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> Uion calcium (Ca?*) est un second
messager universel qui contrGle un tres
grand nombre de processus biologiques,
tels que la contraction musculaire, la
mémorisation, la fertilisation, la sécré-
tion, la transcription des genes, le trafic
cellulaire, le métabolisme, la croissance
et ’adhérence cellulaire ou bien encore
Iapoptose. Afin de controler spécifi-

quement tous ces processus, le signal
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calcique est régulé, de facon trés fine en
amplitude et de fagon spatio-temporelle,
par plusieurs protéines de mobilisation
et de liaison du calcium (Figure 1).

€n condition de repos, la concentra-
tion de calcium libre dans le cytosol
([Ca®]cyt) est maintenue & des niveaux
trés faibles (0,1 & 2uM) par rapport a la
concentration calcique dans le milieu
extracellulaire et dans le réticulum
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endoplasmique (RE) (1 a2 mM). Le signal
calcique résulte d’une élévation de la
concentration du calcium cytosolique a
la suite de sa libération des stocks intra-
cellulaires, en particulier le RE, ou de son
entrée depuis I’espace extracellulaire
(Figure 1). Outre le RE, la mitochondrie
constitue un organite d’accumulation
de calcium pouvant contréler a la fois
’amplitude, la durée, la localisation et
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la propagation des élévations calciques
cytosoliques, et le recyclage du Ca®* vers
le RE. Paccumulation du Ca?* par les
mitochondries est assurée par I’élévation

localisée de la [Ca’*Jcyt a proximité
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d’une grande spécificité subcellulaire,
comme les sondes aequorine et les son-
des fluorescentes « FRET » (fluorescence
resonance electron transfert), permet
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Figure 1. Principaux acteurs de la signalisation calcique intracellulaire. La stimulation extracellulaire des récepteurs membranaires a activité
tyrosine kinase (RTK) et ceux couplés aux protéines G (RCPG) déclenche une cascade de réactions qui aboutit, via I’hydrolyse du phospho-inositol
1-4,5-biphosphate (PIP2) par la phospholipase C (PLC), & la production du second messager IP3 (inositol 1-4,5-triphosphate) et du diacylglycérol
(DAG). LIP3 se lie a son récepteur (RIP3) et détermine la sortie du Ca?* du réticulum endoplasmique (RE) vers le cytosol. Dans les cellules excita-
bles, la sortie du Ca?* du RE est assurée par les récepteurs de la ryanodine (RyR). A la suite de la déplétion des réserves calciques intracellulaires,
la cellule active Iinflux calcique @ travers la membrane plasmique par un processus appelé capacitative calcium entry (CCE). augmentation de
la [Ca®] intracellulaire fait intervenir également les canaux calciques (SOC, VOC, SMOC et ROC) localisés au niveau de la membrane plasmique
(MP). Les élévations de la [Ca®*] cytosolique sont finement régulées, notamment par les SERCA (sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase) qui
pompent le Ca?* du cytosol vers le RE, les PMCA (plasma membrane calcium ATPase) qui pompe le calcium du cytosol vers I"espace extracellulaire et
Iéchangeur Na*/Ca?* (NCX) faisant sortir le Ca®* vers le milieu extracellulaire. 'accumulation du Ca®* par la mitochondrie implique deux protéines :
VDAC (voltage dependant anion channel) et UP (uniporter). ’efflux calcique mitochondrial implique les échangeurs Na*/Ca?* (NCX) et H*/Ca?*
(HCX) qui utilisent la force motrice due a 'entrée du Na+ et du H* pour faire sortir le Ca®*. Uexpression des protéines SERCAI tronquées (S1T) induit
la diminution du stock calcique du RE en augmentant la fuite passive du calcium de cette organite [9]. La protéine S1T localisée au niveau des sites

de contact RE/mitochondrie favorise le transfert du Ca?* vers la mitochondrie.
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actuellement d’évaluer la signalisation
calcique dans différents compartiments
subcellulaires et d’apprécier la com-
plexité de la dynamique de la signali-
sation calcique dans la régulation de
différents mécanismes cellulaires [2].
Les infections chroniques par le virus de
I’hépatite B (VHB) et le virus de I’hépa-
tite C (VHC) constituent deux facteurs
étiologiques majeurs dans le développe-
ment du CHC (carcinome hépatocellu-
laire), une des tumeurs les plus fréquen-
tes au monde (8¢ rang) [3, 4]. Limpact
de la signalisation calcique dans la car-
cinogenése hépatique a été mis en évi-
dence pour la premiére fois par les études
qui visaient a comprendre les mécanis-
mes oncogéniques liés a Iintégration
du génome du VHB dans le génome des
cellules hépatocytaires.

