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Neurobiologie,
neuropathologie

‘activité des canaux ioniques

peut étre modulée a court terme

par différents mécanismes inhi-
biteurs ou facilitateurs. Ces grandes
voies de régulation, souvent définies
sous le terme «neuromodulation »,
sont des éléments de la plasticité du
systéme nerveux. Dans ce contexte,
le contréle de l'activité des canaux
calciques revét un intérét physiolo-
gique primordial. Ces canaux partici-
pent, de concert avec les autres per-
méabilités membranaires, a
I'excitabilité cellulaire et, de plus, ils
engendrent une augmentation tran-
sitoire de la concentration calcique
cytosolique a I'origine de nombreux
événements physiologiques tels que
la libération de neurotransmetteurs,
I’activation ou I'inhibition d’activités
enzymatiques, la contraction muscu-
laire, ou la prolifération cellulaire.
Les modulations des canaux cal-
ciques par l’activité électrique, les
phosphorylations, ou encore les pro-
téines G sont considérées comme
des éléments essentiels de leur régu-
lation [1].
Il est généralement admis que ces
diverses modulations impliquent une
interaction directe avec le canal cal-
cique ou avec une protéine associée.
Cependant I'aspect moléculaire de
ces interactions reste difficile a étu-
dier par I’exploration électrophysio-
logique sur des neurones isolés. En
effet ces neurones expriment a leur
surface tout un répertoire de canaux
ioniques parmi lesquels on retrouve
plusieurs types de canaux calciques
difficiles a isoler les uns des autres.
Le clonage des génes codant pour les
sous-unités de ces différents canaux
calciques, ainsi que leur expression
fonctionnelle dans divers systémes

s cellulaires, ont constitué une étape

1028

Neuromodulation
des canaux calciques:
une interaction
peut en cacher une autre !

déterminante pour comprendre leur
diversité moléculaire et analyser leurs
propriétés spécifiques. Ces canaux
sont formés d’un complexe de sous-
unités, avec une sous-unité ol princi-
pale formant le pore du canal a tra-
vers lequel transitent les ions
calcium, associée a des sous-unités
régulatrices (02-8 et B) qui modulent
le fonctionnement de la sous-unité
ol. Six génes codant pour des sous-
unités ol ont été identifiés, dont
cinq sont exprimés dans le systeme
nerveux (0, O, O, O, €L Oy).
Chacun de ces génes engendre plu-
sieurs isoformes par épissage alterna-
tif. Un géne de sous-unité 02-d et
quatre pour la sous-unité B ont égale-
ment été identifiés (voir pour revue
[2]). Cette profusion de structures
qui constituent cette famille de molé-
cules, ainsi que leur localisation tissu-
laire et cellulaire différentielle dans
le systéme nerveux, semble corres-
pondre a une spécialisation fonction-
nelle propre a chaque isotype de
canal.

Une série de travaux récents appor-
tent un éclairage nouveau sur la
modulation des canaux calciques
neuronaux par les protéines G et le
role régulateur de la sous-unité B du
canal. L’inhibition de I'activité des
canaux calciques, apres activation de
récepteurs membranaires couplés
aux protéines G, a été identifiée dans
divers neurones du systéme nerveux
central et périphérique et a été abon-
damment décrite dans la littérature.
Cette voie concerne bon nombre de
neurotransmetteurs et d’hormones
(figure 1, voir aussi [3]). Elle affecte
préférentiellement les canaux cal-
ciques présynaptiques qui sont res-
ponsables de la libération de neuro-
transmetteurs dans la fente

synaptique. Cette modulation inhibi-
trice a pour conséquence principale
une réduction du fonctionnement de
la synapse affectée. A titre d’exem-
ple, I'inhibition rapide des courants
calciques présynaptiques, relayée par
les récepteurs opioides via une pro-
téine G, contribue a l'effet analgé-
sique des morphiniques [4]. Il restait
cependant a définir la nature des
interactions moléculaires sous-
jacentes, allant de I’activation des
protéines G a I'inhibition des canaux
calciques. Bien qu’il soit connu que
cet effet est extrémement rapide (de
I’ordre de la seconde) et limité a
I’environnement membranaire tres
proche du canal, 'hypothese d’une
interaction directe entre la protéine
G et le canal n’avait jamais été
démontrée.

