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Flux de calcium
et contrble de la
glycogénolyse hépatique

Dans une cellule non stimulée, la concentration cytosolique
de calcium est faible alors qu’elle est 10 000 fois plus élevée
dans le milieu extracellulaire et que ce cation est stocké dans
le réticulum endoplasmique et les mitochondries. Certaines
hormones mobilisent trés rapidement le calcium des réser-
ves du réticulum endoplasmique, via la production d’inosi-
tol triphosphate ; la persistance d’une concentration élevée
de calcium dans le cytosol exige un influx augmenté a par-
tir du milieu extracellulaire. Le calcium se comporte dans
la cellule comme un messager de 1’action hormonale, modi-

fiant P’activité de divers systémes enzymatiques.

e métabolisme des gluci-

des dans le foie et dans

les muscles est controlé

ar des hormones circu-

antes et par des neuro-
médiateurs. Le signal, reconnu au
niveau de la membrane plasmique
par des récepteurs spécifiques, est
transmis a ’intérieur de la cellule
cible par des messagers intracel-
lulaires. L’AMP cyclique décou-
vert en 1958 par Sutherland (1]
est le messager intracellulaire
actuellement le mieux connu.
L’AMP cyclique active une pro-
téine kinase qui entraine la phos-
phorylation de certaines protéines
dans la cellule. Le transfert d’un
groupe phosphate sur une pro-
téine induit un changement de
conformation et permet de modi-
fier ses propriétés [2]. Ainsi, par
exemple, la phosphorylase b-
kinase, qui est I’enzyme clé con-
trolant la dégradation du glyco-
geéne est activée par phosphoryla-
tion lorsque la concentration
d’AMP cyclique augmente. Cette
voie utilisant 'AMP cyclique
comme second messager est mise

en jeu, dans le foie, par plusieurs
hormones comme le glucagon ou
I’adrénaline lorsque cette derniére
interagit avec des récepteurs
B-adrénergiques.

Cependant, ’AMP cyclique n’est
pas le seul messager intracellulaire
impliqué dans la régulation du
métabolisme cellulaire. Un certain
nombre d’hormones ou de neuro-
médiateurs produisent leurs effets
sur les cellules cibles sans modi-
fier le contenu cellulaire en AMP
cyclique. Ainsi, les catécholami-
nes, en stimulant les récepteurs
«-adrénergiques, ou des hormo-
nes vaso-actives comme I’angio-
tensine ou la vasopressine, aug-
mentent la concentration de
Ca?* ionisé dans les hépatocytes.
De plus, il a été montré que les
ionophores a Ca?*, qui accéle-
rent les échanges de Ca?* a tra-
vers les membranes cellulaires,
reproduisent ’effet stimulateur des
hormones sur la glycogénolyse.
Inversement, si des hépatocytes
ont été « déplétés » de leur cal-
cium, les hormones indépendan-
tes de ' AMP cyclique n’activent
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Figure 1. Mesure du Ca?+ cytosoli-
que par le quin 2. Le quin 2 acéto-
xyméthylester (quin 2/AM) diffuse
librement a travers la membrane plas-
mique. Les estérases présentes dans
le cytosol des cellules hydrolysent les
liaisons esters (COX) et rendent le
quin 2 libre (COO-) apte a fixer le
Ca2+. Le complexe quin 2-Ca2+
entraine une émission de fluores-
cence.

