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Voies de signalisation en aval des GPCRs et des RTKs
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Signalisation calcique

» Fonctions régulées par le Ca?*

= Sécrétion

» Contraction

»  Métabolisme

*  Apoptose

» Prolifération cellulaire

= Développement et
différenciation

* Fécondation

* Apprentissage et mémorisation

Maladies impliquant le Ca?*

Hypertension
Athérosclérose
Hyperthermie maligne
Cancérisation et métastases
Maladie d "Alzheimer
Maladie de Darier

etc
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Ca?' échangeable dans les hépatocytes
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First messengers

® ®cssengers
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Accumulation de Ca?* dans le RE et dans les mitochondries
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Techniques de mesures du Calcium
A- Méthodes indirectes

1) Réponses Physiologiques )
exple : contraction musculaire

2) Réponses Biochimigues ) i
exple : activité enzymatique dépendante du Ca?*
(phosphorylase efc..B

3)Réponses Pharmacologiques )
exple : ionophores (ionomycine, A23187)

4) Etudes Ultrastrucurales ) )

, . exple : visualisation, au Jiscope électronique, de
précipités de phosphate de Ca?: dans les mitochondries
de cellules exposées a un Ca?* éleve

5) Patch-Clam = . i
_exple : Courant K* activé par | ‘augmentation du
Ca?* intracellulaire

Aequorine




Emission de lumiére en présence de Ca?*
par la protéine luminescente aequorine
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Principales sondes calciques
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. Spectre de fluorescence du Fura 2
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Charge des cellules en Quin2
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Organisation temporelle du signal Ca?*
: «Modulation de fréquence»
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Oscillations et Vagues apparentes
de Ca?* dans les hépatocytes
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OFF mechanisms

Ca2+ buffers
Cytosolic buffers:
Parvalbumin ; calbindins 1-3

ER/SR buffers/chaperones:
Calnexin; calreticulin ; calsequestrins 1 and 2

- Channels and pumps
Plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA)
PMCAL1 ; PMCA2 ; PMCA3 ; PMCA4

Sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA)
SERCA1 ; SERCA2 ; SERCA3

Na+/Ca2+ exchanger (NCX)
This is present in the plasma membrane.
NCX1 ; NCX2 ; NCX3

Mitochondrial Ca2+ channels
Ca2+ uniporter

Plasma Membrane Ca?"- ATPase

Codée par 4 genes différents
PM : 130 kDa
Echange Ca?* contre H*

Activateurs : CaM, acides gras polyinsatures,
phospholipides acides, PKA, PKC

Inhibiteurs : Vanadate, La3*
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Sarco(Endo)plasmic Reticulum Ca?*-ATPase

« SERCA 1 : Muscle squelettique

» SERCA 2a : Muscle cardiaque et muscles lisses
» SERCA 2b : Cellules non musculaires

» SERCA 3 : Divers

» PM:100-110 kDa

» Régulateurs : Phosphorylation PKA ; Phospholamban

* Inhibiteurs : Vanadate ; AlF, ; thapsigargine ; DBHQ ;
acide cyclopiazonique

Mecanisme d ’action de la SERCA du muscle
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ER Calglum Pump Inhibitors

HG
CH,

Cyclopiazoric
o acid

HN o)
CH,

HO
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benzchydroquinons
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bk cordB

0,150

) Receptor-operated Ca2+ channels (ROCs)
N-methyl D-aspartate receptors: NMDAR1; NMDAR2A,;
NMDAR2B; NMDAR2C; NMDAR2D
5-hydroxytryptamine receptors: 5-HT,,, 5-HT.5
ATP receptor: P,y

Nicotinic acetylcholine receptor: «7nAChR
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Récepteur de la Ryanodine

* Type 1 muscle squeletique

* Type 2 muscle cardiaque

* Type 3 Cerveau

* Homotétramere (4 x 550kDa) .

* Activateurs physiologiques : Ca?* (uM), cADPR, couplage
mécanique

+ Activateurs pharmacologiques : Caféine, Ryanodine,

* Inhibiteurs :VRougc de Ruthénium, Ryanodine, Ca?* (mM)

© 00 0 w 00 0
0 0 00 0 O 0 0 & O
0O 0 0 0,0 v cﬂmge pate)  C

30 0O S Car channel o
Plasma -
membrane £,
Cytosol

O O

\

Ryanodine receptor

ER |n'ehlbr.{|:'1¢'-__-.s_ .

3
C © 0 0 0 G0 O O ¢
© 00 0 0 0 0 0 O O
Qg ¢ 0 0 Qg 0 0 C

Endoplasmie reliculum O O O O

19



Juncting

Ta'i_r:tq_i-n .,\'

- £SQ &
2 W

\ !