entre protéines G
et différents canaux calciques

Ce probléme a pu étre abordé en
reconstituant cette régulation (récep-
teur/protéine G/canal) dans une
cellule hoéte, comme l’ovocyte de
Xénope, dépourvue naturellement
de ces canaux et récepteurs. Cette
premiere étude a permis de mettre
en évidence la spécificité de cette
modulation en montrant que seuls
les canaux présynaptiques 0, et O
sont inhibés apres activation des
récepteurs couplés aux protéines
G [5, 6] ; cet effet plus marqué sur les
canaux O,z que sur les canaux o,
(inhibitions respectives de 50 % et
20 %, voir figure 1B). Comme dans les
neurones, cette inhibition se déve-
loppe trés rapidement et implique
des protéines Gi ou Go; cet effet est
bloqué par la toxine pertussis (PTX)
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Neurotransmetteurs,
hormones

ATP »

Glutamate, acétyicholine, GABA ¢
Adrénaline, dopamine, sérotonine ¢
Enképhalines, somatostatine ¢
LHRH, PGE,, etc. *

Canal Ca?* Récepteur

Protéine G
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Canaux somatiques Canaux synaptiques
® DAMGO ‘ ‘
® Témoin Pas d'effet Inhibition
HE e B - C1A (+ a2 B4)

Figure 1. Caractéristiques générales des canaux calciques dépendants du
potentiel et de leur interaction avec les protéines G. A. A gauche est repré-
sentée la structure multimérique des canaux Ca% avec une sous-unité princi-
pale (a,) formant le pore du canal par lequel transitent les ions Ca®*, associée
& une sous-unité o.,-6 et & une sous-unité 3 cytoplasmique. A droite est sché-
matisée la voie de régulation des canaux calciques par les protéines G hété-
rotrimériques (o, B, y) suite a I'activation d’un récepteur membranaire. B.
Cette modulation, visualisée ici grdce a la stimulation du récepteur py des
opioides par une enképhaline synthétique (DAMGOQO, [D-Ala2,N-Me-
Phe4,Gly5-olJenkephalin), affecte de fagon différentielle les sous-types de
canaux calciques exprimés au niveau synaptique (a,, et a,s) avec un effet
plus marqué sur a5 (-50% a —60%) que sur o, (- 20%). Les autres canaux
somatiques étudiés (o, et a,c) ne sont pas sensibles a cette régulation. A
noter également sur la figure, le ralentissement des cinétiques d’activation
qui accompagne I'inhibition des courants correspondant a o,g et a,,.- Chaque
sous-unité al est associée aux sous-unités a2 et 4 et, pour faciliter leur
comparaison, les courants sont normalisés. Leurs amplitudes respectives
varient entre 0,5 et 1,5 nA. (Résultats d’apreés [5].)
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ou par la fixation de GDPBS sur la
sous-unité Go [5]. Inversement,
I’activation des protéines G par le
GTPYS reproduit le méme effet que
'activation du récepteur.

Quelle(s) sous-unité(s) de la protéine
G est responsable de I'effet?