plus la glycogénolyse. Ainsi, il
apparait que le Ca?* joue un
role essentiel dans 1’activation
d’enzymes intracellulaires sous
I’action de certaines hormones.
Homéostasie du calcium
intracellulaire
La quantité de calcium total
mesurée dans le foie ou dans
d’autres tissus de mammiferes est
de 1 2 2 pmoles par gramme de
tissu. Cependant, la plus grande
partie de ce calcium est liée a des
sites anioniques portés -par les
glycoprotéines, les protéines ou les
phospholipides, ou encore est
accumulée dans des comparti-
ments intracellulaires comme le
réticulum endoplasmique ou les
mitochondries. En fait le calcium
ne peut jouer un rdle de signal
intracellulaire que sous la forme
ionisée libre dans le cytosol. Nous
savons depuis longtemps que la
concentration de Ca?* cytosoli-
que est trés faible en comparaison
du calcium total contenu dans la
cellule. Mais ce n’est que récem-
ment qu’il a été possible de mesu-
rer précisément la concentration
de Ca?* dans les cellules de
petite taille comme le sont les
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hépatocytes. Cette mesure est réa-
lisée grace a I’utilisation d’indica-
teurs photochimiques qui lient
spécifiquement le Ca?*. Ces
molécules sont par exemple
I’aequorine qui est une protéine
bioluminescente isolée a partir de
la méduse Aequorea aequorea et qui
émet une lumieére bleue apres liai-
son du Ca?*. D’autres molécules
comme |’arsenazo III doivent étre
excitées et absorbent la lumiére
dans certaines longueurs d’onde
spécifiques lorsqu’elles sont com-
plexées avec le Ca?*. Les indica-
teurs fluorescents synthétisés par
R. Tsien [3] comme le quin 2
puis le fura2 et l’indo 1, ont
acquis une grande popularité au
cours de ces derniéres années. Ces
indicateurs lient le Ca?* avec
une grande affinité comparative-
ment a d’autres ions comme
Na*, Mg?* ou H* qui existent
en quantité importante dans les
cellules. Les complexes indica-
teurs-Ca, dont la constante de dis-
sociation est comprise entre 100 et
300 nM, deviennent fluorescents
lorsqu’ils sont excités a une ou
deux longueurs d’onde données.
L’émission de fluorescence du
complexe est une fonction satura-
ble dépendant du Ca?*. On

comprend alors que si une molé-
cule comme le quin 2, le fura 2
ou l'indo 1 est introduite dans des
cellules, la concentration de Ca?*
libre du cytosol pourra étre faci-
lement quantifiée en mesurant la
fluorescence émise. Ces indica-
teurs ne traversent pas la mem-
brane plasmique et doivent étre
introduits dans les cellules sous
forme estérifiée, diffusant a travers
la membrane. Dans le cytosol, les
liaisons esters sont hydrolysées par
les estérases présentes naturelle-
ment dans la cellule, et les molé-
cules recouvrent leur affinité de
liaison pour le Ca?*. Un exem-
ple est montré pour le quin 2
dans la figure 1. La concentration
de Ca?* déterminée au moyen
de marqueurs photochimiques
varie de 50 a 200 nM selon les
types cellulaires. Dans le cas par-
ticulier des hépatocytes la concen-
tration de Ca?* dans le cytosol
est de 100 a 200 nM [4]. Puisque
la concentration de Ca?* dans le
sang ou le fluide interstitiel est de
I’ordre de quelques millimoles/], il
existe un important gradient de
concentration de Ca?* (environ
10*) entre les deux faces de la
membrane plasmique. C’est I’exis-

tence méme de ce gradient QUi e———
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fait du Ca?* un excellent candi-
dat pour jouer le réle de signal
amplificateur intracellulaire. En
effet, une faible augmentation de
la perméabilité de la membrane
plasmique pour le Ca?* entrai-
nera une augmentation impor-
tante de la concentration de
Ca?* ionisé dans le cytosol. Mais
comment un gradient de concen-
tration aussi important peut-il étre
maintenu par les cellules ?

de Ca?z*

Le Ca?* extracellulaire diffuse
passivement dans le cytosol a tra-
vers la membrane plasmique en
suivant son gradient de concentra-
tion (figure 2). Ce mouvement est
facilité par la différence de poten-
tiel existant entre l’intérieur et
I’extérieur de la cellule. Cet influx
dépend : (a) de la concentration de
Ca?* dans le milieu extracellu-
laire ; (b) du potentiel transmem-
branaire ; (c) de la perméabilité de
la membrane plasmique pour le
Ca?*. L’efflux de Ca?* depuis le
milieu intracellulaire vers le milieu
extracellulaire qui se fait contre le
%radient de concentration du

