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Diversité moleculaire
des canaux calciques :
du gene a la fonction

Les ions calcium sont impliqués dans le développement et
le controle de nombreuses fonctions cellulaires allant du
couplage excitation-contraction musculaire, a la libération
d’hormones ou de neurotransmetteurs, a ’activation
d’enzymes ou a l’expression de certains genes. L’entrée
rapide de calcium dans les cellules excitables est réglée
principalement par des macromolécules de la membrane
plasmique, les canaux calciques dépendants du potentiel,
qui constituent une classe hétérogene de protéines sen-
sibles aux variations du potentiel membranaire. Les tra-
vaux d’identification et de caractérisation de plusieurs
types de canaux calciques ont révélé leur grande diversite
et permettent de mieux comprendre comment les cellules
utilisent le signal calcique pour contréler des fonctions
physiologiques tres variées. Les canaux calciques neuro-
naux qui semblent impliqués dans plusieurs maladies
représentent des cibles pharmacologiques nouvelles.

ion calcium (Ca?*) est un

second messager ubiquitaire

et un régulateur de trés

nombreuses fonctions méta-

boliques. Sa concentration
intracellulaire [Ca?*]i au repos est
maintenue trés basse (de l'ordre de
0,1 ;tM) et va s’élever de facon tran-
sitoire lors de dépolarisations mem-
branaires qui provoquent I'ouverture
de pores trés sélectifs nommés
« canaux calciques ». Toute altéra-
tion de 'homéostasie calcique et en
particulier 1’élévation durable de
[Ca*]i va engendrer en retour des
situations pathologiques pouvant
aller jusqu’a la mort cellulaire.
L’étude des bases moléculaires de la
diversité des canaux calciques repré-
sente une étape essentielle dans la

compréhension des physiopatholo-
gies liées a des modifications de
I’'homéostasie calcique et le dévelop-
pement in fine de nouveaux agents
pharmacologiques ayant une plus
grande spécificité tissulaire. Dans le
contexte actuel, la recherche d’anta-
gonistes de canaux calciques neuro-
naux parait une voie trés prometteu-
se pour la prévention ou le
traitement d’affections neurolo-
giques dégénératives ou aigués,
comme I’ischémie cérébrale.

Diversité fonctionnelle
des canaux calciques

L’électrophysiologie cellulaire per-
met une approche fonctionnelle de

P’activité des canaux calciques par la e——
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mesure directe du courant trans-
membranaire transporté par les ions
Ca*. La mise en évidence d’un cou-
rant calcique activé lors de la dépo-
larisation de la membrane dit « cou-
rant lent », et de son role au niveau
du couplage excitation-contraction a
été réalisée par des mesures en
potentiel imposé sur des trabécules
multicellulaires cardiaques il y a plus
de vingt ans, en particulier par I'uti-
lisation de la technique dite de
« double partition de saccharo-
se » [1]. Cependant il a fallu
attendre le développement de la
technique du patch clamp [2] pour
mesurer le courant transitant au
niveau d’une cellule isolée ou d'un
canal unique (figure 1), et introduire
le concept de diversité des canaux
calciques. Cette technique a permis
aussi la caractérisation des canaux
calciques du systéme nerveux central
et de nombreuses cellules, excitables
et non excitables, jusqu’alors prati-
quement inaccessibles aux mesures
en voltage imposé.

La premiere classification des
canaux calciques a été fondée sur
des criteres électrophysiologiques
auxquels se sont rapidement associés
des critéres pharmacologiques apreés
la découverte de toxines spécifiques
(pour revue [3]). On peut distin-
guer deux principales catégories de
canaux calciques en fonction de leur
seuil d’activation. La premiére caté-
gorie s’active pour de faibles dépola-
risations, s’inactive rapidement
d’une maniere dépendante du volta-
ge, a une petite conductance élé-
mentaire et une perméablité équiva-
lente pour le calcium et le baryum.
Ce sont les LVA (low voltage activated)
ou T (transient) pour lesquels il n’a
pas été décrit, a 'heure actuelle, de
ligand vraiment spécifique. La secon-
de catégorie est activée par des
dépolarisations plus élevées
(>-30mV) et engendre des cou-
rants qui s’inactivent peu, ou beau-
coup plus lentement. Ce sont des
canaux calciques de type haut seuil
ou HVA (pour high voltage activated).
L’existence de plusieurs types de
HVA a ensuite été démontrée. Il
s’agit tout d’abord du type L (pour
long lasting) qui a une inactivation
trés lente, une conductance élémen-
taire plus grande et une perméabili-
té pour les ions Ba?* généralement
plus élevée que celle pour les ions

Ca?. La caractéristique essentielle
du type L est sa sensibilité aux
« antagonistes calciques » et, en par-
ticulier, a la classe des dihydropyri-
dines, outils pharmacologiques trés
précieux, comprenant a la fois des
antagonistes (nifédipine) utilisés en
thérapeutique cardiovasculaire et
des agonistes (Bay K 8644). D’autres
courants de type haut seuil ont
ensuite été décrits sur les cellules
nerveuses ; on les distingue essentiel-
lement sur des critéres pharmacolo-
giques mais ils difféerent aussi par
leur dépendance du potentiel et par
leur cinétique. Le type N est spécifi-
quement bloqué par une toxine pep-
tidique isolée d’un escargot marin
(Conus geographicus) : 1'®-conotoxine
GVIA (»-CgT-GVIA). Le type P est
bloqué par le venin d’'une araignée
(Agelenopsis aperta) et plus précisé-
ment une polyamine (la FTX) et
une fraction peptidique (I’®-Aga-
IVA) contenues dans ce venin. Le
type Q, qui s’apparente au type P, a
une certaine sensibilité a I'w-Aga-IVA
mais est bloqué beaucoup plus spéci-
fiquement par une autre toxine
extraite de Conus magus: I'®-cono-
toxine MVIIC (w-CmT-MVIIC) [4].
Les Tableaux I et II résument les
caractéristiques fonctionnelles prin-
cipales, biophysiques et pharmacolo-
giques, des divers types de canaux
calciques.

