléculaire, le réle probablement distinct de chaque isoforme au moment du processus

d’adhésion voire au moment de la migration des cellules myogéniques.

»> Role des calpaines dans la migration induite par les facteurs de croissance

Un des objectifs principaux de 1’étude concernant la migration des myoblastes était de

stimuler ce phénoméne via I’activation des calpaines. Pour cela deux approches différentes
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ont été utilisées, I'une en surexprimant la p- et la m-calpaine et ’autre en activant ces
enzymes par différents facteurs de croissance. Les résultats obtenus indiquent clairement que
la surexpression de ces protéases induit une forte réduction de la migration, due probablement
a une protéolyse dérégulée et anarchique. Au contraire, les traitements impliquant les facteurs
de croissance permettent de stimuler trés significativement la migration en activant
I’expression et D’activit¢é de la m-calpaine. De plus nous avons établi que seule la voie
ERK/MAP Kinase est responsable des effets des facteurs de croissance sur la migration via
I’augmentation de I’expression et de 1’activité de la m-calpaine. 4 contrario, la voie PI3K/Akt
et les MRF tels que MyoD et la myogénine ne semblent pas impliqués au cours de ce

phénomeéne.

Pour compléter les travaux réalisés sur la migration des myoblastes, il serait intéressant
d’¢tudier de fagon détaillée les différentes étapes des phénomenes migratoires chez des
cellules humaines en s’adressant a des techniques plus sophistiquées comme la vidéo
microscopie et en utilisant des substrats fluorescents permettant de distinguer I’activité de
chacune des calpaines. En outre, une approche knock-down via des petits ARNs interférants
(siRNA) et des morpholinos (utilisation d’embryon de Xénope) devrait nous permettre
d’appréhender, au niveau moléculaire, le role de chacune des protéases. Concernant la
migration induite par les facteurs de croissance, on pourrait envisager d’identifier les facteurs
de transcription activés par la voie ERK/MAPK responsables de 1’augmentation de
I’expression de la m-calpaine. A ce stade de notre étude, une des priorités serait de confirmer
avec des myoblastes humains les résultats obtenus en utilisant la lignée cellulaire C2C12 afin
de pouvoir utiliser, a plus long terme, ces traitements pour optimiser les transplantations de
myoblastes. En effet, les premiers essais cliniques de thérapie cellulaire ont montré que la
faible migration des myoblastes greffés dans des tissus musculaires malades €tait un facteur
limitant Defficacité¢ de cette thérapie. Des traitements préalables effectués en présence de
facteurs de croissance et/ou d’autres adjuvants capables d’activer les calpaines, pourraient
stimuler la migration des cellules greffées et corrélativement leur fusion, optimisant ainsi

cette technique.

» Implication des calpaines ubiquitaires dans ’invasion tumorale

Les résultats issus de I’étude des rhabdomyosarcomes nous ont permis de montrer que

le systéeme protéolytique neutre calcium-dépendant est altéré dans ces cellules tumorales
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« musculaires ». Bien que 1’expression de la p- et de la m-calpaine soit trés significativement
réduite chez les RMS, leur activité est 2 a 3 fois plus importante. Cette forte activité, due a
une déplétion importante de la calpastatine, entrainerait une protéolyse anarchique
responsable de la désorganisation du cytosquelette d’actine. En conséquence, 1’adhésion des
cellules tumorales serait fortement altérée. Cette étude révele également I’intervention des
calpaines dans I’invasion tumorale des RMS. En effet, les capacités invasives de ces cellules
sont significativement réduites par 1’addition de calpeptine. L’indice d’invasion des RMS

traités est alors proche de celui des cellules musculaires saines.

Les perspectives de recherche concernant 1I’implication des calpaines ubiquitaires au
cours de la dissémination métastatique sont nombreuses :

- Afin de contrecarrer I’activité dérégulée du systéme protéolytique calcium-dépendant
et corrélativement de réduire I’invasion des cellules tumorales, nous envisageons de sur-
exprimer I’inhibiteur endogeéne des calpaines. L’objectif de cette expérimentation est de
rétablir une activité quasiment normale de ces protéases et d’en mesurer les conséquences sur
les capacités invasives des RMS.

- De facon a mieux appréhender le role des calpaines dans 1’organisation du
cytosquelette d’actine, il serait intéressant de restaurer, du moins en partie, le cytosquelette
des RMS en sur-exprimant certaines isoformes de tropomyosine, substrat potentiel du systéme
protéolytique calcium-dépendant. Ces isoformes pourraient influencer l’organisation des
fibres de stress, quasiment absentes dans les cellules tumorales.

- De trés récents travaux (Xu & Deng, 2004) démontrent I’aptitude des calpaines a étre
sécrétées, confirmant ainsi les résultats obtenus au laboratoire il y a une décennie. En
conséquence, une étude détaillée de 1’action des calpaines a 1’extérieur de la cellule devrait
étre menée pour déterminer les cibles de ces enzymes (MMP, constituants de la MEC) au
moment ou elles sont susceptibles de promouvoir I’invasion tumorale.

- Pour comprendre, a 1’échelle moléculaire, le role des calpaines lors de ’invasion, il
est important de déterminer les substrats impliqués dans ce processus. Une étude protéomique
associé¢e a I’utilisation de puces a anticorps relatives aux différentes voies de signalisation
devrait nous permettre d’approcher les mécanismes moléculaires responsables de la

perturbation de I’expression et de 1’activité des calpaines et de la calpastatine.
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Corrélés aux informations obtenues sur d’autres types cellulaires (Glading et al.,
2000 ; Kulkarni et al., 1999 ; Mamoune et al., 2003), nos résultats mettent en évidence le
role crucial que jouent les calpaines ubiquitaires et leur inhibiteur dans les phénoménes
d’adhésion et de migration des cellules musculaires mais également lors de I’invasion
tumorale des rhabdomyosarcomes. Au vu de ces résultats, les calpaines pourraient
devenir des cibles thérapeutiques importantes pour lutter contre le cancer ou pour

optimiser des techniques déja existantes telles que la transplantation de myoblastes.
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