a’* nécessite un apport d’éner-
gie. Celle-ci provient de
I’hydrolyse de ' ATP en ADP par
une ATPase Sou ompe a Ca?*)
activée par le Ca?* du cyto-
sol [5]. L’activité de la pompe a
Ca?* peut étre dépendante de
facteurs cytosoliques comme la cal-
moduline [6] ou, dans les hépa-
tocytes, d’un facteur encore non
identifié [7]. Des constituants de la
membrane plasmique comme le
phosphatidylinositol diphosphate
(PIP,), peuvent activer la pompe
a Ca’* [6]. Cette observation est
importante parce qu’il a été mon-
tré que les hormones mobilisant le
Ca?* diminuent la concentration
de PIP, dans la membrane.
Ainsi, la pompe a Ca?* pourrait
jouer un réle dans la variation de
la concentration de Ca?* cytosoli-
que observée en présence de cer-
taines hormones ou de certains
neuromédiateurs. Un autre
systéme participe a la sortie de
Ca?* de la cellule, il s’agit de
I’échangeur Na*/Ca?* [8]. Ce

I Flux transmembranaires

transporteur utilise le gradient
électrochimique des ions Na*
pour évacuer les ions Ca?*. Le
gradient de concentration en Na*
résulte lui-méme de ’activité de la
Na*/K*+ ATPase qui rejette le
Na* de la cellule en échange
avec le K+*. L’échangeur
Na*/Ca?* est abondant dans les
cellules excitables et posséde une
capacité importante d’évacuation
du Ca?*. Cependant, son role
éventuel dans le foie n’est pas
encore clairement établi.

Ainsi, Pefflux de Ca?* de la cel-
lule dépend du niveau de régula-
tion de la pompe a Ca?* et de
I’échangeur Na*/Ca?* qui eux-
mémes dépendent de I’état physio-
logique de la cellule, et de la con-
centration de Ca?* dans le cyto-
sol. Dans une cellule au repos les
flux transmembranaires de Ca?*,
c’est-a-dire 'influx et I’efflux, sont
identiques. L’équilibre entre ces
flux détermine la concentration de
Ca?* dans le cytosol.

Nous avons vu que la concentra-
tion de Ca?* ionisé est faible par
rapport au Ca?* total contenu
dans la cellule. Ceci est di au fait
qu’une partie du Ca?* est lie a
des protéines solubles ou aux
membranes  intracellulaires.
D’autre part, certains comparti-
ments intracellulaires clos comme
le réticulum endoplasmique ou les
mitochondries peuvent accumuler
du Ca?*.

Le réticulum endoplasmique,
appelé réticulum sarcoplasmique
dans les muscles, représente envi-
ron 10 % du volume cellulaire et
50 % des membranes cellulaires.
Le Ca?* est accumulé dans le
réticulum endoplasmique par une
pompe a Ca?* qui, comme la
pompe a Ca?* de la membrane
plasmique, est une ATPase. La
concentration de Ca?* qui
entraine une activation de 50 %
de I’activité maximale de la pompe
est d’environ 0,3 pM [9, 10].
Cette concentration est proche de
la concentration de Ca?* cytosoli-
que, ce qui signifie que le réticu-
lum endoplasmique accumule du
Ca?* dans une cellule au repos.
Le mécanisme permettant la sor-
tie de Ca?* de ce compartiment
n’est pas encore €lucidé, mais il
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Figure 2. Homéostasie du Ca2+ cellulaire. Le Ca2+ extracellulaire traverse
la membrane plasmique en suivant son gradient de concentration. Des pom-
pes a Ca2+ rejettent le Ca2+ dans le milieu extracellulaire ou I'accumulent
dans le réticulum endoplasmique (RE). Les mitochondries accumulent aussi du
Caz+ en utilisant le gradient de H+ provenant du fonctionnement de la chaine
respiratoire. Le Ca2+ cytosolique peut également se fixer sur des sites anio-
niques intracellulaires (L). Enfin, un échangeur Na+/Ca2+ participe dans cer-
taines cellules a la sortie du Ca2+ dans le milieu extracellulaire.
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: VP EGTA VP
2000+
1000
2000
500
200+ 200 Wm
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Figure 3. Enregistrement de I'effet de la vasopressine (10 nM) dans les
hépatocytes de rat isolés et chargés avec le marqueur quin 2. La fluo-
rescence de l'indicateur est calibrée en terme de [Ca2+*]; (nM). En présence
d’une concentration normale de Ca2+ externe (1,8 mM), le signal indique que
I’hormone augmente [Ca2+], de 250 a 2 000 nM. La réponse est soutenue.
En absence de Ca?* libre externe, condition obtenue en ajoutant du chéla-
teur calcique EGTA (2,4 mM), I’hormone provoque une augmentation transi-
toire du signal.
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est probable que le Ca?* diffuse
par des canaux spécifiques en sui-
vant son gradient de concentra-
tion.

