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Régulation du récepteur
de l'inositol 1,4,5-triphosphate

Le controle de 'homéostasie du Ca?
représente une activité fondamenta-
le des cellules eucaryotes et est
essentiel au role de messager intra-
cellulaire du Ca*. La concentration
de Ca* cytosolique [Ca?'], mainte-
nue a un niveau tres bas dans une
cellule au repos (50-200 nM) peut
augmenter rapidement apres une sti-
mulation hormonale [1]. La mobili-
sation du Ca* accumulé dans des
réservoirs intracellulaires est un évé-
nement primordial dans la transduc-
tion du signal hormonal et la plu-
part des éléments moléculaires
nécessaires pour constituer des orga-
nites capables de stocker et libérer
rapidement le Ca?* ont été identifiés
au cours de ces derniéres années
[2]. I est admis qu’au moins trois
types de protéines sont nécessaires
pour constituer un réservoir calcique
fonctionnel : une Ca*-ATPase res-
ponsable du transport du Ca* a tra-
vers la membrane ; une ou plusieurs
protéines ayant une grande capacité
de liaison du Ca?*, localisées a I'inté-
rieur du réservoir ; et enfin un canal
calcique capable de libérer rapide-
ment le Ca* apres activation. Le
canal calcique responsable de la
mobilisation du Ca?* intracellulaire
des cellules non musculaires est acti-
vé par l'inositol 1,4,5-triphosphate
(InsP3) produit de I'hydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5-bisphospha-
te membranaire [3]. Le récepteur
de I'InsP3, particulierement abon-
dant dans les neurones de Purkinje
du cervelet, a été identifié ; son
ADNCc a été cloné et caractérisé. Ce
récepteur est constitué de quatre
sous-unités identiques ayant chacune
un poids moléculaire estimé a 260 kDa.
La structure primaire du monomere

m/s n° 10, vol. 10, octobre 94

a été déduite de la séquence de
I'ADNc du cervelet de souris ou de
rat. Les domaines transmembra-
naires (probablement six) contenant
la partie canal ont été localisés du
cOté carboxy-terminal et la tres large
partie de la molécule dirigée vers le
cytoplasme est constituée d’'un
domaine de liaison du coté amino-
terminal et d’un domaine intermé-
diaire de couplage avec le canal cal-
cique [4] (figure 1). Cette structure
rappelle particulierement celle du
récepteur de la ryanodine, canal cal-
cique du réticulum sarcoplasmique
des fibres musculaires impliqué lui
aussi dans la libération de Ca** intra-
cellulaire. Plusieurs types de récep-
teur de I'InsP3 produits par quatre
genes différents ont été identifiés et
différentes isoformes du récepteur
de type 1 proviennent de I'épissage
de deux segments localisés, respecti-
vement, dans le domaine de liaison
et le domaine de couplage [5].

Cependant, la diversité moléculaire
des éléments impliqués dans
I’lhomeéostasie du Ca* intracellulaire
ne permet pas de rendre compte de
I'extraordinaire complexité du déve-
loppement spatial et temporel de la
réponse calcique observée dans les
cellules uniques stimulées par un
agoniste [6, 7]. L’observation des
fluctuations de la [Ca?];, ou « oscil-
lations calciques », laisse supposer
que la libération du Ca?* par le canal
sensible a I'InsP3 peut étre soumise
a des mécanismes de régulation. La
propagation d’une vague calcique a
travers le cytoplasme, souvent asso-
ciée aux oscillations, suggere que les
organites intracellulaires impliqués
dans la mobilisation du Ca* sont
trés précisément organisés au sein