Les canaux de type T et L sont
retrouvés sur la plupart des cellules
excitables, ou ils sont souvent coex-
primés. La fonction physiologique
du type T reste méconnue mais il est
probable, étant données sa gamme
d’activation et sa cinétique, qu'il soit
impliqué dans la génération d’activi-
tés répétitives de type pacemaker. Le
type L correspond au courant lent
décrit a I'origine sur les préparations
musculaires et joue un réle majeur
dans les couplages excitation-
contraction et excitation-sécrétion.
Sa modulation par les classes
« d’antagonistes calciques » exis-
tantes a des implications thérapeu-
tiques importantes dans le cadre des
maladies cardiovasculaires. Le type
N est distribué sur un grand nombre
de neurones centraux ou périphé-
riques, notamment au niveau présy-
naptique [5]. C’est aussi le cas du
type P qui est, cependant, trés forte-
ment exprimé au niveau des cellules
de Purkinje du cervelet. L'utilisation

m/s n® 12, vol. 10, décembre 94



C

Dépolarisation

_ L

Dépolarisation

- S

o

Dépolarisation

Ext. X 2

<t
i

Int.

w Ouvert wees—————) nactivé

AT g N R NT
JuyLY KURY

TRRER
XLKKE

<
XANN

Figure 1. Enregistrement de I'activi-
té électrique d'une cellule ou d‘un
canal. La technique électrophysiolo-
gique la plus utilisée aujourd'hui est
celle du patch clamp mise au point
par Neher et Sackmann. Elle consis-
te a appliquer une pipette de verre
(généralement en borosilicate) de
faible diametre (1-5 ym) sur la surfa-
ce de la membrane de la cellule et a
créer une faible dépression a l'inté-
rieur de cette pipette. Cela permet
d'aspirer légerement la membrane
de la cellule se trouvant sous la
pipette et d'établir un contact élec-
trique de trés forte résistance (plu-
sieurs gigaohms). On peut de cette
maniére enregistrer le courant de
trés faible amplitude (proche du
picoampeére) qui s'écoule a travers
un canal unique isolé dans la por-
tion de membrane a l'extrémité de
la pipette. Cette configuration est
dite cellule attachée (A). Une suc-
cion plus forte appliquée a la mem-
brane induit la rupture de la portion
de membrane a l'extrémité de la
pipette et met en communication les
milieux intrapipette et intracellulaire.
Cela permet d'enregistrer Il'activité
électrique de l'ensemble de la mem-
brane cellulaire, c'est-a-dire le cou-
rant & travers l'ensemble des
canaux. Cette configuration est dite
cellule entiére (B). Une dépolarisa-
tion & partir du potentiel de repos
de la cellule (~-80 mV) vers un
potentiel proche du plateau d'un
potentiel d'action (~ + 10 mV), induit

des toxines spécifiques comme I'w-
CgT-GVIA ou I'w-Aga-IVA a permis
de démontrer I'implication de cha-
cun d’entre eux au niveau de la libé-
ration de neurotransmetteurs
comme le glutamate dans le systéme
nerveux central [6, 7]. Le type P
aurait de plus un role important a la
jonction neuromusculaire de mam-
mifére ou il contrélerait la libération
d’acétylcholine [8]. Enfin, le type Q,
décrit plus récemment au niveau des
cellules granulaires du cervelet,
serait responsable, en association
avec le type N, de la transmission
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synaptique entre les neurones CA3
et CAl de I'hippocampe [4]. Il faut
noter que, sur certains neurones,
pratiquement toutes les familles de
canaux décrites précédemment peu-
vent coexister, ce qui rend difficile
I’étude des propriétés d’'un canal
donné sur ces types cellulaires [9].

Cette classification est cependant
déja incompléte si 'on tient compte
de données expérimentales qui sug-
gerent I'existence de sous-types au
sein de ces différentes catégories,
notamment en ce qui concerne les
canaux sensibles aux dihydropyri-

I'ouverture transitoire des canaux
calciques et une entrée d'ion cal-
cium qui diminue ensuite en fonc-
tion du temps (par convention, le
courant entrant de cations est dirigé
vers le bas). La dépolarisation induit
un changement de conformation de
la protéine di au mouvement d'élé-
ments chargés au niveau des seg-
ments S4 constituant le voltage sen-
sor (voir figure 3) qui aboutit & la
formation d'un pore sélectif pour le
calcium (activation). Elle provoque
aussi, avec une cinétique plus lente,
le mouvement d'une structure située
sur la face interne de la protéine qui
va bloquer progressivement le flux
d'ions par un mécanisme encore
inconnu (inactivation) (C).

1295



e 35

1296

REFERENCES s—

11. Forti L, Pietrobon D. Functional diver-
sity of L-type calcium channels in rat cere-
bellar neurons. Neuron 1993 ; 10 : 437-50.

12. Tiaho F, Nargeot ], Richard S. Voltage-
dependent regulation of L-type cardiac Ca
channels by isoproterenol. Pfliigers Arch
1991 ; 419 : 596-602.

13. Sculptoreanu A, Rotman E,
Takahashi M, Scheuer T, Catterall WA. Vol-
tafge-de endent potentiation of the activi
of cardiac L-type calcium channel alpha-
subunits due to phosphorylation by cAMP-
dependent protein kinase. Proc Natl Acad
Sci USA 1993 ; 90 : 10135-9.

14. Neveu D, Quignard JE, Fernandez A,
Richard S, Nargeot ]J. Differential B-adre-
nergic regulation and phenotypic modula-
tion of voltage-gated calcium currents in
rat aortic myocytes. | Physiol (London) 1994
(sous presse).

15. Mogul DJ, Adams ME, Fox AP. Diffe-
rential activation of adenosine receptors
decreases N-type but potentiates P-type Ca*
current in hippocampal CA3 neurons. Neu-
ron 1993 ; 10 : 327-34.

16. Lacerda AE, Rampe D, Brown AM.
Effects of protein kinase C activators on
cardiac Ca* channels. Nature 1988 ; 335 :
249-51.

17. Swartz KJ. Modulation of Ca channels
bﬁ protein kinase C in rat central and peri-
pheral neurons : disruption of G protein-
rQrbediated inhibition. Neuron 1993 ; 11 : 305-

18. Lory P, Nargeot J. Cyclic AMP-depen-
dent modulation of cardiac calcium chan-
nels expressed in Xenopus laevis oocytes.
ﬁz)%céugg Biophys Res Commun 1992 ; 182 :

19. Bourinet E, Fournier F, Lory P, Char-
net P, Nargeot ]J. PKC regulation of cardiac
calcium channels exgressed in Xenopes
oocytes. Pfliigers Arch 1992 ; 921 : 247-55.