Les mitochondries sont des orga-
nites ou s’effectue la « respiration
cellulaire » permettant la transfor-
mation des substances nutritives
en énergie. La chaine respiratoire
de la membrane interne des mito-
chondries entraine une sortie de
protons. Le gradient de protons
qui en résulte fournit 1’énergie
nécessaire a l’accumulation de
Ca?+-dans les mitochondries.
Des études effectuées sur des cel-
lules dont la membrane plasmique
a été spécifiquement perméabilisée
avec de la saponine, de facon a
contrdler le milieu environnant les
mitochondries, ont permis de
constater que ces organites accu-
mulent le Ca?* avec une grande
capacité et une faible affinité [9,
10]. Des conclusions identiques
ont été obtenues a partir d’expé-
riences effectuées sur des mito-
chondries isolées [10]. La concen-
tration de Ca?* qui entraine une
accumulation de 50 % de la capa-
cité maximale est de 10 a 20 uM.
Cette concentration est 100 fois
supérieure a la concentration de
Ca?* cytosolique d’une cellule au
repos. Cecl explique le fait que les
mitochondries accumulent peu de
Ca?* dans une cellule au repos.
Cependant, la grande capacité
d’accumulation du Ca?* par ces
organites leur permet de s’oppo-
ser aux variations importantes de
la concentration intracellulaire de

Caz?-.

Mobilisation du Caz3*
par les hormones

I est possible de mesurer les
variations de concentration de
Ca?* cytosolique produites par
les hormones dans des cellules
préalablement chargées avec du
quin 2. Ainsi, dans les hépatocy-
tes stimulés par les hormones
vaso-actives comme la vasopres-
sine ou I’angiotensine ou les ago-
nistes o;-adrénergiques, la con-
centration de Ca?* cytosolique
augmente d’un niveau de base de
100 a 200 nM a plus de 1 uM en

quelques secondes (figure 3) [4]. —
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Des expériences effectuées sur les
hépatocytes isolés ont montré que
la phase initiale de la réponse était
due a la libération de Ca?* d’un
compartiment intracellulaire iden-
tifié comme étant le réticulum
endoplasmique (figure 3). Cepen-
dant, cette réserve de Ca?* étant
de capacité limitée, elle ne permet
pas de maintenir la concentration
cytosolique de Ca?* a un niveau
élevé de fagon soutenue. Le main-
tien de la réponse est di a
I’entrée de Ca?* a partir du
milieu extracellulaire.

Le fait que le signal hormonal soit
recu au niveau de la membrane
plasmique par des récepteurs spé-
cifiques et le Ca?* libéré d’un
réservoir intracellulaire, suggere
I’existence d’un autre messager
intracellulaire. La liaison de I’hor-
mone sur son récepteur entraine