Lintégration du génome du VHB dans
I’ADN des hépatocytes peut induire des
réarrangements chromosomiques, la
transactivation de genes cellulaires par
des protéines virales tronquées (pro-
téines X et preS2/S) et la mutagenése
insertionnelle, c’est-a-dire la modifi-
cation quantitative ou qualitative de
I’expression du gene cellulaire ciblé par
Pintégration virale [5].

Pour étudier I'impact de la mutageneése
insertionnelle dans la carcinogeneése

hépatique liée au VHB, notre équipe a
développé une méthode originale, fon-
dée sur la Alu-PCR, permettant I'ampli-
fication sélective des sites d’intégration
de I’ADN du VHB dans I’ADN cellulaire
[6].

L'utilisation de cette approche nous
a permis d’isoler I'intégration du VHB
dans plusieurs genes importants pour
la croissance/différenciation/mort cel-
lulaire, y compris dans des genes clés
de la signalisation calcique: les genes
IP3R (inositol triphosphate receptor)
de type 1 et de type 2, le gene SERCAI
(sarco-endoplasmic reticulum calcium
ATPase) et le géne SMOCI (SPARC related
modular calcium binding 1) [7] .
U'analyse moléculaire de 'intégration du
VHB dans le géne SERCAI (qui code une
protéine ATP-dépendante capable de
«pomper » le calcium contre gradient du
cytosol vers le RE) a montré Iexistence de
deux transcrits hybrides X-VHB/SERCA1
constitués par une séquence X du VHB en
5 et une séquence SERCAI en 3’ caracté-
risée par un épissage alternatif de I’exon
4 et/ou I'exon 11 donnant naissance a un
codon stop prématuré au niveau de I’exon
12 [8]. Les transcrits SERCAL épissés
et non chimériques ont été par la suite
clonés a partir du foie humain normal et
codent des protéines SERCAL tronquées
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(SIT) qui, ayant perdu 6 des 7 résidus
de liaison de calcium, ne peuvent plus
fonctionner comme des pompes calci-
ques. Lutilisation des sondes aequorine
recombinantes a permis de montrer que
leur expression induit la diminution du
stock calcique du RE en augmentant la
fuite passive du calcium de cet orga-
nite [9]. Lutilisation de la sonde calci-
que FRET «Pericam» et de I'imagerie a
haute résolution a montré par la suite
que la protéine S1T augmente les sites de
contact entre le RE et la mitochondrie et
induit une augmentation du transfert du
calcium du RE vers la mitochondrie. Ce
mécanisme joue un réle clé dans la régu-
lation de I'apoptose liée au stress du RE.
Ces travaux suggerent dans un cas de CHC
I'implication des protéines S1T cis-acti-
vées par I'intégration du VHB dans le pro-
cessus de carcinogenése hépatique via le
contrdle de la signalisation calcique et de
P’équilibre prolifération/apoptose [8, 91.
Ces résultats nous ont conduits a formu-
ler I’hypothese selon laquelle la régula-
tion de la signalisation calcique pour-
rait avoir, de fagon générale, un rdle
important en carcinogenése hépatique.
Pour tester cette hypothése, nous avons
étudié I'impact de deux protéines virales
essentielles en carcinogenése hépatique,
connues pour avoir un role pro-onco-
geéne, la protéine X du VHB (HBx) [3] et
la protéine de capside du VHC [4] sur la
signalisation calcique subcellulaire. Les
données de littérature indiquent que ces
deux protéines interferent sur I’équilibre
prolifération/apoptose cellulaire.

