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Les protéines

de liaison du calcium
peuvent-elles étre des cibles
de nouveaux médicaments ?

Jacques Haiech, Claire Pigault, Rania Dagher,

Pascal Villa, Marie-Claude Kilhoffer

Les nouveaux paradigmes

de la biologie

> La complexité du vivant a de tout temps
fasciné le biologiste qui I’a décrite mais
n’a pu la saisir dans sa globalité. La
génomique n'a pas fait qu’apporter une
connaissance des génomes complets
d’organismes, elle a amené le biologiste
a considérer I'organisme vivant comme
un ensemble borné que I'on pouvait glo-
balement quantifier et non pas seule-
ment décrire. La génomique et la génomi-
que fonctionnelle n’ont pas simplement
construit un ensemble de techniques per-
mettant d’appréhender une cellule dans
son exhaustivité mais elles ont aussi
changé les paradigmes de la biologie.
Au dogme simplificateur de I’étude des
objets «un gene, une protéine, une
pathologie » se substitue le paradigme
des relations entre objets «un module
transcriptionnel, un réseau de régulation,
un ensemble de symptomes ». £t grdce a
I’apparition des techniques de I’-omique,
nous sommes en train de passer d’une
description qualitative a une prédiction
quantitative de la complexité du vivant,
en d’autres termes de la biologie a la
biologie globale (system biology pour nos
confréres anglo-saxons) [1].

Pour déchiffrer la complexité du vivant,
nous pouvons suivre les pas de Jac-
ques Monod et décrire quantitativement
les différents niveaux de régulation du
vivant, entre autres :

- régulation de la quantité de protéi-
nes et des modifications covalentes via
I’analyse protéomique;
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- régulation de I'activité ou de la struc-
ture des complexes protéiques par des
modulateurs allostériques.

Ces niveaux de régulation sont sous le
contrdle de signaux (calcium, AMP cycli-
que...) activés par des stimulus externes
ou internes a la cellule.

Le signal calcium, un point d’entrée
pour déchiffrer le vivant

A partir des années 1950, des outils
d’investigation remarquables ont été
créés afin d’étudier le signal calcium,
notamment les tampons calciques
(EDTA, EGTA, BAPTA) puis les sondes
calciques (Fluo3, Indo4) et enfin des
systémes permettant de le perturber a
volonté (calcium libérable d’une molé-
cule cagée) [2, 3].

La connaissance du génome humain
permet un recensement quasiment
exhaustif des génes codant pour les
canaux calciques (générateurs du
signal), des pompes et des échan-
geurs (suppresseurs du signal) et des
protéines de liaison du calcium (pre-
miére étape de déchiffrage du signal
calcium). Des bases de données net-
toyées et annotées des génes codant
pour des protéines impliquées dans la
signalisation calcique sont en train
d’étre constituées [4]. Elles sont des
noyaux de nucléation et de structu-
ration des connaissances nécessaires
pour modéliser puis simuler les réseaux
de régulation calcique dans une cellule
a un moment donné et dans un état
physiologique spécifique.

Comme en physique, nous pouvons
confronter les simulations d’un modele
théorique avec les résultats expérimen-
taux obtenus en perturbant le systeme
biologique et en regardant son retour
a I’équilibre. Des outils ont ainsi été
développés pour perturber un systeme
biologique au niveau génétique (inac-
tivation ou modification des génes), au
niveau transcriptionnel (modification
du contenu en transcrits par 'utilisation
d’ARN interférents par exemple) et au
niveau protéique par I’utilisation d’outils
pharmacologiques (petites molécules
capables d’interagir spécifiquement
avec une forme protéique précise). Ces
outils agissent dans des domaines de
temps différents allant de la génération
pour I'inactivation génique a la minute
pour I'outil pharmacologique. Ils sont
indispensables pour mettre en place des
modeles du vivant, d’abord pour aider a
simuler, et donc a prédire la complexité
du vivant, avant peut-étre d’essayer de
développer des théories explicatives du
vivant.

Dés 1997, avec Marcel Hibert, nous
nous sommes apercus que si des efforts
importants étaient consentis pour se
donner les moyens de perturber le vivant
au niveau des génes et des transcrits,
peu d’équipes travaillaient sur le déve-
loppement d’outils pharmacologiques
ayant pour but de perturber les protéi-
nes. Les technologies nécessaires pour
le développement de petites molécu-
les biologiquement actives sont plutot
I’apanage des grandes entreprises phar-
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maceutiques. De plus, une multidiscipli-
narité active entre pharmacochimistes
et biologistes se doit d’exister, ce qui
nécessite I’existence d’une masse criti-
que de chimistes et de biologistes dans
un méme batiment (en 1997, seule la
faculté de pharmacie de Strasbourg pré-
sentait en France cette caractéristique,
fruit d’une histoire vieille de plus de
vingt ans).