’activation d’une phospholipase C
qui hydrolyse le phosphatidylino-
sitol 4,5 diphosphate (PIP,) pré-
sent dans la membrane, en
diacylglycérol et en inositol tri-
phosphate (IP;) [11, 12]. M. Ber-
ridge [11] a proposé que I'IP,
pourrait €tre le messager intracel-
lulaire responsable de la mobilisa-
tion du Ca?* intracellulaire.
Pour tester cette hypothese, il faut
pouvoir accéder au réticulum
endoplasmique ; cette condition
est obtenue en utilisant des cellu-
les traitées avec de la saponine
qui, en se fixant au cholestérol
abondant dans la membrane plas-
mique, forme des pores qui lais-
sent passer les ions et les molécu-
les de taille moyenne. Ces cellu-
les sont incubées dans un milieu
dont la composition ionique res-
semble a celle du milieu intracel-
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Figure 4. Perméabilisation des cellules avec la saponine. Des cellules trai-
tées avec de la saponine sont perméables aux molécules de petite taille alors
que les organites intracellulaires restent fonctionnels. Le milieu d’incubation
reproduit la composition ionique du milieu intracellulaire. L’addition d’ATP dans
le milieu permet I’accumulation de Ca2+ dans le réticulum endoplasmique. La
perméabilisation permet a I'lP; d’accéder a son récepteur localisé sur le réti-
culum endoplasmique. L’entrée de Ca2+ dans les mitochondries est inhibée
par des inhibiteurs mitochondriaux comme le carbonyl cyanide m-chlorophényl-
hydrazone (CCCP).
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lulaire et 1’addition d’ATP
entraine I’accumulation de Ca?*
dans le réticulum endoplasmique
(figure 4). L’addition d’IP, provo-
que une perte rapide du Ca?*
contenu dans le réticulum endo-
plasmique (figure 5) [13, 14]. Cet
effet est indépendant de la tem-
pérature ce qui suggere que I'IP,
ouvre des canaux calciques et
n’affecte pas les propriétés de la
pompe a Ca?*. Des expériences
effectuées avec du [*P]IP, indi-
quent que ce ligand se fixe sur
des récepteurs spécifiques avec
une constante de dissociation
Kp) de 10-8 a 10- "™ [15].
ependant, les mécanismes con-
duisant de la liaison de I'IP, sur
son reccgteur -a ’ouverture des
canaux Ca?* ne sont pas encore
connus. Des travaux récents indi-
quent que le GTP pourrait é&tre
impliqué dans ce processus [16].
D’autre part, nous savons que les
hormones mobilisant le Ca?* sti-
mulent ’'influx de Ca?* depuis le
milieu extracellulaire [|17]. Ainsi,
dans une cellule stimulée par une
hormone, deux flux de Ca?*
d’origine différente convergent
vers le cytosol pour augmenter de
facon considérable et soutenue la
concentration de Ca?* dans ce
compartiment. Cependant, les éta-
pes impliquées dans la stimulation
de linflux de Ca?* par les hor-
mones ne sont pas connues. Il
semble raisonnable de supposer
g la cascade d’événements
épendant de I’hydrolyse du
PIP, est impliquée, bien que la
relation directe avec !’influx de
Ca?* n’ait pas encore été établie.
Dans les cellules excitables, le
Ca’* entre dans la cellule par

des canaux spécifiques qui
s’ouvrent lorsque le potentiel
transmembranaire, qui est de

— 80 a - 60 millivolts, diminue
ou s’inverse, c’est-a-dire lorsque la
membrane se dépolarise. Une telle
dépolarisation se produit sous
I’action de certains neuromédia-
teurs. Nous savons aussi que
I’AMP cyclique augmente la fré-
quence d’ouverture des canaux
Ca2+ 18]. Dans les cellules non
excitables, il existe deux types dif-
férents de canaux Ca?*. Une
forme présente les mémes carac-
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Figure 5. Enregistrement de I'effet
de I'lP3; (1 M) dans les cellules
hépatiques perméabilisées par la
saponine (50 xg/ml) et incubées
dans un milieu dont la composition
ionique reproduit celle du cytosol
de la cellule (voir texte). L'IP; pro-
voque une perte rapide (<1s) du
Ca2+ séquestré dans le réticulum
endoplasmique. L’effet est transitoire
car I'lP; est rapidement dégradé par
les phosphatases du cytosol, ce qui
permet au réticulum endoplasmique de
réaccumuler le Ca2+ perdu pendant
la phase de perméabilisation. Ceci est
illustré par le fait que la ionomycine
(ION, 5 uM) qui est un ionophore a
Ca2+ et accélére les échanges de
Ca2+ 3 travers les membranes biolo-
giques, libére de nouveau le Ca?+
accumulé. Expérience réalisée en pré-
sence de quin 2 (10 uM) étalonné en
fin d’expérience par I’addition d’EGTA
(200 uM) pour obtenir la fluorescence
minimale et de Ca2+ (300 uM) pour
obtenir la fluorescence maximale (E =
EGTA).