Nos résultats montrent que la protéine
HBx, localisée au niveau de la membrane
mitochondriale, détermine I'amplification
du signal calcique cytosolique plus parti-
culierement au niveau du domaine localisé
sous la membrane plasmique. Cet effet est
relayé par le clivage et I'inactivation cas-
pase-3 dépendante de la PMCA (plasma
membrane calcium ATPase) impliquée
dans extrusion du calcium du cytosol
vers le milieu extracellulaire. Nos résultats
montrent I'importance des altérations de
la signalisation calcique dans le controle
du processus d’apoptose induit par I’HBx



[10] (Figure 2). D’autres travaux ont rap-
porté que I’élévation calcique cytosolique,
induite par I’HBx, active, d’une part, les
kinases PyK2 (proline rich tyrosine kinase-
2) et FAK (focal adhesion kinase) activant
a leur tour la réplication de I’ADN du VHB
[11] et, d’autre part, favorise I"assem-
blage de la capside virale [12] (Figure 2).
La synthese et la maturation de la protéine
de capside du VHC se font au niveau du RE.
Nous avons donc formulé I’hypothese selon
laquelle cette protéine pourrait modifier la
signalisation calcique de cet organite. Nous
avons montré que la capside induit le stress
du RE et la diminution de la concentration
en calcium du RE. De plus, les résultats
d’imagerie et de microscopie électronique
montrent sa translocation du RE vers la
mitochondrie, a travers les contacts RE-
mitochondries. La baisse de la concentra-
tion calcique du RE induite par la capside du
VHC active a la fois les voies apoptotiques
spécifiques du RE (expression de CHOP/
GADD153, growth arrest and DNA-inducible
gene 153) et de la mitochondrie (activation
de Bax, dépolarisation de la membrane
mitochondriale et libération du cytochro-
me c). En effet, nos travaux ont montré que
la correction de la déplétion calcique du
RE par la transfection de SERCA2 permet
d’inhiber "apoptose mitochondriale. Ces
résultats obtenus in vitro (en exprimant la
protéine de capside seule) ont été validés
par la suite dans le modele «réplicon» du
VHC (exprimant I’ensemble des protéines

du VHC) et chez des souris transgéniques
exprimant la protéine de capside du VHC
[13] (Figure 2). |l a également été rapporté
que la réduction de la [Ca®*]RE active les
lymphocytes T via le facteur de transcription
NFAT (nuclear factor of activated T cells)
[14] (Figure 2). D’autres protéines du VHC
interferent potentiellement avec la signali-
sation calcique intracellulaire, notamment
la sérine phosphoprotéine NS5A qui active
STAT-3 et NF-KB par un mécanisme cal-
cium-dépendant [15] (Figure 2).

Ces résultats montrent le r6le potentiel
du déreglement de la signalisation calci-
que dans les infections chroniques liées
au VHB et VHC et le développement du
carcinome hépatocellulaire et suggerent
que la modulation pharmacologique fine
de la signalisation calcique subcellu-
laire pourrait étre une voie intéressante
dans la prévention et/ou le traitement
des lésions hépatiques associées aux
infections par ces deux virus. ¢

Impact of calcium signaling

in liver carcinogenesis

REFERENCES

1. Berridge MJ, Bootman MD, Roderick HL. Calcium
signalling: dynamics, homeostasis and remodelling.
Nat Rev Mol Cell Biol 2003 ; 4 : 517-29.

. Rizzuto R, Pozzan T. Microdomains of intracellular
Ca®*: molecular determinants and functional
consequences. Physiol Rev 2006 ; 86 : 369-408.

. Kremsdorf D, Soussan P, Paterlini-Brechot P, et al.
Hepatitis B virus-related hepatocellular carcinoma:
paradigms for viral-related human carcinogenesis.
Oncogene 2006 ; 25 : 3823-33.

~

o~

'S

2]

o

~

o

10.

1

—

12.

13.

14,

15.

. Levrero M. Viral hepatitis and liver cancer: the case of

hepatitis C. Oncogene 2006 ; 25 : 3834-47.

. Brechot C, Gozuacik D, Murakami Y, et al. Molecular

bases for the development of hepatitis B virus (HBV)-
related hepatocellular carcinoma (HCC). Semin
Cancer Biol 2000 ; 10 : 211-31.