20. Mc Carron JG, Mc Geown ]G,
Reardon S, Ikebe M, Fag FS, Walsh JV. Cal-
cium dependent enhancement of calcium
current 1n smooth muscle by calmodulin-
degenp/(zi;_a?t protein kinase II. Nature 1992 ;

Tableau |

PROPRIETES BIOPHYSIQUES DES CANAUX CALCIQUES

Type | Nomenclature Activation Inactivation | Conductance
T Transient bas seuil (environ — 70 mV) rapide 8 pS

L Long-lasting |haut seuil (environ — 20 mV) lente 20-25 pS

N Neuronal haut seuil (environ - 30 mV) intermédiaire | 10-20 pS

P Purkinje intermédiaire (environ — 60 mV)| lente 10-12 pS

Q Q apres P haut seuil (environ - 30 mV) intermédiaire -

Tableau Il

PHARMACOLOGIE DES INHIBITEURS DES CANAUX CALCIQUES

. - lons
Type [Dihydropyridine| -CgT-GVIA | ®o-Aga-IVA |@o-CmT-MVIIC divalents
T +/- = - - Ni > Cd
L ++ +- - - Cd > Ni
N - ++ - + Cd > Ni
P - - ++ + ?
Q - - +/- ++ ?
Ni : nickel ; Cd : cadmium.
dines. Il est bien connu, par effet, la stimulation B-adrénergique,

exemple, que le courant calcique de
type L musculaire a une cinétique
trés lente par rapport a celle du cou-
rant calcique cardiaque. Une diversi-
té fonctionnelle au sein des canaux
de type L a aussi été décrite au
niveau des cellules vasculaires [10]
et dans les neurones du cervelet

[11].

Régulation des canaux
calciques par les
phosphorylations

et les protéines G

Les neurotransmetteurs et hormones
constituent des stimuli essentiels
pouvant régler I'activité des canaux
calciques. Les régulations les mieux
connues sont, d’une part, les phos-
phorylations qui impliquent diverses
protéine-kinases et, d’autre part,
celles réalisées par des protéines de
couplage ou protéines G. Les
protéine-kinases sont généralement
activées par des seconds messagers
intracellulaires, eux mémes sous la
dépendance de récepteurs extracel-
lulaires qui exercent ainsi une régu-
lation indirecte de l'activité des
canaux calciques. Cette voie de régu-
lation est bien connue pour les
canaux de type L cardiaques. En

qui conduit a un effet inotrope posi-
tif, stimule I’adénylyl cyclase par
I'intermédiaire d’'une protéine Gs, et
induit une augmentation de '’AMPc
intracellulaire qui va activer la pro-
téine kinase A (PKA). La PKA, en
phosphorylant le canal calcique ou
une protéine étroitement associée,
augmente la probabilité d’ouverture
du canal et donc l'influx calcique.
Les divers récepteurs présents sur les
cellules cardiaques, et qui sont cou-
plés positivement a I'adénylyl cycla-
se, conduisent au méme résultat.
Nous avons montré récemment que
cette stimulation du canal calcique
dépend du potentiel de la membra-
ne, 'action de l'isoprotérénol étant
beaucoup plus marquée lorsque le
potentiel de membrane est mainte-
nu trés négatif [12]. Les cellules les
plus polarisées, comme les cellules
ventriculaires, devraient, de ce fait,
étre les plus affectées par la stimula-
tion B-adrénergique. Les canaux L
musculaires squelettiques sont aussi
réglés par la PKA, et il a été montré
trés récemment que la « facilitation »
du courant calcique observée lors de
stimulations répétitives, requiert une
étape de phosphorylation par la
PKA. Ce processus aurait une grande
importance dans la modulation de la
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contraction musculaire en réponse a
des stimuli tétaniques [13]. Sur les
cellules vasculaires, le courant cal-
cique de type L est généralement
insensible a ’AMPc intracellulaire.
Cependant, deux courants de type
haut seuil sensibles aux DHP ont été
récemment décrits sur des myocytes
artériels en culture, I’un d’entre eux
étant potentialisé par 'AMPc [14].
L’AMPc pourrait également aug-
menter le courant de type P sur les
neurones d’hippocampe [15]. La sti-
mulation de la protéine kinase C

induit aussi une augmention du cou-
rant calcique cardiaque de type L
[16] ainsi que les courants calciques
de divers neurones, centraux ou
périphériques [17]. Les effets des
protéine kinases A et C ont aussi été
étudiés sur des canaux calciques
exprimés a partir d’ARN tissulaire
dans des ovocytes de xénope.
L’injection d’ARN de cceur de rat
conduit a I'expression de canaux de
type L, stimulés a la fois par la PKA
et la PKC [18, 19]. Une potentialisa-
tion des canaux calciques L vascu-

Domaine | i

Structure d'un domaine

Figure 2. Structure schématique du canal calcique squelettique de type L.

Le canal calcique est composé de quatre sous-unités dont trois (o1, o.2-0 et

Y) sont transmembranaires, la sous-unité B étant cytoplasmique. La sous-
unité a1, qui forme le canal proprement dit, est composée de quatre
domaines ayant chacun six segments en hélice a. transmembranaire, nom-
més S1 a S6. La région du pore du canal ou s'effectue la sélectivité entre
les ions calcium et sodium est due a un double feuillet B antiparallele se
trouvant entre les segments S5 et S6 de chaque domaine (voir figure 3).
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laires par la calmoduline kinase II a
été décrite [20]. A I'heure actuelle,
la régulation des canaux calciques
neuronaux par les diverses kinases
est encore mal connue en raison de
la difficulté de séparer précisément
les divers types de courants.

Une modulation des canaux cal-
ciques par les protéines G a été
décrite depuis quelques années et
concerne principalement les canaux
neuronaux de type N. Cette modula-
tion est toujours dans le sens d’'une
inhibition. De nombreux neuro-
transmetteurs ou hormones pepti-
diques inhibent les canaux N de
divers neurones via une protéine de
type Go, sensible a la toxine de per-
tussis. C'est le cas, entre autres, de la
noradrénaline, de I’acide y-amino-
butyrique (GABA), de la substance
P, ou de la somatostatine [21]. Ce
type de régulation n’est pas exclusi-
vement observé avec le type N. Sur
les cellules pituitaires de rat, en utili-
sant des anticorps anti-peptides diri-
gés contre plusieurs types de pro-
téines G, on a mis en évidence
I'inhibition de canaux calciques de
type L et T par le récepteur dopami-
nergique D2 et par 'intermédiaire
d’une protéine Go [22]. Au niveau
du cervelet, c’est un canal de type P
qui a été décrit comme inhibé par le
GABA,, par I’'intermédiaire d’une
protéine G [23]. La régulation des
canaux calciques neuronaux par des
protéines G est donc un mécanisme
physiologique fondamental, mais la
nature exacte des processus molécu-
laires permettant I'interaction entre
le canal et la protéine G sont encore
mal connus. L’hypothése la plus
récemment proposée est une altéra-
tion de la perméabilité des ions cal-
cium [24].

Structure protéique

des canaux calciques.