Comme cela a été observé dans les
neurones [7], cette voie de modula-
tion reconstituée est sous la dépen-
dance étroite du potentiel membra-
naire. Cela traduit le fait que
I'inhibition du courant calcique est
d’autant plus grande que la dépolari-
sation activant le canal est faible. La
conséquence de cette propriété
intrinseque est que l'inhibition du
courant activé par une dépolarisation
modérée peut étre levée par une
bréve transition a un potentiel forte-
ment dépolarisé. Cela est mimé expé-
rimentalement en appliquant une
prédépolarisation comme montré sur
la figure 2A. Selon le schéma proposé
d’une interaction directe entre la
protéine G et le canal, cet effet est
interprété comme le décrochage de
la protéine G du canal en réponse a
une forte dépolarisation. Cette disso-
ciation entre la protéine G et le canal
persiste transitoirement lors du
retour a un potentiel moins dépola-
risé, avant que la protéine G ne se
fixe a nouveau au canal, ce qui se
manifeste par une inhibition progres-
sive du courant au cours de la dépo-
larisation. Cette levée d’inhibition
décrite en terme de «facilitation » est
utilisée comme test pour distinguer
le role des différentes sous-unités
constituant les protéines G. Ainsi,
I’application intracellulaire et en
exces du dimere Gg, purifié permet,
en utilisant le protocole décrit précé-
demment, d’observer un processus
de facilitation identique a celui
induit par l'activation du récepteur
([8], figure 2B). En surexprimant le
dimeére GBY dans des neurones, des
travaux récents ont abouti a la méme
conclusion, en montrant que seul le
dimere Gg, est responsable de I'inhi-
bition des canaux calciques [9, 10];
ils ont remis en cause, par la méme
occasion, le dogme des années 1980
qui énoncait que la seule sous-unité
Go était responsable de I'action des
protéines G.
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Figure 2. Influence du potentiel sur I'effet des protéines G et sous-unités responsables de I'effet fonctionnel sur les
canaux calciques. A. Une caractéristique de cette voie de régulation est que l'inhibition du courant est plus marquée
pour des faibles dépolarisations. Une levée partielle de I'inhibition est ainsi observée lorsque la dépolarisation qui
active le courant est précédée par une forte prédépolarisation. Cet effet, montré pour o,z est décrit en terme
de «facilitation » dépendante des protéines G. L’expérience montrée représente un courant activé par une dépolari-
sation de — 100 a + 30 mV en présence de DAMGO ([D-Ala2,N-Me-Phe4,Gly5-ollenkephalin, qui a induit une inhibition
d’environ 50 % de I'activité du canal comme montré dans la figure 1B). Le processus de facilitation est alors mis en
évidence par une forte prédépolarisation (de -100 & +100 mV) qui leve partiellement I'inhibition induite par le
DAMGO (D’apres [5].) B. Utilisation de cette propriété de facilitation pour déterminer la sous-unité du complexe hété-
rotrimérique des protéines G responsable de I'inhibition des canaux Ca?. L’histogramme montre que la facilitation
n’est observée qu’en présence de l’agoniste et lorsque le dimére Gy, est introduit dans la cellule, montrant que ce

dimere est responsable de la modulation des canaux Ca?. (D’apres [8].)

Interactions en jeu: une compétition
avec la sous-unité B du canal

Les sous-unités régulatrices du canal
et notamment la sous-unité f} jouent
un roéle modulateur essentiel au
niveau du fonctionnement du canal
calcique [2] mais aussi de ses régula-
tions. Ainsi, des travaux récents ont
montré que la présence d’une sous-
unité B était indispensable au déve-
loppement de la facilitation du cou-
rant calcique observé avec le canal
formé de la sous-unité o, [11]; elle
est dépendante du potentiel et
module aussi 'effet de la protéine
kinase C sur oy [12]. Il apparaissait
donc intéressant d’examiner son
intervention dans la modulation des
canaux calciques par les protéines G.
L’utilisation d’oligonucléotides anti-
sens dirigés contre la sous-unité
dans des neurones, ou son omission
lors de la reconstitution de cette
modulation dans un modele d’expres-
sion, montrent que l'inhibition du
courant calcique induite par la pro-
téine G est beaucoup plus marquée
en absence de sous-unité B ([5, 13],

s fioure 3A). Ces résultats ont permis de
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formuler I'hypothese que la protéine
Gg, et la sous-unité B du canal entrent
en compétition pour un site de fixa-
tion proche ou identique au niveau
de la sous-unité o, ([5], figure 3B). Le
site d’interaction de forte affinité
entre a, et B (AID) ayant été localisé
sur la boucle intracellulaire d’al
reliant les domaines transmembra-
naires I et II [14], une interaction
avec Gy, a été recherchée a ce niveau.
Dans le méme temps, on a identifié
un site consensus de fixation de Gg,
sur divers effecteurs [15]. Confortant
I’hypothése d’une compétition entre
Gy, et la sous-unité B, il est apparu
que ce site consensus existe sur o, et
chevauche le site d’interaction avec f.
L’ensemble de ces données a conduit
a deux études, publiées conjointe-
ment, qui ont démontré la validité de
ce schéma [8, 16]. Le premier indice
montrant le role de la boucle I-II du
canal vient de I’étude de chimeres
permutant cette boucle entre o, et
0,3 Ou entre o et ;5. Dans les deux
cas, cette permutation permet de
transférer la sensibilité aux protéines
G d’un canal a 'autre [8, 17]. Des
mutations ponctuelles dans cette

boucle permutant des acides aminés
entre o,, et o, conduisent a des
résultats similaires [18]. Confortant
ces résultats, nos travaux et ceux de
De Waard et al. (Iowa City, 10, USA)
[8, 16] ont établi I'interaction phy-
sique entre la boucle I-II des canaux
0 et oygavec Gg,. Comme le montre
la figure 3C, le complexe Gg, et la sous-
unité B du canal synthéusés in vitro
sont capables de se fixer sur une pro-
téine de fusion correspondant a la
boucle I-II du canal, a la différence de
Ga qui ne se fixe passur le canal.