Des outils pour modéliser

puis pour expliquer le vivant

Trouver et optimiser des molécules qui
interagissent spécifiquement avec une
conformation protéique nécessite trois
unités fonctionnelles :

- pour rassembler les molécules synthé-
tisées dans les laboratoires publics afin
de constituer une collection de molé-
cules qui pourront ensuite étre testées.
€n partant des molécules qui consti-
tuent le patrimoine du laboratoire de
pharmacochimie de Strasbourg, une
chimiothéque a commencé a étre mise
en place en utilisant les procédures
et les formats en cours dans I'indus-
trie pharmaceutique. Cette initiative
a été étendue au niveau national et
constitue aujourd’hui la chimiotheque
nationale qui fédere les collections de
molécules de plus de 17 laboratoires.
Demain, cette collection devrait deve-
nir une collection académique euro-
péenne de molécules (http://chimio-
theque-nationale.ensem.fr/) ;

- pour constituer la collection des par-
ties codantes d’une famille de genes
(génothéque) d’intérét dans un vecteur
d’expression eucaryote ou procaryote
afin de les exprimer et de les purifier
pour constituer une ciblotheque. C'est
ce travail qui a commencé et devrait
étre amplifié pour les génes codant pour
les protéines intervenant dans le signal
calcium.

- pour mettre en ceuvre des essais géné-
riques pour détecter les molécules de
la chimiothéque qui interagissent spé-
cifiquement avec les éléments de la
ciblothéque. Nous avons utilisé les tech-
niques de fluorescence pour réaliser ces
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types d’essai, le transfert d’énergie par
résonance de fluorescence (FRET) pour
les protéines membranaires et I’aniso-
tropie de fluorescence pour les protéines
solubles.

La plate-forme de chimie biologique
intégrative de Strasbourg rassemble
ces trois unités fonctionnelles et per-
met ainsi de mettre en place des essais
de criblage @ moyen et haut débit de
la chimiothéque nationale en partant
de cibles exprimées et purifiées. Les
molécules ainsi trouvées sont alors
optimisées afin de devenir des outils de
recherche permettant, en perturbant
la protéine visée, d’en déchiffrer son
role fonctionnel. Aprés avoir validé
cette approche sur des protéine kina-
ses dont I'activité est dépendante de
la calmoduline [5], nous sommes en
train de généraliser cette approche a la
famille des protéines liant le calcium et
a la calmoduline en particulier. La dis-
ponibilité d’une famille de molécules
capables d’interagir avec différentes
conformations de la calmoduline, et
ainsi de perturber de maniére différen-
tielle les diverses fonctions de cette
protéine, devrait permettre de dissé-
quer le réle de la calmoduline (mais
aussi a terme des différentes protéines
de liaison du calcium) dans une cellule
eucaryote dans un état physiologique
défini.

La connaissance de la fonction des cal-
ciprotéines permet alors de valider leur
role dans un état physiopathologique.
Les molécules interagissant spécifi-
quement avec la cible thérapeutique
validée deviennent alors des points de
départ pour développer des candidats
médicaments dans la pathologie étu-
diée. Nous savons que la calmoduline
en particulier, et les calciprotéines
en général, sont impliquées dans de
nombreuses pathologies. Mais nous ne
connaissons pas leurs roles exacts et
nous ne possédons pas encore de molé-
cules avec une bonne spécificité d’ac-
tion. Ainsi, si des inhibiteurs du signal
calcique existent et sont utilisés pour
valider le role de protéines impliquées

dans cette signalisation dans diverses
pathologies [6, 7], ceux-ci sont sou-
vent peu spécifiques et ne permettent
pas actuellement de développer des
médicaments avec de bonnes chances
de succes. Il y a fort a parier que les
prochaines années verront se déve-
lopper des molécules spécifiques des
calciprotéines qui seront des outils de
recherche importants pour la compré-
hension de la signalisation calcique. La
France avec la création du GDR signal
calcium a les compétences et les forces
pour jouer un réle important dans ce
domaine.