Composition en sous-

unites
L’étape biochimique a été essentielle
pour I'analyse structurale des canaux
calciques. Elle a pu étre réalisée
grace a la découverte de ligands spé-
cifiques, en particulier les dihydropy-
ridines (DHP), qui, radiomarquées,
ont permis d’identifier des sites
récepteurs a forte affinité dans les
tubules transverses de muscle sque-

lettique [25]. Le récepteur des DHP  m——
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a été purifié a partir du muscle sque-
lettique ; il est constitué de cinq
sous-unités : une sous-unité ol
(175 kDa), responsable de la forma-
tion du canal et des sites récepteurs
des grandes familles d’antagonistes
calciques (DHP, phénylalkylamines,
benzothiazépines) ; une sous-unité
02 (140 kDa) qui est liée par des
ponts disulfures a & (25 kDa) ; une
sous-unité B (55 kDa) et une sous-
unité y (30 kDa). La stcechiométrie
est de 1: 1:1: 1:1 (pour revue
[26] et figure 2). Les sous-unités ol
et B sont phosphorylées in vitro par
la PKA, la PKC, la caséine kinase et
la calmoduline kinase, alors que la
sous-unité 02-8 est une glycoprotéi-
ne. La sous-unité y n’a été décrite
que pour le muscle squelettique. La
purification du récepteur des DHP
du tissu cardiaque est beaucoup plus
délicate en raison de la densité
beaucoup plus faible de sites récep-

teurs, mais l’existence d’une sous-
unité canalaire ol un peu plus lour-
de (195 kDa) a aussi été montrée.
Ces récepteurs des DHP de type
squelettique et cardiaque correspon-
dent bien aux canaux de type L
décrits sur ces préparations. La puri-
fication du type N a été possible
grace a I'w-conotoxine d’ou le nom
initial de « récepteur de I’w-cono-
toxine ». La sous-unité ol aurait un
poids moléculaire de 210 a 240 kD
et serait phosphorylée in vitro par la
PKA et la PKC [27]. Les divers types
de canaux calciques sont probable-
ment formés de I'association d’une
sous-unité al avec des sous-unités a2
et B apparentées a celle du muscle
squelettique. Il a été montré en effet
que des anticorps monoclonaux diri-
gés contre les sous-unités 02 et B du
canal calcique immunoprécipitent
les sites de liaison a la fois aux DHP
et a 'o-CgT-GVIA [28]. Une étude
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Figure 3. Cartographie fonctionnelle de la sous-unité o.1. L'obtention de muta-
tions ponctuelles ou de canaux chimeéres réalisés a partir des différentes sous-
unités a1 clonées a permis de localiser certaines séquences importantes pour
le fonctionnement normal du canal. Le détecteur de voltage (voltage sensor,
partie responsable de I'activation) a ainsi pu étre identifié comme le quatrieme
segment de chaque domaine (S4). De méme, les séquences responsables de
I'activation et de l'inactivation rapide des types L et P ont été partiellement
caractérisées. Des séquences nécessaires pour la fixation des dihydropyridines
(nifédipine), des benzothiazépines (diltiazem) et des phénylalkylamines (véra-
pamil) ont aussi été localisées. Les domaines d’interaction avec la sous-unité
sont situés sur la boucle entre les domaines | et Il : un motif d’acides aminés
commun aux sous-unités o.1 (-QQ-E--L-GY--WI--E) interagit avec la séquence
215-255 de la sous-unité B. La structure responsable du couplage excitation-
contraction (couplage E-C) de type squelettique (via le recepteur de la ryanodi-
ne) est située sur o.1S au niveau de la boucle qui relie les domaines Il et lll.
Enfin, I'analyse de la structure primaire indique que les sites présomptifs pour
les phosphorylations dépendantes de la protéine kinase A sont plutét situés
sur la partie carboxyterminale de la protéine. Code a une lettre des acides
aminés: A:Ala; C:Cys;D:Asp,E:Glu,;F:Phe;G:Gly,H:His,I:lle;K:
Lys, L: Leu; M:Met, N: Asn,;P:Pro; Q:GIn; R: Arg,; S:Ser,; T: Thr; V:
Val, W:Trp;Y: Tyr.

m/s n° 12, vol. 10, décembre 94



Tableau Il
CARACTERISATION DES DIFFERENTS GENES CODANT POUR LES CANAUX CALCIQUES
ET CORRESPONDANCE FONCTIONNELLE
Gene* Type Taille Activation Pharmacologie Distribution
Inactivation du canal exprimé | principale
Classe S L haut seuil DHP + muscle
CaCh1 212 kDa lente squelettique
classe A P et/ ou Q haut seuil w-Aga-IVA +/- cerveau,
CaCh4 250 kDa modérée @-CmT-MVIIC ++ ceeur, rein
classe B haut seuil ©-CgT-GVIA++ cerveau
CaCh5 N 260 kDa modérée
classe C haut seuil DHP ++ cerveau
CaCh2 L 240 kDa lente ceeur,
muscle lisse
rein
classe D haut seuil DHP ++ cerveau
CaCh3 L 245 kDa lente ®-CgT-GVIA+/- coeur
pancréas
classe E bas seuil w-Aga-IVA+/- cerveau
CaChé T? 252 kDa rapide

*
: classifications établies par les groupes de Snutch (classes S, A, B, C, D, et E) et Perez-Reyes (CaCh1-6).
S : nouvelle appellation du géne codant pour le canal calcique du muscle squelettique.

récente a montré I’association d’un
type défini de sous-unité f (B3) avec
la sous-unité o, de type N [27].

Structure primaire
des sous-unités
des canaux calciques

Diversité de la sous-unité ol

Aprés la purification du récepteur
des DHP a partir de muscle squelet-
tique, I'’ADNc codant pour la sous-
unité ol a été cloné par le groupe
de Numa au Japon [29]. Les ADNc
codant pour des sous-unités ol ont
ensuite été clonés par homologie, a
partir de divers tissus, tout d’abord
ceux codant pour des sous-unités
correspondant aux canaux de type L
des muscles cardiaque et lisse, puis
pour des sous-unités ol spécifiques
du tissu nerveux (pour revue voir
[30]). Plusieurs classifications ont
été établies sur des bases structurales
et nous nous limiterons a celle pro-
posée par Snutch qui semble la plus
utilisée a I'heure actuelle. Sur le cer-
veau de rat, les ADNc codant pour
cinq sous-unités ol semblant corres-
pondre a toutes les grandes familles
de canaux calciques identifiées sur
des bases fonctionnelles ont été
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séquencés. Ces sous-unités ol sont
codées par des génes nommés S, A,
B, C, D, E comme indiqué sur le
Tableau III [31] correspondant pro-
bablement sur le plan fonctionnel
aux canaux de type P (classe A), N
(classe B), L (classes S, C et D) et
peut-étre T (classe E). Comme dans
le cas du canal sodique, la sous-unité
ol est formée de quatre domaines
transmenbranaires eux méme orga-
nisés en six hélices o transmembra-
naires (figures 2 et 3). Dans le cas des
canaux potassiques, une structure
similaire forme le canal, mais elle
résulte de l'assemblage de quatre
domaines homologues indépen-
dants. Pour tous ces canaux, le qua-
trieme segment transmembranaire
de chaque domaine est chargé posi-
tivement (S4) et constitue le détec-
teur de voltage (voltage sensor) c’est-a-
dire la structure sensible aux
variations de potentiel. D’autre part,
la boucle peptidique qui relie les
segments transmembranaires 5 et 6
(S5-S6) dans chaque domaine est
formée de deux feuillets B intra-
membranaires dénommés SS1-SS2,
impliqués dans la formation du pore
et la sélectivité du canal. Il est a
noter que des sites de phosphoryla-
tion par la PKA sont localisés princi-