L’interface sous-unité 0./Gg,/canal
calcique : un carrefour
de la neuromodulation

Pour définir les micro-domaines
d’association entre Gg, sur la boucle
I-II du canal, nous avons utilisé des
peptides-leurres [8]. Le principe de
I’expérience est que, si le peptide
défini sur la séquence de la boucle I-
IT dans la région d’interaction avec 3
comprend le site de fixation de Gg,, il
va empécher le processus de facilita-
tion induit par le protocole défini
précédemment. Il ressort de cette
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Figure 3. L’inhibition du canal cal-
cique par la protéine G est contre-
carrée par la sous-unité f du canal
Ca?**. A. Comparaison de I'inhibition
du courant produit par a,, induite
par les protéines G en présence ou
en absence des sous-unités B et a,
du canal Ca?. Notez que I'inhibition
du courant et le ralentissement de
I’activation sont beaucoup plus pro-
noncés en I'absence de la sous-unité
B. B. Le dessin représente une vue de
dessous et de trois quarts de la sous-
unité a, avec ses quatre domaines
transmembranaires et les boucles
intracellulaires qui les relient. Le
modeéle propose que la protéine Gy
entre en compétition directe avec le
site de fixation (AID) (ou un site
proche) de la sous-unité (SU) B du
canal Ca? dans la boucle I-1l d’a,. C.
Interaction physique entre GBy et la
boucle I-ll du canal. Le dessin repré-
sente la structure secondaire du
canal et les caractéristiques des
quatre protéines de fusion réalisées
a partir d’o;5. Aprés transfert et
immobilisation de ces protéines de
fusion sur membrane dans des
fentes isolées les unes des autres
(représentées en pointillés), I'interac-
tion physique éventuelle avec GB1y2,
G, et la sous-unité B, du canal Ca*
synthétisées in vitro en présence de
méthionine 3°S a été testée par la
technique de protein overlay. Les
résultats schématisés dans la partie
inférieure montrent une interaction
physique de GB1y2 et B,, avec la
boucle I-1l, mais I'absence d’interac-
tion avec G,,. (D’aprés [5] et [8].)
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étude que deux domaines séparés
interagissent avec Gg,. Le premier
d’entre eux chevauche le domaine
de fixation de la sous-unité B et com-
prend donc le site consensus de fixa-
tion de Gy, trouvé sur d’autres pro-
téines. Le deuxieme, séparé du
premier par une vingtaine d’acides
aminés contient des sites de phos-
phorylation par la PKC. Les peptides-
leurres correspondant a ce site sont
capables de bloquer I'effet de Gg,,
mais les mémes peptides, cette fois ci
phosphorylés in vitro par la PKC, ne
sont plus capables de bloquer I'effet
de Gg, [8]. Ce dernier résultat
apporte donc une explication molé-
culaire a la forte réduction de I'inhi-

bition des canaux Ca* par les pro-
téines G décrite dans les neurones
apreés phosphorylation par la PKC
[19]. Ces résultats sont illustrés par le
modeéle récapitulatif de la figure 4.
Comme le souligne Kathleen Dunlap
(Boston, MA, USA) dans son com-
mentaire concernant ces deux der-
niers travaux [19], on savait déja que
la boucle I-II du canal calcique était
un point chaud d’interaction avec la
sous-unité B, mais ces derniéres
études ontrévélé que cette boucle est
encore plus stratégique que I'on ne
le pensait. Elle représente, en fait, le
point de convergence de nombreux
chemins de transmission du signal.
Gageons que l'interaction entre ces

1 .~ Domaine 1

Domaine 2 II

Figure 4. Schéma récapitulatif intégrant la détermination des domaines
d’interaction entre GPy et la boucle I-1l du canal. Les domaines d’interaction
respectifs de la sous-unité B (SUB) du canal Ca* et de Gy avec la boucle I-Il

de la sous-unité o, sont représentés.