Ca2+ Caz*

Berridge et al., 2003, Nature Mol Cell Biol, 4 : 517

AVolta ge

Dihydropyridine
receplor

Exterior
Cytosol
s o .
.o . »
., -
® .
Ryanodine
receptor

Sarcoplasmic
reticulum

20



Rysfodine Retaptor [ 4 Foct Ragion

Lisnes

McPherson & Campbell, 1993, J Biol Chem, 268, 13765
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Muscle strié

Muscle cardiaque
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Libération de Ca** par I'InsP,
dans des hépatocytes perméabilisés
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Ca2+-concentration dependence of IP3-induced Ca2+ release
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Ca?* signalling in DT40 cells expressing
a single InsP;R subtype

IP,R-3

[Caz], (nM)
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20 40 60 0 20 40 600 20 40 60
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Miyakawa et al., 1999, EMBO J, 18 : 1303

[Augmentation Locale de CalH

I

Domaine Calcique Intermédiairg

Vv

[Communication entre RinsP,

N
iVagues Ca2t intracellulaires |

"Blips"  "Puffs” __Yagues
intracellulaires

Swillens §, et al., 1999, PNAS. 96, 13750-13755
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Propriétes fonctionnelles et pharmacologiques
des canaux calciques intracellulaires

Propriétés RInsP3 RyR
Poids moléculaire 4x313kDa 4 % 565 kDa
Activateurs InsP3 Ca®
physiologiques CaBP cADPribose
CytC Couplage mécanique
Régulation par Ca® <0.3 pM active < 100 pM active
> 0.3 pM Inhibe > 1mM inhibe
Régulation par ATP <2 mM active active
' >4 mM inhibe
Activateurs Pharmacol 0 Caféine
ryanodine
Inhibiteurs pharmacol ~ Héparine Rouge de Ruthenium
2-APB Ryanodine
Xestospongine

Stimudus Stimurus

) by can © (d)

?

EFTENE BT

i b 1y
&_’F % _q..:h i Sl B e
TR -

figuwe2 Mechamsmsof Ca’" release. Panek {a) to(f) depict the knoswn mechansms underlying €1~ release from the ERSR.{2), (0) and (¢} ifustrale
1n activalion of RyR3in skelelsl musce, cardac muxle andinc el ubizing cADPR, respectively, The quesion marksin {c) and {d) indicate thal the way m
whith stimulation of cals leads to increases in eit her CADPR of NAADP 1 it vl clear, Panel {d) shows release of Ca’ * by NAADP from as ye1 unknown
channel. Caf * releae via InsPyRs or SCaMPER 4 depicted i (&) and {f), respectavely, RyRs and IaPyRa sre dravwn with 2 semilar shape, since they are
tlrud wally homologols. The st ructure of SCaMPER has nol yel been fully resolwed, althoughil s muchsmaler than RyRs orlnaPsRs. See the leat fordetads.
SHC denoles sphingosyiphos phocholing.
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Mécanismes et voies d activation de I ’influx de Ca?*
par les récepteurs membranaires

extracellular
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CANAUX CALCIQUES DE LA FAMILLE TRP

I Photorécepteurs de la Drosophile |

TRP

[]] ]

’ trp Transient Receptor Potential |

Canal cationique

Conservé de C. elegans a 'homme

Topology of TRP channels and putative functional domains

® ankyrin binding repeals

MR TRP box
& FKC, PKA PKC, PKA
af TRPCs a¥ TRPV
e FI3K-5H2 PI3K-8HZ
- TRPC3,5,67 TRPVS,5
. caimodulin, IPR caimoduln
TRPG3.4,6 TRPVE
4 PDZ PDZ
¥ TRPC4S TRPVS,6
* PTX
TRPV4

.

. chennel kiness, TRPMG,7
i channel phosphatase, TRPMZ

TRP box

PI3K-§SH2
TRPM2,T

FDZ
TRPM2, T
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Putney, 1999, PNAS, 96 : 14669

Berridge et al., 2000, Nature Reviews Molecular Cell Biology, Vol. 1, p.11
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Stwhig )
I' Plasma
T-IM:;,A membrana

ﬁ{__.’.@_-:::q Skt 11 (Y e o,

Berridge et al. Nature Rev. Mol. Cell Biol., 2003, 4 : 517

Les annexines

* Lient le calcium et les phospholipides
* L ’affinité pour le calcium augmente en
présence de phospholipides
e Roles :
— Sécretion ?
— Interaction cytosquelette/membrane ?
- — Canal calcique ?
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Domaine C2

» Le domaine C2 est un motif de liaison du Ca2+

* Les protéines avec un domaine C2 sont impliqueées
dans les cascades de signalisation et interagissent
avec des membranes intracellulaires (PKC, PLC,
cPLA2, PI3-kinase, synaptotagmine etc...)