palement sur la partie carboxytermi-
nale et entre les domaines II et III
selon le type de al. Des sites consen-
sus de phosphorylation pour
d’autres kinases (PKC, calmoduline
kinase, caséine kinase) sont aussi
répartis sur toute la structure.

La variété des sous-unités ol est
accrue par l'existence d’isoformes.
Le géne de classe C, par exemple,
produit trois isoformes codant pour
des sous-unités al de type L. (car-
diaque, vasculaire et neuronale). Il
reste a déterminer si ces toutes
petites différences de structure
(93% a 98 % d’identité de séquen-
ce) sont a l'origine des différences
fonctionnelles observées entre les
canaux calciques exprimés a partir
d’'un méme gene dans les cellules
cardiaques, vasculaires ou nerveuses.
L’étape suivante a été d’établir des
corrélations entre les données élec-
trophysiologiques et pharmacolo-
giques recueillies sur les cellules de
divers tissus et les données structu-
rales, afin de tenter d’établir des
relations entre la structure et la
fonction de la sous-unité ol. Pour
cela, il a été nécessaire d’utiliser des
modeéles de reconstitution permet-
tant d’induire une expression fonc-
tionnelle des diverses sous-unités ol.
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Expression des diverses sous-unités
ol dans l'ovocyte de xénope

Le modele d’expression le plus facile
a utiliser et le plus robuste est I’ovocy-
te de xénope qui est capable d’expri-
mer des protéines membranaires
fonctionnelles aprés micro-injection
d’ARNm ou d’ARN transcrit in vitro a
partir d'un ADNc. Des canaux cal-
ciques fonctionnels ont été exprimés
en premier apreés injection d’ARN
total de cerveau et de cceur [32]. Le
canal calcique exprimé a partir
d’ARN de cerveau de rat est insen-
sible aux DHP et a I'o-Cgt-GVIA et fut
de ce fait considéré comme n’appar-
tenant ni au type L ni au type N [33].
Il fut suggéré par la suite qu'’il s’appa-
rentait au type P puis, plus récem-
ment, au type Q [4]. En revanche, les
canaux calciques exprimés a partir
d’ARN de cceur sont sensibles aux
DHP et leurs propriétés électrophysio-
logiques et leur régulation sont simi-
laires a celles observées sur les myo-
cytes cardiaques [34]. En particulier,
une élévation de 'AMPc intracellulai-
re augmente I'amplitude du courant,
de facon comparable a celle observée
lors d’une stimulation B-adrénergique
sur les cellules cardiaques [18]. L’
injection d’ARN, obtenu in vitro a par-
tir des sous-unités ol cardiaque ou
vasculaire, induit aussi I'expression de
courants calciques sensibles aux DHP
mais insensibles a I'’AMPc intracellu-
laire, indiquant que la régulation de
I'activité du canal calcique, ne ne
résume pas a la sous-unité al [35].
Les ARN des sous-unités al d’origine
neuronale sont, eux aussi, capables
d’exprimer dans 'ovocyte de xénope
des canaux calciques fonctionnels sen-
sibles respectivement aux DHP, a '
CgT-GVIA et a I'w-Aga-IVA (31, 36] et
qui semblent donc correspondre aux
canaux de type L, N, et P ou Q
(quelques exemples sont présentés
sur la figure 4). Le courant exprimé a
partir du gene de classe E s’apparente
le plus au courant de type T, dans la
mesure ou il est activé par de faibles
dépolarisations, mais sa cinétique est
plus lente que celle du courant T
observée sur des cellules nerveuses
[37]. L’absence de ligand vraiment
spécifique ne permet pas, a 'heure
actuelle, d’affirmer une correspon-
dance entre le produit du géne de
classe E et le canal de type T.

On peut enfin noter que I'utilisation

de l'ovocyte de xénope comme
modele de reconstitution de canaux
calciques est limitée par certains fac-
teurs : l'existence de canaux cal-
ciques endogénes peut contaminer
I’étude des canaux d’origine exoge-
ne, en particulier lorsque le niveau
d’expression est faible ; globalement,
seuls les ARN extraits de cerveau et
de muscle cardiaque permettent un
niveau d’expression convenable ; de
plus, la sous-unité al de muscle
squelettique ne conduit jamais a
I’expression de courants calciques
apres injection d’ARN aussi bien
extrait de muscle que transcrit in
vitroa partir de ’ADNCc.

Expression des sous-unités ol dans
des lignées cellulaires de mammifére

Les cellules de mammiferes offrent
une autre alternative pour les
études structure-fonction portant
sur les sous-unités al grace a deux
approches complémentaires. Un
modéle de complémentation a, tout
d’abord, prouvé que la sous-unité
ol de muscle squelettique est
capable de former un canal cal-
cique, méme si son role sur le
muscle squelettique adulte est assi-
milé a celui d'un wvoltage sensor qui,
par liaison directe aux récepteurs
de la ryanodine, permet la libéra-
tion du calcium stocké dans le réti-
culum sarcoplasmique. Il s’agit des
myotubes en culture de la souris
mdg (muscular dysgenesis) sur lesquels
la sous-unité ol est absente, ce qui
entraine une disparition a la fois du
courant calcique lent, des sites de
liaison aux DHP et de la contrac-
tion [38]. La micro-injection dans
le noyau de I'’ADNc codant pour la
sous-unité al de muscle squelet-
tique a permis, sur certains myo-
tubes, de restaurer a la fois le cou-
rant calcique lent et la contraction
[39]. Les sous-unités auxilliaires
étant exprimées normalement, ce
modele est donc extrémement inté-
ressant pour la comparaison et les
études structure-fonction portant
sur la sous-unité ocl.