. Minami M, Poussin K, Kew M, et al. Precore/core

mutations of hepatitis B virus in hepatocellular
carcinomas developed on noncirrhotic livers.
Gastroenterology 1996 ; 111 : 691-700.

. Murakami Y, Saigo K, Takashima H, et al. Large scaled

analysis of hepatitis B virus (HBV) DNA integration in
HBV related hepatocellular carcinomas. Gut 2005 ;
54 :1162-8.

. Chami M, Gozuacik D, Saigo K, et al. Hepatitis B virus-

related insertional mutagenesis implicates SERCAL
gene in the control of apoptosis. Oncogene 2000 ;
19 : 2877-86.

. Chami M, Gozuacik D, Lagorce D, et al. SERCAL

truncated proteins unable to pump calcium reduce
the endoplasmic reticulum calcium concentration and
induce apoptosis. J Cell Biol 2001 ; 153 : 1301-14.
Chami M, Ferrari D, Nicotera P, et al. Caspase-
dependent alterations of Ca®* signaling in the
induction of apoptosis by hepatitis B virus X protein.

J Biol Chem 2003 ; 278 : 31745-55.

. Bouchard MJ, Wang LH, Schneider RJ. Calcium

signaling by HBx protein in hepatitis B virus DNA
replication. Science 2001 ; 294 : 2376-8.

Choi Y, Gyoo Park S, Yoo JH, et al. Calcium ions affect
the hepatitis B virus core assembly. Virology 2005 ;
332 :454-63.

Benali-Furet NL, Chami M, Houel L, et al. Hepatitis C
virus core triggers apoptosis in liver cells by inducing
€R stress and €R calcium depletion. Oncogene 2005 ;
24 :4921-33.

Bergqvist A, Sundstrom S, Dimberg L, et al. The
hepatitis C virus core protein modulates T cell
responses by inducing spontaneous and altering TCR
triggered Ca®* oscillations. J Biol Chem 2003 ;

278 :18877-83.

Gong G, Waris G, Tanveer R, et al. Human hepatitis C
virus NS5A protein alters intracellular calcium levels,
induces oxidative stress, and activates STAT-3 and
NF-kappa B. Proc Natl Acad Sci USA 2001 ;
98:9599-604.

ILLUSTRATIONS DES ARTICLES (vignettes) : p. 151 : monocyte (photo Dimitri Dantchev - © Photothéque Inserm) - p. 161 : structure 3D d’une molécule HLA
(photo Jean-Michel Claverie - © Photothéque Inserm) - p. 167 : le marqueur lysosomal Lamp-1 est représenté en vert, alors que les complexes CMH de classe | sont
en rouge. Les cellules colorées sont des cellules dendritiques humaines, produites par culture de monocytes de sang humain en présence d’IL-4 et de GM-CSF pen-
dant une semaine. La photo montre des cellules non activées, ot [’on trouve une bonne partie des molécules du CMH-I dans U'appareil de Golgi, et LAMP-1 dans des
structures tubulaires (© photo Peter van Endert) - p. 173 : réticulum endoplasmique, appreil de Golgi et endosomes (© photo Thierry Galli). - p. 180 : présence de
peptide afi chez des souris transgéniques APPxPS1 (© photo Charles Duyckaerts) - p. 187: pollution atmosphérique (© photo Elodie Bonay) - p. 193 : coupe sagit-
tale de cerveau humain (photo Stéphane Lehéricy - © Photothéque Inserm) - p. 198 : cellules déciduales de l'utérus (photo Claude le Goascogne - © Photothéque
Inserm) - p. 205 : Mycobacterium tuberculosis (photo Michel Depardieu - © Photothéque Inserm) - p. 210 : séquences d’ADN (photo Bertrand Jordan - © Photothéque
Inserm) - p. 217 : embryon au stade blastocyste (© photo Jean-Paul Renard) - p. 219 : protéasome 20S de mammifére (© photo Olivier Coux).

Retrouvez chaque mois médecine/sciences

sur France-Info dans la chronique « Info-Sciences »
de Marie-0dile Monchicourt, du lundi au mercredi.

france-info.com

M/S n° 2, vol. 23, février 2007

135

MAGAZINE

NOUVELLES