de la cellule. Des modéles expéri-
mentaux simplifiés ont été utilisés
afin de disséquer les étapes impli-
quées dans le développement des
réponses calciques au cours d’une
stimulation hormonale. Des cellules
dont la membrane plasmique a été
spécifiquement perméabilisée, ou
des microsomes enrichis en récep-
teur de I'InsP3, ont permis d’analy-
ser les séquences d'événements
impliqués dans les variations de
[Ca%], en aval de la production
d’InsP3. Il est ainsi apparu que la
libération de Ca? par I'InsP3 était
particulierement complexe. [.a pre-
miére surprise fut de constater que
les faibles concentrations d’InsP3 ne
peuvent libérer qu'une fraction du
contenu du (des) réservoir(s) sen-
sible(s) a 1'InsP3. Cette observation
suggere que, soit les réservoirs cal-
ciques présentent des sensibilités dif-
férentes pour I'InsP3, soit il existe
une forme de rétrocontrole de la
libération de Ca?* [8]. Par ailleurs, la
sensibilité du canal calcique a
I'InsP3 dépend de maniére bipha-
sique de la concentration du Ca*
dans le milieu d’incubation. Aux
faibles concentrations (< 0,3 pM), le
Ca?* agit comme un co-agoniste alors
que, aux concentrations plus élevées,
il inhibe I'effet de I'InsP3 condui-
sant ainsi a un rétrocontrole négatif
[9, 10]. Ces observations suggerent
que les propriétés du récepteur-
canal de I'lnsP3 dépendent de la
présence de régulateurs dans le cyto-
sol. Le récepteur de I'InsP3, cible de
nombreuses régulations par les pro-
téine kinases, les nucléotides adény-
liques, le pH ou les cations divalents,
est susceptible de participer a la
complexité du signal calcique.
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Régulation par le pH, le Mg? et le
Ca?t

[’étude des caractéristiques de liai-
son de I'InsP3 a son récepteur dans
plusieurs tissus a fait apparaitre des
divergences importantes. La constan-
te de dissociation varie de 2 a
300 nM selon les tissus et, parfois, au
sein d’'un méme tissu comme le cer-
velet, on peut trouver des diffé-
rences d’un facteur 10 selon les
études [11]. Cela suggere que le
récepteur de I'InsP3 peut présenter
des propriétés différentes selon son
origine tissulaire, mais aussi selon les
conditions expérimentales utilisées.
Ainsi, par exemple, la liaison de
I'InsP3 a son récepteur augmente en
fonction du pH pour étre maximale
a pH 8,0-8,5. Cet effet est dit a une
augmentation de I'affinité du ligand
pour son récepteur. Il est possible
que, in vivo, I'alcalinisation du cyto-
sol résultant de la stimulation des
cellules par certains facteurs de
croissance ou certaines hormones
puisse entrainer une facilitation de
la libération de Ca?*.

Les cations divalents sont également
impliqués dans la régulation du
récepteur de I'InsP3. Le Mg?* entre
10 pM et 1 mM inhibe de facon non
compétitive la liaison de I'InsP3 ;
cependant, il n’est pas évident que
cet effet ait des répercussions physio-
logiques. Le Ca* cytosolique inter-
vient de facon beaucoup plus impor-
tante dans la régulation des
propriétés du récepteur de I'InsP3.
Il a été démontré que le Ca? inhibe
la liaison de I'InsP3 sur des micro-
somes préparés a partir de cervelet,
la concentration de Ca? provoquant
la moitié de I'effet maximum étant
d’environ 0,3 pM. Cet effet pourrait
rendre compte de I'inhibition par le
Ca?" de la mobilisation du Ca?* intra-
cellulaire observée dans différents
types cellulaires. Le récepteur puri-
fié est insensible au Ca?* et la sensi-
bilité est restaurée par l'addition
d’une protéine membranaire intrin-
seque de 15 kDa, appelée calmédi-
ne. Cette protéine est présente dans
les cellules du systéme nerveux cen-
tral mais semble peu abondante
dans les tissus périphériques [12].
L’inhibition de la libération de Ca?

— par le Ca?* cytosolique observée dans
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Figure 1. Représentation schématique du récepteur de I'lnsP3. Les six
domaines transmembranaires sont localisés dans la partie carboxy-termi-
nale, le domaine de liaison est situé dans la partie amino-terminale. Un
domaine de régulation contient les sites de phosphorylation (P) par la pro-
téine kinase A et les sites de liaison de I'ATP. Les sites phosphorylés par la
protéine kinase C ou la protéine kinase dépendante de la calmoduline
(protéine kinase CaM) ne sont pas identifiés. Le récepteur est constitué de
quatre sous-unités, contenant chacune un site de liaison pour I'InsP3. Le
Ca* libéré du réticulum endoplasmique (RE) peut interagir avec la calmodu-
line (CaM) et entrainer une phosphorylation du récepteur. Il peut aussi, par
une voie inconnue, modifier les propriétés de liaison du récepteur.