Des lignées de cellules de mammi-
féres peuvent aussi étre utilisées
pour transfecter de facon transitoire
un ADNc codant pour une sous-
unité al. Cela a été réalisé avec les
cellules HEK283, par exemple, pour
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Figure 4. Pharmacologie comparée des trois types de canaux calciques
(classes C, B, et A). (A). L'injection d'ARN codant pour les différentes sous-
unités du canal calcique (a1, B et a28) dans des ovocytes de xénope induit,
aprés deux a trois jours, la formation de canaux présentant des propriétés
électrophysiologiques et pharmacologiques similaires a celles mises a jour
sur des cellules natives. (B). Le canal de classe C (type L) est activé par une
dihydropyridine (Bay-k 8644), le canal de classe B (type N) est bloqué par
I'o-CgT-GVIA et le canal de classe A (type Q ou P), est insensible a ces deux
agents. (C). Aprés expression dans l'ovocyte de xénope (par injection
d’ARN de cceur), les courants calciques de type L restent sensibles aux
régulations par la protéine kinase A (stimulation par I’AMPc) ou C (stimula-
tion par I'ester de phorbol, PMA). Les courants sont activés par des dépola-
risations de + 10 mV a partir d’un potentiel de membrane de — 80 mV.
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la sous-unité al spécifiant le type N
(classe B) [40]. Les fibroblastes L
murins présentent l'avantage d’étre
le seul modéle qui ne posséde pas
de canaux calciques endogeénes,
c’est-a-dire aucune des sous-unités
impliquées dans la formation d’un
canal calcique. La transfection stable
de la sous-unité al squelettique
induit I'apparition d’un courant cal-
cique trés lent et sensible aux DHP.
Tres rapidement, des lignées cellu-
laires stables exprimant diverses
combinaisons de sous-unités ont été
établies. Ce modéle est donc particu-
lierement bien adapté a I’étude du
role des sous-unités auxiliaires (pour
revue [41]). Les cellules CHO sont
aussi utilisées pour réaliser des
lignées cellulaires exprimant de
facon permanente les sous-unités ol
cardiaque ou vasculaire, en présence
ou en I'absence de sous-unités auxi-
liaires [42].

Etudes structure-fonction de la sous-
unité ol

Ces divers modeles d’expression,
transitoire ou stable, ont permis des
études structure-fonction portant sur
la sous-unité ol. Dans les myotubes
mdg, la micro-injection des sous-uni-
tés ol squelettique et cardiaque
induit, respectivement, 1'apparition
d’un courant calcique avec les carac-
téristiques du L squelettique (ciné-
tique treés lente) ou du L cardiaque,
et un couplage excitation-contrac-
tion insensible (type squelettique)
ou dépendant (type cardiaque) du
calcium extracellulaire [39]. La
constitution de chiméres entre les
sous-unités ol squelettique et car-
diaque a montré que la structure
responsable du couplage excitation-
contraction de type squelettique est
la boucle intracellulaire qui relie les
domaines II et III [43], et que le
domaine [ est responsable de la
cinétique rapide ou lente de I'activa-
tion du courant calcique (plus préci-
sément le segment S3 [44]). Une
stratégie similaire, basée sur la
constitution de chimeéres entre une
sous-unité al cardiaque sensible aux
DHP (classe C) et une sous-unité ol
de type P (classe A), a montré que
les sites de fixation des DHP se
situent du coté extracellulaire, au
niveau des segments SSI1-SS2 et S6
du domaine IV [45]. Ces résultats mum—
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précisent ceux obtenus par une
approche biochimique qui situaient
les sites de fixation des DHP dans la
méme région et qui ont montré que
le site de liaison du vérapamil est du
coté intracellulaire, localisé dans la
partie carboxyterminale qui suit le
segment S6 [46]. La fixation du dil-
tiazem fait intervenir des acides ami-
nés appartenant au SSI du domaine
IV. La localisation des structures par-
ticipant a la formation du pore a été
déterminée : les acides aminés impli-
qués dans la perméation et la sélecti-
vité pour les ions Ca* ont été identi-
fiés en comparant les canaux
sodiques et calciques dont la structu-
re est globalement similaire mais la
sélectivité ionique entierement diffé-
rente ; les seules variations de struc-
ture entre ces canaux au niveau SSI1-
SS2 se trouvent dans les domaines
IIT et IV ou des acides aminés char-
gés négativement (Glu) sur les
canaux calciques sont remplacés par
des acides aminés chargés positive-
ment (Lys et Arg) sur les canaux
sodiques. Les mutations Lys'*?? = Glu
et Ala'” — Glu dans le canal
sodique non seulement affectent la
fixation de la tétrodotoxine mais
transforment un canal perméable
aux ions sodium en canal perméable
aux ions calcium [46]. Inversement,
des études trés récentes viennent de
montrer que la substitution dans les
canaux calciques d’un ou plusieurs
de ces Glu dans la partie SSI-S52 des
domaines I, III ou IV par Gly ou Ala
altére fortement la perméabilité cal-
cique d’un canal exprimé a partir
d’une sous-unité ol cardiaque
humaine dans I'ovocyte de xénope :
ce canal chimérique devient alors
perméable aux ions sodium tout en
conservant sa sensibilit¢é aux DHP
[47]. Ces séquences sont comparées
sur la figure 5. L.a séquence du pepti-
de de la sous-unité ol qui permet
I’interaction avec la sous-unité 3
vient d’étre localisée au niveau de la
boucle intracellulaire reliant les
domaines I et II [48]. Toutes ces
informations issues des études struc-
ture-fonction portant sur la sous-uni-
tés al sont illustrées sur le schéma
de la figure 3.

Modulation de la sous-unité ol par
les sous-unités auxiliaires

Les sous-unités a2- et B sont proba-
blement associées a la plupart des
diverses sous-unités al alors que la

sous-unité y n’a été décrite que pour
le muscle squelettique. Sur le plan
fonctionnel, c’est la sous-unité 3 qui
exerce la plus grande influence et
qui contribue probablement le plus
a la diversité des canaux calciques.
Les paragraphes suivants seront
donc consacrés au role de la sous-
unité B. On peut dire briévement
que la sous-unité 02-§ est la plus
conservée et que, jusqu’'a présent,
on n’a caractérisé qu’un seul gene
codant pour cette sous-unité engen-
drant cependant deux isoformes par
épissage alternatif. La co-expression
de a2-8 avec une sous-unité ol aug-
mente l'intensité du courant cal-
cique et il a été suggéré qu’elle
pourrait stabiliser la sous-unité ol
dans la membrane [voir 30].