téristiques que les canaux calci-
ques des cellules excitables, c’est-
a-dire qu’ils s’ouvrent lorsque la
membrane plasmique est dépola-
risée. Ils sont en outre inhibés par
les antagonistes calciques. L’autre
type de canal Ca?* trouvé dans
les cellules non excitables est
insensible aux inhibiteurs calciques
et est activé par la liaison des hor-
mones sur leurs récepteurs. Ces
canaux appelés « receptor opera-
ted calciurn channel » sent pré-

sents par exemple dans les
hépatocytes.
Différents mécanismes ont été

proposés récemment pour expli-
quer ’augmentation de I'influx de
Ca?* a travers la membrane
plasmique. Ainsi, par exemple,
I’Ins(1,4,5)P, active, dans les
lymp ocytes T, des canaux per-
méables’ au Ca?* [19]. L’Ins
(1,3,4,5)P,, qui provient de la
phosphorylation de I'IP,, pour-
rait aussi servir de messager intra-
cellulaire permettant 'influx de
Ca?* a travers la membrane
plasmique, comme le suggeérent
des expériences effectuées sur les
ceufs d’oursin [20]. Enfin, dans les
neutrophiles, I’augmentation de la
concentration de Ca?* cytosoli-
que entraine 1’ouverture de
canaux non spécifiques permettant
I’entrée de Ca?* a travers la
membrane plasmlque [21|l Ces
données, pour I'instant préliminai-
res, conduisent 3 supposer que les
inositols phosphates peuvent étre
aussi impliqués dans la mobilisa-
tion du Ca?* extracellulaire.
Cependant, il faut attendre de dis-
poser d’autres résultats expéri-
mentaux avant de pouvoir géné-
raliser ces mécanismes de stimu-
lation de I’influx calcique.
Lorsque le signal hormonal cesse,
I’IP, n’est plus produit par la
phospholipase C et il est rapide-
ment dégradé en inositol qui rede-
vient disponible pour la syntheése
du phosphotidylinositol. Ce pro-
cessus de dégradation fait interve-
nir plusieurs réactions enzymati-
ques qui commencent par 1’action
d’une IP, kinase et produit
I’Ins(1,3,4,5)P, qui, par I’action
de différentes phosphomono-
estérases, sera transformé en
Ins(1 34)P3 puis en IP,, IP et
inositol Il apparait ainsi plu-
sieurs inositols polyphosphates au
sein de la cellule et leurs roles res-
pectifs n’onit pas encore été élu-
cidés. La concentration d’IP,
dans la cellule étant revenue a son
niveau de base, I’efflux de Ca?*
du réticulum endoplasmique
revient a son niveau de repos. De
méme, ’influx de Ca?* i travers
la membrane plasmique diminue.
Les pompes 4 Ca?* de la mem-
brane plasmique et du réticulum
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endoplasmique étant activées, elles
ramenent rapidement la concentra-
tion du Ca** cytosolique a son
niveau de repos 100 a 200 nM.

Des études menées récemment sur
le foie ou les hépatocytes remet-
tent en question plusieurs certitu-
des sur le mode d’action des hor-
mones qui utilisent ' AMP cycli-
que comme second messager.
Ainsi, par exemple, le glucagon
modifie la distribution du Ca?*
dans les hépatocytes, de fagon
semblable a celle observée en pré-
sence d’hormones connues pour
utiliser I'IP; comme messager
intracellulaire. Des études effec-
tuées sur des hépatocytes chargés
avec le quin 2 indiquent que le
glucagon augmente la concentra-
tion de Ca?* cytosolique [23].
Cette réponse est due en partie a
la libération de Ca?* depuis un
réservoir intracellulaire identique
a celui qui est sensible aux hor-
mones mobilisant le Ca?* [24].
De plus, il a été montré que le
glucagon augmente !’influx de
Ca?* a travers la membrane
plasmique des hépatocytes et
potentialise la réponse induite par
les hormones mobilisant le
Ca?* [25]. Ces effets du gluca-
gon sur la mobilisation du Ca?*
contenu dans le réticulum endo-
plasmique et la stimulation de
I'influx de Ca?* a travers la
membrane plasmique, sont égale-
ment observés lorsque les hépa-
tocytes sont stimulés par un ago-
niste B3-adrénergique comme !’iso-
protérénol, ou par la forskoline
qui stimule directement 1’adényl-
cyclase. De méme, |’incubation
d’hépatocytes en présence d’ana-
logues de I’AMP cyclique comme
le dibutyryl AMP cyclique
entraine les mémes effets que le
glucagon sur les mouvements de
Ca?*. Il apparait ainsi que 1’aug-
mentation du contenu cellulaire en
AMP cyclique provoque une libé-
ration du Ca?* contenu dans le
réticulum endoplasmique et une
stimulation de l'influx de Ca?* a
travers la membrane plasmique.
Un article récent [26] montre que
le glucagon peut interagir avec
deux types de récepteurs différents
un étant couplé a ’adényl-
cyclase, I’autre entrainant 1’activa-