Les thérapies de demain :

une molécule pour la maladie

et des biomarqueurs pour le malade
Par cette approche nouvelle qui met
en synergie la quéte de molécules
(outils de recherche mais aussi can-
didats médicaments), nous pensons
que les protéines impliquées dans la
signalisation calcique, et en particu-
lier les protéines capables de lier le
calcium, sont en passe de devenir des
cibles thérapeutiques importantes [8,
91. Si, actuellement, la famille protéi-
que, qui constitue le gisement le plus
important de cibles thérapeutiques,
est la famille des récepteurs couplés
aux protéines G (en amont du signal
calcium et du signal AMP cyclique),
des médicaments agissant sur les pro-
téines impliquées dans la transduction
du signal calcium (en particulier les
protéine kinases) sont en train d’ap-
paraftre dans les différentes phases
d’essais cliniques. Le travail réalisé
sur la famille des calciprotéines n’a
pas seulement pour objectif de trou-
ver des outils de recherche et des
candidats médicaments, mais il per-
met aussi de suivre la régulation de
I’expression génique de cette famille
et de pouvoir I"utiliser comme bio-
marqueurs dans les pathologies can-
céreuses et inflammatoires [10-12].
Des éléments de la sous-famille S100
des protéines liant le calcium consti-
tuent déja des biomarqueurs impor-
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tants dans le mélanome et la maladie
d’Alzheimer mais aussi dans la plupart
des pathologies inflammatoires tant
centrales que périphériques et dans le
suivi thérapeutique de ces maladies,
permettant ainsi une stratification
des patients. La thérapie de demain
associera une molécule ayant pour
cible thérapeutique d’une pathologie,
une protéine de liaison du calcium et
des biomarqueurs utilisant le niveau
d’expression d’un ensemble de cal-
ciprotéines afin de suivre I’évolution
thérapeutique du malade. ¢

Calcium binding proteins

as therapeutic targets?
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>La formation du systeme nerveux des
vertébrés débute au moment de la gas-
trulation avec I'induction et la formation
de la plaque neurale sur la face dorsale
de ’embryon. Au stade blastula et jeune
gastrula (7 & 9 heures aprés la féconda-
tion), I’ectoderme de I’amphibien Xeno-
pus laevis peut évoluer vers un destin
épidermique ou neural. Les travaux de
la derniere décennie ont montré que
I’ectoderme se détermine en épiderme
en réponse a I’activation de la voie de
signalisation BMP4 et prend un destin
neural lorsque cette voie est inhibée par
des facteurs secrétés par le mésoderme
dorsal, tels que noggin, chordin ou fol-
listatine. L'induction neurale se ferait
donc selon un mécanisme « par défaut »,
qui ne nécessiterait que Iinhibition de
la voie BMP4 et ne conduirait pas a
I"activation d’une cascade de transduc-
tion spécifique [1]. Ce modéle, bien que
largement admis, présente des limites.
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Il 'a été principalement établi a partir
d’expériences réalisées sur des ecto-
dermes isolés et jamais sur I’embryon
entier. Le modele d’induction neurale
«par défaut» n’est pas généralisable
a "embryon de poulet ou d’ascidie, ou
Ilinduction neurale nécessite un signal
instructif faisant entre autres intervenir
la voie de signalisation FGF [2]. Des
résultats récents obtenus sur I’embryon
de xénope montrent que la répression de
la voie de signalisation BMP4 est requise
pour supprimer le destin épidermique
mais qu’elle n’est pas suffisante pour
induire le destin neural [3].

Un certain nombre de travaux anciens ont
permis de penser que le calcium jouait
un rdle important dans le déclenchement
de I'induction neurale. €n 1964 Barth et
Barth [4] furent les premiers & suggérer
que I’environnement ionique et en parti-
culier le Ca®* contrdlait la neuralisation
de I’ectoderme de Rana pipiens. De plus
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la dissociation des cellules de I'ectoderme
dans des milieux privés de Ca?* oriente leur
détermination vers la voie neurale [5, 6].

La neuralisation par dissociation

des cellules de I’ectoderme

est associée a un signal calcique

Nous avons montré que la dissocia-
tion entrafne une augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium
([Ca?*1i). Cette augmentation est provo-
quée par une sortie du Ca®* intracellulaire
due a la modification du gradient calcique
entre les milieux intra- et extracellulaires
[7]. Ces résultats ainsi que ceux obtenus
par Iéquipe de De Robertis [8] montrent
que I'effet observé n’est pas dli a une sim-
ple dilution des inducteurs épidermiques
(BMP) ou une variation d’affinité de ces
molécules vis-a-vis de leurs récepteurs
qui entraineraient une neuralisation de
’ectoderme par défaut comme il a été
proposé par certains auteurs [9].