Caractérisation moléculaire des sous-
unités 3

La sous-unité B est une protéine
cytoplasmique hydrophile associée a
ol, dont le géne a été cloné a partir
de muscle squelettique de lapin sur
la base de séquences peptidiques
dérivées de la protéine purifiée [49].
Elle est codée par un gene désigné
B1. Par analogie, les ADNc corres-
pondant a trois autres génes ont été
clonés (B2, B3, B4). Il n’ y a pas de
distribution tissulaire qui rappelle
celle des sous-unités ool comme
I'indique le Tableau IV et on peut
noter des différences interespéces
intéressantes concernant l’expres-
sion des sous-unités  au niveau car-
diaque. Ainsi, la sous-unité B2 est
exprimée de facon importante au
niveau cardiaque chez le rat ou le
lapin alors que nous avons montré
que seul le géne Bl (Bla, B1b, Blc)
s’exprime au niveau du cceur
humain [50]. De plus une sous-unité
B3, dont le geéne a également été
cloné au laboratoire a partir de tissu
embryonnaire humain, et localisée
sur le chromosome 12 (ql3), s’expri-
me au niveau du cerveau et du
muscle lisse mais est totalement
absente au niveau cardiaque [51]. A
I’heure actuelle, les génes correspon-
dants a 2 et 4 n’ont pas été enco-
re décrits chez I'homme. En
revanche, un ADNc codant pour
une sous-unité f (MysB) proche sur
le plan structural de la sous-unité 2
a été isolé en criblant une banque
de cerveau fcetal humain avec des
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sérums de patients atteints du syn-
drome de Lambert-Eaton [52]. Cette
observation quelque peu surprenan-
te (la sous-unité B étant cytoplas-
mique) relance l'intérét physiopa-
thologique des études des canaux
calciques.

Les sous-unités 3 comme véritables
modulateurs endogenes des canaux
calciques

Les sous-unités B jouent un roéle parti-
culierement important dans la modu-
lation de I'activité « canal calcique »
déterminée par la sous-unité ol et
peuvent, en ce sens, étre considérées
comme de véritables modulateurs
endogénes. Il a été montré que la
sous-unité Bl (Bla) augmente forte-
ment 'amplitude des courants cal-
ciques exprimés a partir des diverses
familles de ol dans I'ovocyte de xéno-
pe ou les cellules de mammiféres et
modifie les propriétés électrophysiolo-
giques et pharmacologiques du canal
calcique. C’est la modulation des
sous-unités ol de type L qui a été la
mieux étudiée. La sous-unité Pla,
coexprimée dans des cellules de
mammifére avec la sous-unité ol de
muscle squelettique, accélére les ciné-
tiques d’activation et d’inactivation et
déplace les courbes courant-potentiel
ainsi que la courbe d’inactivation a
I'état stable vers les potentiels négatifs.
Elle induit aussi une augmentation du
nombre de sites de liaison des DHP
[41]. Les études d’expression dans
I'ovocyte de xénope montrent aussi
que la co-expression des autres sous-
unités B augmente I'amplitude des
courants exprimés a partir de diverses
ol (figure 6). Cependant, leurs effets
sur la cinétique du courant peuvent
étre différents, la sous-unité B3, par
exemple, provoquant une forte accé-
lération de I’inactivation contraire-
ment aux isoformes PBla et 2 [53].
Plus précisément, deux isoformes pro-
venant d'un méme géne (Bla et BIb)
peuvent avoir des effets opposés sur
I’inactivation du courant calcique

-[53] ce qui indique que I'expression

d’isoformes de la sous-unité B peut
aussi fortement participer a I'apparen-
te diversité fonctionnelle des canaux
calciques.
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Tableau IV
GENES CODANT POUR LES SOUS-UNITES B

Gene Isoforme

Expression tissulaire
principale décrite chez
I’animal (rat/lapin)

Association spécifique
décrite avec
une sous-unité al

a muscle squelettique
p1 b cerveau
c cerveau

alS

B2 a, b

coeur
cerveau
muscle lisse

cerveau
B3 muscle lisse
coeur

alB

B4 cerveau
cervelet

La distribution tissulaire des sous-unités B n’est pas clairement établie dans la mesure ou certaines
sondes peu spécifiques ont été utilisées. Elle semble aussi dépendre de I'espéce. Ainsi seul le géne
B 7 parait étre exprimé sur le myocarde humain [50] au lieu du géne B2 chez le rat ou le lapin. Des
combinaisons spécifiques (a1 + B) pourraient exister, ainsi pour le canal de type L du muscle
squelettique (1S et B1a) ou le canal du type N dans le cerveau (a1B et B3). Le géne codant pour
MysB, I'antigéne révélé par les anticorps contenus dans le sérum des paptients atteints du
syndrome de Lambert-Eaton [52], pourrait correspondre au géne B2 humain.

Physiopathologie
des canaux calciques

Les données démontrant I'implica-
tion de canaux ioniques dans des
maladies sont récentes. Elles concer-
nent, par exemple, des canaux
sodiques ou des canaux chlorure.
Des mutations dans le géne du canal
sodique musculaire ont été démon-
trées dans le cas de la paralysie
périodique hyperkaliémique ou de
la paramyotonie congénitale (m/s
n®l, vol. 7, p. 79; n°5, vol. 8, p.
505). Deux mutations trouvées dans
le géne et reproduites in vitro (Thr'®
— Met et Met'*® = Val) provoquent
sur le plan fonctionnel a la fois un
ralentissement de I'inactivation et un
décalage de la courbe courant
potentiel pouvant étre en relation
avec la maladie [54]. Une autre
maladie musculaire, la myotonie
congénitale, correspond probable-
ment a un dysfonctionnement d’un
canal chlorure (m/s n* 6/7, vol. 10, p.
748) [55].

La variété des génes codant pour des
canaux calciques et I'importance
physiologique des processus qu'’ils
controlent, permettent de penser
qu’ils sont sans doute impliqués
dans la physiopathologie de cer-

taines maladies chez I’homme, ce
qui n’est pourtant pas clairement
établi. Le seul exemple chez 'animal
est la souris mdg (muscular dysgenesis)
ou une mutation du geéne qui code
pour la sous-unité ol de muscle
squelettique est létale, I'absence de
la protéine-canal se traduisant par la
disparition du courant calcique lent
[38]. On peut penser que des muta-
tions conduisant a une absence de
sous-unité ol ou a une sous-unité ol
non fonctionnelle chez I’homme
pourraient aussi €tre létales. Des
maladies liées aux sous-unités asso-
ciées a ol sont aussi envisageables.
Les geénes codant pour des sous-uni-
tés P qui influencent fortement les
propriétés des canaux calciques
apparaissent donc comme de bons
candidats potentiels responsables de
maladies génétiques.