la plupart des cellules ne peut donc
pas s’expliquer uniquement par une
diminution d’affinité dépendante de
la calmédine. De plus, I'inhibition
de la liaison de I'InsP3 par le com-
plexe calmédine-Ca?* ne permet pas
d’expliquer le role de co-agoniste
attribué au Ca?* dans plusieurs types

cellulaires. Un autre mécanisme de
régulation par le Ca% a été proposé
a partir d’expériences effectuées sur
des hépatocytes ou des fractions
membranaires préparées a partir de
foie de rat. Des expériences de liai-
son et de libération de Ca? par
I’InsP3 menées en parallele sur des
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Figure 2. Oscillations de la [Ca?],
induites par la noradrénaline dans
un hépatocyte isolé. Lorsque la
[Ca?], est a son niveau de base
(100 nM), le récepteur de I'lnsP3 est
dans un état de basse affinité actif
(Ag). En présence d'InsP3, la [Ca?'];
augmente et l'affinité de la forme
active du récepteur augmente pour
donner la forme active de haute affi-
nité (Ay). Lorsque la [Ca?]; dépasse
600 nM, le récepteur bascule dans
un état inactif (I) ayant une haute
affinité pour I'lnsP3. La [Ca?'],
revient alors a son niveau de base.

hépatocytes perméabilisés ont per-
mis de définir deux états du récep-
teur de 1'InsP3 [13]. Un état (I),
inactivable, se définit par une forte
affinité pour I'InsP3 (Kd =2nM) et
par des cinétiques d’association et
de dissociation tres lentes, incompa-
tibles avec les cinétiques extréme-
ment rapides de libération du Ca?
intraréticulaire [14]. Un état acti-
vable (A) présente des affinités
variables pour I'agoniste (Kd entre 4
et 50 nM) ayant en commun une
cinétique d'association rapide, com-
patible avec la cinétique de libéra-
tion du Ca%. Cette forme A est sen-
sible aux agents réactifs des
fonctions thiols comme le thimérosal
ou le glutathion oxydé qui augmen-
tent I'affinité du récepteur pour
I'InsP3 et sensibilisent la libération
de Ca? aux faibles concentrations
d’InsP3 [15]. Cet effet est retrouvé
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dans différents tissus, y compris le
cervelet, indiquant que la régulation
de la forme A concerne plusieurs
types cellulaires. Dans le foie, le Ca?
produit deux effets différents selon
sa concentration. Aux faibles
concentrations, le Ca? reproduit
I’effet des réactifs des fonctions
thiols et augmente I’affinité de la
forme A du récepteur, conduisant
ainsi a une sorte de rétrocontrole
positif, ce qui explique I'effet de co-
agoniste attribué au Ca? cytosolique
au cours de la libération du Ca?
intraréticulaire [16]. Les concentra-
tions plus élevées de Ca?* transfor-
ment le récepteur en forme I,
conduisant ainsi au rétrocontroéle
négatif observé dans les hépatocytes
comme dans d’autres cellules [10].
Il faut remarquer que, selon le tissu
considéré, différents mécanismes
peuvent produire des effets iden-
tiques. Ainsi, le rétrocontréle négatif
est da, dans le cervelet, a une dimi-
nution de I'affinité du récepteur
provoquée par le complexe calmédi-
ne-Ca%, et dans le foie, a une trans-
formation du récepteur en forme I a
forte affinité. Si on ajoute a cela que
le rétrocontrole positif se développe
plus rapidement que le rétrocontro-
le négatif [17], on comprend que la
libération de Ca?" par I'InsP3 en
fonction de la concentration de Ca*
cytosolique puisse conduire a de
nombreuses combinatoires et a des
courbes «en cloche » typiques de
chaque type cellulaire.

Plusieurs groupes ont recherché une
régulation de I'ouverture du canal
par le Ca? intraréticulaire. Cette
hypothese a été proposée pour expli-
quer qu’a concentration sous-maxi-
male, I'InsP3 ne libére qu’une partie
du Ca? contenu dans le réticulum
endoplasmique : la baisse de la
concentration de Ca? intraréticulai-
re entrainerait une diminution de
I'affinité du récepteur pour I'InsP3,
donc une dissociation du complexe
ligand-récepteur et la fermeture du
canal [18]. Cependant, une telle
régulation n’a pas pu étre mise en
évidence expérimentalement, peut-
étre parce que la concentration de
Ca? intraréticulaire est difficilement
controlable.