tion de la phospholipase C qui
hydrolyse le PIP, en IP; et en
diacylglycérol. La stimulation de
ce deuxieme type de récepteur
peut rendre compte en partie des
effets du glucagon sur la distribu-
tion et les flux de Ca?*. Cepen-
dant, il est clair que I’augmenta-
tion de la concentration intracel-
lulaire d’AMP cyclique provoquée
par I’hormone est également
impliquée dans la mobilisation du
Ca?* intracellulaire et 1’augmen-
tation de l'influx de Ca?*. Le
mode d’action de ’AMP cyclique
reste a ce jour l’objet de contro-
verses. Il pourrait lui aussi pro-
voquer I’hydrolyse du PIP, en
IP, et en DAG [27] ce qui expli-
querait que ' AMP cyclique pro-
duise les mémes effets que les hor-
mones mobilisant le Ca?*. Mais
certains laboratoires n’ont pu met-
tre en évidence d’accumulation
d’IP, dans des hépatocytes sti-
mulés par le glucagon ou incubés
en présence d’analogues de
I’AMP cyclique [28, 29].
Dans les cellules de foie, ' AMP
cyclique et le Ca?* contrdlent les
mémes fonctions métaboliques ; il
est donc permis de penser que
I’augmentation de la concentration
de Ca?* cytosolique provoquée
par les hormones participe au
développement complet de la
réponse physiologique.
Protéines de liaison
du Ca?*
L’augmentation de la concentra-
tion de Ca?* dans le cytosol
entraine la modification de nom-
breuses fonctions cellulaires qui
vont de la contraction musculaire
a la sécrétion ou la régulation
d’enzymes impliquées dans le
métabolisme. C’est en se fixant
sur des protéines spécifiques que
le Ca?* remplit son réle de
signal intracellulaire. Les protéi-
nes récepteurs des ions Ca?*
lient le Ca?* avec une haute affi-
nit¢ (K, = 10-% a 10-¢M) et
cette liaison produit des change-
ments de conformation. Il en
résulte une modification de leurs
fonctions, ou de leur capacité a
interagir avec d’autres protéines
pour modifier leur fonction.
m/s n® 10 vol. 3, décembre 87



Parmi les enzymes qui voient leur
activité directement modifiée par
le Ca?*, on peut noter la pro-
téine kinase C ou des enzymes
mitochondriales comme la pyru-
vate déshydrogénase ou 'a-
cétoglutarate déshydrogénase [30].
D’autres protéines n’ont pas
d’activité enzymatique intrinse-
que. Cependant, lorsqu’elles lient
le Ca?*, elles subissent un chan-
gement de conformation leur per-
mettant d’interagir avec d’autres
protéines et aussi de modifier cer-
taines fonctions de la cellule.
Parmi ces protéines, on notera la
troponine C qui joue un role
important dans la contraction
musculaire, la parvalbumine
qu'on trouve dans le muscle
squelettique, la chaine légere de
la myosine et enfin la calmodu-
line. Cette derniére, présente dans
tous les types cellulaires, est capa-
ble d’agir sur un grand nombre
d’enzymes dans la cellule. La cal-
moduline peut modifier le méta-
bolisme des nucléotides cycliques
en agissant sur ’adénylate-cyclase,
la guanylate-cyclase ou la phos-
phodiestérase qui dégrade I’AMP
cyclique. Elle stimule aussi la
Ca?* ATPase de la membrane
plasmique dans plusieurs types
cellulaires, et active différentes
protéines kinases.