+ Agit comme un « switch » electrosatatique. Cela
permet des effets trés rapides comme 1 *exocytose.

EF-hand proteins

* Lient Ie Ca?* avec une haute affinité

» Réle:
— Modulation du signal calcique
— Régulation directe d ’activité enzymatique
— Tampon du Ca?* cytosolique

— Exemple : Calmoduline, troponine C,
parvalbumine
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Calmoduline
1]
C-terminus

Activation de la CaM-kinase IT

. inhibitery domain
protein ;
phozphatase g

P
e,

Ca®* INDEPENDENT

o
-

(50-80% ACTIVE)
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Deactivation from:
N -~ Trapped‘phasphorylaled

T = Unphosphorylated
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Formation d *oscillations de la concentration de Ca?*cytosolique

[ 5 0 0 5 0
Tine (min} Time {min)

Effects of [Ca*']i and oscillation frequency on
NF-AT-, Oct/OAP-, N F-kappaB-, IL-2- and IL-8-luciferase reporter genes

a b
g g 100
5 8
] 0
2 @ 50
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@ -4
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Dolmetsch et al., 1998, Nature, 392, 933.
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Concentration de Ca?* intracellulaire dans une cellule de Purkinje
chargée en Fura-2

Signaux calciques élémentaires ou globaux
dans un cardiomyocyte isolé
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Berridge et al., 1998, Nature, 395:645

‘Calcium responses in secretory epithe]ia‘

Yo

i | salivary gland
i | epithelial cell

Ashby & Tepikin, 2002, Physiol Rev, 82 : 701.
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1. Basolateral entry

2 - Close conlacts allow immediate ER uptake

b - Accumulation in cytoplasm

& - Mitochondrial uptake belore ER acoumulation
2. Movement across the cell

4 - Tunnelling through ER

& - Cytoplasmic diffusion

f - Granular accumulation via Golgl or cyloplasm

g - Aclive extrusion by pumps
h - Exocytotic releass with granule contents

Calmodulin acts as a sensor for « local » Ca?* entry
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Berridge et al,, 2003, Nature Mol Cell Biol, 4: 517

Berridge et al., 2003, Nature Mol Cell Biol, 4: 517
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Visualisation des mitochondries (en rouge)
et du reticulum endoplasmique (en vert).

Les régions en blanc indiquent une zone
de proche contact

Des protéines adressées  Ia mitochondrie

et au reticulum endoplasmique sont étiquettées
respectivement avec deux formes

d’une protéine fluorescente

Rutter & Rizzuto, 2000, TIBS, 25: 215
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Pathologies impliquant les pompes calciques
SERCA1 Muscle Mutation Maladie de
squeletique spontanée Brody
SERCA2 Keratinocyte Mutation Maladie de
spontanée Darier
SERCA2 Myocarde Expression Hypertrophie
diminuée cardiaque
SERCA3 Plaquette Expression Hypertension
_ augmentée
SERCA3 Cellulesbdu  Mutation Diabétes
pancréas spontanée
Pompe Ca® Keratinocyte Mutation Pemphigus bénin
Golgi spontanée chronique
familial




Pathologies impliquant la libération de Ca2*

Geni

RyR1 Muscle Mutation spontanée Hyperthermie
squeletique maligne
Myopathies des cores
centraux
RyR2 Myocarde Expression Cardiomyopathie
- diminuée
FKBP 12.6 Myocarde Effet FK506 Hypertrophie
cardiaque
IP;R1 Systéme Mutation spontanée Souris opisthotonos
nerveux
PS1 PS2  Systéme Mutation spontanée Maladie d’ Alzheimer
nerveux

o

Homéostasie calcique et maladie d "Alzheimer - .

" Familisl AD Sporsdic AD
» PS1 ihsatxns * Decreasid A Chearancy
*» PS2 mrations * Allgrixd APP processiny
* APP mutatons (7) " APCE4
) Ammdw pm.ssﬁég ncstaw.iuhnn of ER calcium homaeostasis
* Incraased Abysa Sy -} -C;u &I scwlwesmcream
* Cecreesed AP?; capacitative zaizom entry
* Incressed ACD . N‘ered EAChons wilh ofher prcles

qeg cdmni&n mm_.m rymodne r'.-:eplo']

\/

Dwmtrnm m
* andam\:
| = Avormd synaptc plastcity
s s « Excitolexcty
Dementia 1—" = Apoptosirocoss == TAU hyperphosphorylation

{I_.aFer!a, 2002, Nature Rey Neurosc, 3 : 862

Nature Reviews | Neuroscisnce
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