Ces régulations du récepteur de
I'InsP3 par le Ca? peuvent jouer un

role fondamental au cours du déve-
loppement de la réponse de la cellu-
le cible a un agoniste. Dans une cel-
lule au repos, la [Ca?]; est faible
(environ 107 M) et les réservoirs cal-
ciques intracellulaires sont remplis.
La production d’InsP3 provoque
I'ouverture du canal et, par consé-
quent, une augmentation de la
[Ca%]; : Iaffinité du récepteur pour
I’'InsP3 est augmentée, entrainant
I'ouverture d’un plus grand nombre
de canaux ; la sortie du Ca?* intraré-
ticulaire est accélérée et permet la
phase de montée tres rapide du pic
calcique. Au sommet du pic, la
concentration de Ca? a atteint un
niveau suffisant pour que le récep-
teur de I'InsP3 se transforme en un
état inactif, I : le canal se referme et
la [Ca%*], revient a sa concentration
de repos grace a lactivité des
pompes calciques (figure 2). L’inacti-
vation du canal pourrait étre ampli-
fiée par l'effet de la diminution de
la concentration du Ca?* intraréticu-
laire. La fréquence des pics serait,
dans cette hypothése, régulée par
d’autres parametres tels que la vites-
se de repompage du Ca? dans les
réservoirs intracellulaires.

Le fait que le Ca? soit un co-agonis-
te de I'InsP3 signifie qu’'une aug-
mentation de la concentration de
Ca?* cytosolique peut abaisser le
seuil de sensibilité du récepteur
pour I'InsP3 et entrainer une libéra-
tion de Ca?' sans variation de la
concentration d’InsP3. Ainsi, par
exemple, les vagues et les oscillations
calciques qui se produisent lors de la
fécondation des ceufs de hamster
peuvent étre reproduites par I'injec-
tion, soit d’'InsP3, soit de Ca?*, et
bloquées par un anticorps spécifique
du récepteur de I'InsP3 [19]. Ce
résultat montre que le récepteur de
I’'InsP3 peut étre le support d’un
phénomeéne de Ca?-induced Ca*
release, identique a celui qui dépend
du récepteur de la ryanodine.

Phosphorylation du récepteur de
I'InsP3

Deux séquences consensus conte-
nant un résidu sérine ont été locali-
sées dans le domaine de régulation
du récepteur de type I et des études

in vitro ont montré que le réCepteur
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de I'InsP3 peut étre phosphorylé par
la protéine kinase dépendante de
I’AMPc (PKA) [4]. Il est intéressant
de remarquer que les deux sites de
phosphorylation sont situés de part
et d’autre d’'un segment absent des
tissus périphériques et présent uni-
quement dans les cellules du systeme
nerveux central. La phosphorylation
du récepteur de I'InsP3 par la PKA
entraine une diminution de la sensi-
bilité a I'InsP3 dans des microsomes
préparés a partir de cervelet [4].
Cependant, nous ne disposons pas
de données sur la signification phy-
siologique de cet événement dans les
neurones. En revanche, il est recon-
nu depuis longtemps que I’AMPc
potentialise la mobilisation du Ca?
dans les hépatocytes et les récents
progres permettant la mesure de la
[Ca%]; dans des hépatocytes uniques
ont permis de remarquer que
I’AMPc augmente la fréquence des
oscillations calciques induites par les
agonistes produisant de I'InsP3 [20].
Une étude récente montre que le
glucagon, par l'intermédiaire de
I’AMPc, entraine une phosphoryla-
tion du récepteur de 1'InsP3 hépato-
cytaire, accompagnée d'une aug-
mentation de la sensibilité a 1'InsP3
[21]. Ces résultats, s’ils sont confir-
més, suggerent que le récepteur de
I'InsP3 pourrait représenter un
point de rencontre de différentes
voies de signalisation intracellulaire.
D’autres études préliminaires indi-
quent que le récepteur de I'InsP3 est
aussi substrat de la protéine kinase C
et de la protéine kinase dépendante
du complexe Ca%-calmoduline. De
plus, le récepteur purifié aurait une
activité sérine kinase lui permettant
a la fois de s’autophosphoryler et de
phosphoryler des substrats exogénes
sur des résidus sérine [22]. Cepen-
dant, la signification physiologique
de ces phosphorylations n’est pas
encore bien comprise.