(double fléche) avec la séquence AID représentée en noir, alors que Gy

La sous-unité B a une interaction forte

interagit avec deux domaines représentés en grisé. Le premier d’entre eux
s’étend de la fin du segment IS6 a la fin de la séquence AID, et le second,
situé a une vingtaine d’acides aminés de la fin de la séquence AID, inclut des
sites consensus de phosphorylation par la PKC. La phosphorylation de ces
mmmmmmm Sites abolit les effets inhibiteurs de Gpy.

trois partenaires essentiels (boucle I-
II/sous-unité B/Gg,), finement
orchestrée par I'équilibre entre phos-
phorylation et déphosphorylation,
constitue un carrefour stratégique
d’intégration de multiples régula-
tions impliquées dans des fonctions
intégrées. L’existence d’autres inter-
actions entre Gg, et le canal ne sont
pas non plus a exclure, comme le
suggérent deux travaux récents [21,
22]. Ainsi, en s’appuyant sur la réali-
sation de chimeéres entre 05 et O,
Zhang et al. (Stanford, CA, USA) ont
mis l’accent sur un roéle joué par
I’extrémité carboxy-terminale d’o
[21]. De plus, Tareilus et al. (Stutt-
gard, Allemagne) ont identifié un
site de fixation secondaire de la sous-
unité B sur cette méme extrémité du
canal [22] laissant supposer que la
steechiométrie al/p, et peut-étre
o1/Gg, pourrait étre différente de 1.
Il est donc possible qu’une interac-
tion apparentée a celle décrite au
niveau de la boucle I-II puisse exister
sur une autre partie du canal, en
I'occurrence I’extrémité carboxy-ter-
minale. Néanmoins, ces observations
semblent en contradiction avec les
résultats de Zamponi et al. (Vancou-
ver, Canada) qui montrent, d’une
part, que I'ablation de la partie car-
boxy-terminale d’o,z n’affecte pas de
maniere significative I'inhibition de
son activité par les protéines G [8] et,
d’autre part, que la stcechiométrie de
I'interaction o5/ Gg, est proche de 1
(résultats non publiés). Les expé-
riences futures permettront sans nul
doute de clarifier ce point. Le role
essentiel de la boucle I-II dans I'inhi-
bition des canaux Ca? présynap-
tiques par les protéines G est cepen-
dant largement admis, ce résultat
ayant a présent été confirmé par plu-
sieurs équipes [8, 16-18]. Reste
encore a comprendre au niveau
structural les implications de ces
observations. Seule la structure tridi-
mensionnelle d'un des trois parte-
naires (Gg,) est connue a I’heure
actuelle (voir [3]). Le méme type
d’information concernant l'interface
0,-B apportera sans nul doute une
image beaucoup plus intégrée de
cette voie de modulation.

Reste aussi a définir le role des diffé-
rentes sous-unités Go. des protéines G
dans le processus. Comment, en
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effet, réconcilier le dogme qui préva-
lait jusqu’a ces derniers travaux vou-
lant que seules les protéines Got sen-
sibles a la PTX (Goao et Gai) soient
les acteurs essentiels de ce phéno-
mene ? Si 'on se limite au seul role
de Gg, montré dans les travaux résu-
més dans cet article, il apparait sur-
prenant que l'inhibition des canaux
calciques ne soit restreinte qu’aux
seuls récepteurs couplés a Gao ou
Gai. On pourrait, en effet, s’attendre
au méme effet avec des récepteurs
couplés a Gos ou a Goq qui, tout
comme Goo et Gai, sont associés aux
mémes Gg,. Or cela ne semble pas
étre le cas; le role coopératif ou
régulateur de Ga reste donc a déchif-
frer. Enfin, il reste aussi a expliquer
au plan moléculaire d’autres neuro-
modulations encore peu documen-
tées, impliquant des protéines G et
d’autres isoformes de canaux cal-
ciques. Citons, en particulier, la
modulation positive décrite pour des
canaux de type L neuronaux [23], ou
des modulations a la fois positives et
négatives pour les canaux de type T
[24] dont la nature moléculaire reste
inconnue a ce jour. Ces mécanismes
ont-ils des points communs avec ceux
décrits dans ce travail ? La possibilité
d’appréhender ces mécanismes dans
des modeles de reconstitution per-
mettra sans doute d’apporter pro-
chainement des éléments de
réponse @
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