La calmoduline est une simple
chaine polypeptidique composée
de 48 acides aminés qui peut
fixer quatre ions Ca?*. Cepen-
dant, les quatre sites de liaison
du Ca?* ne sont pas tous équi-
valents et il est probable que
I’occupation des premiers sites
modifie I'affinité des autres sites
de liaison du Ca?*. Cette plasti-
cité de la sensibilité de la calmo-
duline pour le Ca?* lui permet
d’agir sur différentes fonctions
cellulaires. Ainsi selon la concen-
tration du Ca?* cytosolique, la
calmoduline interagit avec des
protéines différentes. La calmodu-
line peut se trouver sous forme
soluble dans le cytosol d’une cel-
lule au repos ou bien faire par-
tie intégrante d’un compfcxe
enzymatique comme c’est le cas
pour la phosphorylase kinase.
Cette enzyme est constituée de
quatre sous-unités appelées «, (3,
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v et 6. La sous-unité v est I’unité
catalytique et la sous-unité & est
identique a la calmoduline et rend
I’enzyme sensible au Ca?*. La
phosphorylase kinase existe sous
deux formes stables, phosphorylée
ou non phosphorylée. L’enzyme
hosphorylée par la protéine
inase dépendante de I’AMP
cyclique a une constante de demi-
activation pour le Ca?* de
0,5 uM alors que I’enzyme non
phosphorylée a une constante de
30 uM. La phosphorylase kinase
activée entraine la phosphorylation
de la glycogéne phosphorylase b
inactive pour la transformer en
forme a active [31]. Parallelement
a I’activation de la phosphorylase
kinase, le complexe calmoduline-
Ca provoque une inhibition de la
glycogene synthase par I’intermé-
diaire de la glycogene synthase
kinase. Cette séquence d’événe-
ments permet au muscle de dis-
poser du glucose nécessaire pour
lui fournir de I’énergie et au foie
de libérer le glucose dans le flux
sanguin.
L’utilisation du Ca?* comme
signal intracellulaire ne se limite
pas a la régulation de fonctions
telles que le métabolisme du glu-
cose, la sécrétion ou la division
cellulaire mais permet aussi le
développement de processus tres
rapides tels que la libération de
neurotransmetteurs ou la contrac-
tion musculaire. Un tel role du
Ca?* n’est possible que parce
que la concentration du Ca?*
cytosolique est tres faible par rap-
port aux concentrations de Ca?*
dans les différents organites intra-
cellulaires ou le milieu extracellu-
laire. Ainsi de faibles variations
des flux de Ca?* a travers la
membrane plasmique ou la mem-
brane du réticulum endoplasmi-
que entrainent des variations rapi-
des et importantes de la concen-
tration de Ca?* cytosolique.
Cependant, les mécanismes mis
en jeu au cours d’une réponse
hormonale qui permettent I’aug-
mentation de l’'influx de Ca?* a
travers la membrane plasmique
ou de l'efflux de Ca?* du réticu-
lum endoplasmique stimulé par
I’'IP;, ne sont pas encore parfai-
tement élucidés M

Summary

Several hormones or neuro-
transmitters use Ca?* as
intracellular signal to regulate
metabolic pathways like glyco-
genolysis. The cytosolic Ca?*
concentration is maintained at
low level (100-200) nM by
means of a Ca?* ATPase
located in the plasma mem-
brane, which actively pumps
Ca?* out of the cell. Two
major intracellular organelles,
the endoplasmic reticulum and,
to a lesser extent, the mito-
chondria also actively accumu-
late Ca?*. The Ca** mobili-
zing hormones induce the
release of the Ca?* contained
in the endoplasmic reticulum
by formation of the recently
discovered second messenger
Ins(1,4,5)-trisphosphate. These
hormones also stimulate the
Ca?* influx of extracellular
Ca?*. The Ca?* release from
the endoplasmic reticulum and
cell Ca?* influx contribute to
increase the Ca?* concentra-
tion in the cytosol. The resul-
ting activation of cell Ca?*
binding proteins like calmodu-
lin induce the physiological
response.
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