Les nucléotides adényliques

A des concentrations supérieures a
0,5 mM, I’ATP agit comme un inhibi-
teur compétitif de I'InsP3. Cepen-
dant, entre 10 et 500 pM, il augmen-
te la liaison de I'InsP3 a son
récepteur, probablement par une

e action de type allostérique. Il a, en
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effet, été montré que des analogues
radiomarqués de I'’ATP pouvaient
directement se lier au récepteur puri-
fié ; cela est confirmé par I'identifica-
tion de séquences spécifiques des
sites de liaison des nucléotides adény-
liques dans le domaine de régulation
du récepteur cérébelleux [4]. Des
études électrophysiologiques effec-
tuées sur le récepteur incorporé dans
des membranes artificielles ont mon-
tré que I’ATP augmente la fréquence
d’ouverture et la conductance du
canal calcique [23]. 11 est difficile
d’associer une signification physiolo-
gique a ces effets de I'’ATP, 4 moins
d’admettre qu’il puisse y avoir des
variations locales de la concentration
d’ATP suffisamment amples pour
modifier I'affinité du récepteur de
I'InsP3. Cela pourrait se produire
apres I'activation des Ca?-ATPases
lorsque la [Ca*]; est élevée et contri-
buer ainsi a diminuer localement la
concentration d’ATP [4].

Interaction protéine-protéine

Un certain nombre de régulateurs
comme les différentes protéine
kinases ou les nucléotides adény-
liques ont directement pour cible la
protéine réceptrice de 1'InsP3.
Cependant, nous avons vu que la
diminution de I'affinité du récepteur
cérébelleux en présence de Ca? se
faisait par l'intermédiaire d'une
autre protéine membranaire, la cal-
médine. Il apparait de plus en plus
évident que d’autres interactions de
type protéine-protéine interviennent
dans le fonctionnement du récep-
teur de I'InsP3. L’association du
récepteur a des protéines du cyto-
squelette, en particulier I'ankyrine, a
été démontrée, dans une lignée de
lymphome T [24] et dans des mem-
branes de cervelet [25]. L’ankyrine,
associée a la spectrine, interagit avec
I’actine pour former un squelette
qui sous-tend la membrane plas-
mique de la plupart des cellules de
vertébrés. La liaison de I'ankyrine a
des vésicules membranaires prépa-
rées a partir de lymphome inhibe la
liaison de 1'InsP3 et la libération de
Ca?, suggérant que cette protéine
puisse jouer un role régulateur dans
la cellule intacte. De plus, I'interac-
tion du récepteur de I'InsP3 avec le

cytosquelette pourrait permettre le
maintien du réservoir sensible a
I'InsP3 dans des régions spécifiques
de la cellule. Il semble que certains
compartiments calciques entretien-
nent des relations étroites avec la
membrane plasmique pour modifier
les échanges ioniques avec le milieu
extracellulaire [26].

Enfin, deux molécules de récepteur
de I'InsP3 peuvent interagir entre
elles par leur large extrémité amino-
terminale et former des ponts entre
deux membranes de réticalum endo-
plasmique. Cela entraine la forma-
tion d’empilements de citernes de
réticulum endoplasmique, particulie-
rement évidents dans les cellules de
Purkinje du cervelet riches en récep-
teur de I'InsP3 [27]. Ces ponts, for-
més de deux récepteurs de I'InsP3
apposés, rappellent les protubé-
rances protéiques, piliers (feet struc-
tures) qui relient la membrane du
réticulum sarcoplasmique au systeme
T du muscle squelettique en faisant
intervenir le récepteur des dihydro-
pyridines et le récepteur de la ryano-
dine [28]. Ces empilements ne sont
pas des structures permanentes dans
les cellules de Purkinje mais se for-
meraient dans certaines conditions
physiologiques et participeraient
ainsi aux mouvements dynamiques
de la membrane du réticulum endo-
plasmique. Le réle de ces interac-
tions récepteur-récepteur n’est pas
connu mais il est intéressant de
remarquer qu'’il faut vingt a cinquan-
te fois plus d’InsP3 pour libérer le
Ca* des neurones de Purkinje que
des tissus périphériques [10]. On
peut imaginer que I’apposition en
téte a téte de deux récepteurs de
I'InsP3 diminue leur sensibilité et
limite la libération de Ca* des empi-
lements de citernes de réticulum
endoplasmique.

En conclusion, le récepteur de
I'InsP3 peut étre la cible de mul-
tiples régulations faisant intervenir
desions, des enzymes ou des interac-
tions protéine-protéine qui peuvent
participer au développement com-
plexe de la réponse calcique au
cours d’une stimulation hormonale.
De plus, il semble maintenant pos-
sible que ce récepteur participe a
I'organisation des organites intracel-
lulaires B
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