Divers travaux suggeérent a I’heure
actuelle que des canaux calciques
seraient impliqués dans certaines
maladies, avec des modifications de
I’expression de canaux calciques,
d’éventuelles mutations dans un
géne codant pour une sous-unité
d’un canal calcique et les canaux
calciques comme cible d’anticorps
dans des maladies a composante
auto-immune.
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Figure 6 : Modulation des propriétés électrophysiologiques de la sous-unité
o 1C par la sous-unité . Courants calciques enregistrés aprés injection dans
des ovocytes de xénope des ADNc codant pour la sous-unité a1 (classe C)
ou a1 + B. La co-injection de la sous-unité B augmente I’'amplitude du cou-
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rant-potentiel d'environ 20 mV dans le sens des hyperpolarisations. Les
courants présentés sont enregistrés pour des dépolarisations de — 40, — 20,
0 et + 20 mV (marqués par une fleche) a partir d’'un potentiel de membrane
de - 80 mV.
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Canaux calciques et pathologie mus-
culaire

Un travail treés récent suggere que le
géne codant pour la sous-unité ol
de muscle squelettique pourrait étre
impliqué dans une maladie muscu-
laire, la paralysie périodique hypoka-
liémique (m/s n” 6/7, vol. 10, p. 748)
[56]. En effet, une analyse de liaison
dans trois familles d’origine géogra-
phique trés différente a montré que
le locus (HypoPP) de cette maladie se
situe sur le chromosome 1q31-32. Le
géne codant pour la sous-unité ol
de muscle squelettique qui se situe
dans la méme région et coségrege
avec HypoPP apparait donc comme
un candidat possible pour cette
maladie*.

Dans certaines maladies cardiovascu-
laires, des modifications de I’amplitu-
de du courant calcique ont été
décrites. C’est le cas, par exemple,
des cardiomyopathies dilatées
humaines ou une diminution
notable de I'amplitude du courant
calcique de type L a été observée
[57]. Dans des affections vasculaires,
comme I’athérosclérose ou la resté-
nose, se produisent des changements
du phénotype cellulaire qui évolue
de contractile a synthétique/migra-
toire selon des critéres bien définis.
Cette conversion phénotypique est
aussi observée au niveau des cellules
musculaires lisses en culture et
s’accompagne de modifications de
I'expression de certains sous-types de
canaux calciques. En particulier, il
existe une corrélation entre I’expres-
sion du courant de type T et la
période ou les cellules proliférent
[10]. Ces observations peuvent servir
de base, soit pour établir une rela-
tion entre une maladie et des modi-
fications de I’expression de génes
codant pour des canaux calciques,
soit pour proposer une sous-unité de
canal calcique comme géne candidat
dans une affection donnée.

Iinplication de canaux calciques
dans certaines maladies auto-
immunes

Plusieurs études suggerent I'implica-
tion des canaux calciques dans cer-
taines maladies a composante auto-
immune. Chez des patients qui
développent un cancer bronchique a
petites cellules, I’expression d’anti-

* La mutation sur la sous-unité o1 a été confirmée
recemment C. Placék et al., Cell 1994 : 77 : 863-8. eun———

1305



REFERENCES

63. Hell JW, Westenbroek RE, Warner C,
Ahlijanian MK, Prystay W, Gilbert MM,
Snutch TP, Catterall WA. Identification
and differential subcellular localisation of
the neuronal class C and class D L—gpe cal-
cium channel alpha-1 subunits. | Cell Biol
1993 ; 123 : 949-62.

64. Miyakawa H, Ross WN, Jaffe D, Callaway

JC, Lasser-Ross N, Lisman JE, Johnston D.

Synaptically activated increases in Ca®
concentration in hippocampal CAl pyrami-
dal cells are primarily due to volta; egated
Ca? channels. Neuron 1992 ; 9 : 1163-73.

65. Bourinet E, Charnet P, Tomlinson J,
Stea A, Snutch TP, Nargeot ]J. Voltage-
dependent facilitation of a neuronal alc L-
2'(%62 galcium channel. EMBO J 1994 ; 13:

66. Choi DW. Calcium-mediated neuro-

toxicity : relationshiﬁ to specific channel

types and role in ischemic damage. Trends
eurosct 1988 ; 11 : 465-9.

67. Valentino K, Newcomb R, Gadbois T,
Singh T, Bowersox S, Bitner S, Justice A,
Yamashiro D, Hoffman BB, Ciaranello R,
Miljanich G, Ramachandran J. A selective
N-type calcium channel ama%onist protects
against neuronal loss after Eobal cerebral
ischemia. Proc Natl Acad Sci USA 1993 ; 90 :
7894-7.

68. Mori Y, Friedrich T, Kim MS, Mikami A,
Nakai |, Ruth P, Bosse E, Hofmann F, Floc-
kerzi V, Furuichi T, Mikoshiba K, Imoto K,
Tanabe T, Numa S. Primary structure and
functional expression from complementary
DNA of a brain calcium channel. Nature
1991 ; 350 : 398-402.

69. Dubel SJ, Starr TVB, Hell }{,
Ahlijanian MK, Enyeart J], Catterall WA,
Snutch TP. Molecular cloning of the o-1
subunit of an @W-conotoxin-sensitive calcium
channel. Proc Natl Acad Sci USA 1992 ; 89 :
5058-62.

70. Snutch TP, Tomlinson W], Leonard JP,
Gilbert MM. Distinct calcium channels are
generaled by alternative splicing and are

ifferentially expressed in the mammalian
CNS. Neuron 1991 ; 7 : 45-57.

71. Williams ME, Feldman DH, McCue AF,
Brenner R, Velicelebi G, Ellis SB,
Harpold MM. Structure and functional
expression of -1, 0-2 and B subunits of a
novel human neuronal calcium channel
subtype. Neuron 1992 ; 8 : 71-84.

72. Noda M, Ikeda T, Kayano T, Suzuki M,
Takesmira H, Kurasaki M, Takahashi H,
Numa S. Existence of distinct sodium chan-
nel messenger RNAs in rat brain. Nature

— 1993 ; 320 : 188-92.

1306

geénes a caractére neuronal par la
tumeur induit la production d’anti-
corps dirigés, entre autres, contre
des canaux calciques neuronaux. Ces
anticorps pourraient reconnaitre et
bloquer les canaux calciques appa-
rentés dans d’autres tissus. A la jonc-
tion neuromusculaire, la réduction
de la libération d’acétylcholine qui
est controlée par des canaux cal-
ciques présynaptiques, serait a I’origi-
ne de la faiblesse musculaire clini-
quement définie comme le syndrome
de Lambert-Eaton ou LEMS. L’exo-
cytose d’'un neurotransmetteur dans
le systéme nerveux central pourrait

en fait impliquer un complexe de
plusieurs protéines associées compre-
nant le canal calcique de type N
(sensible a I'k-CgT-GVIA), la synap-
totagmine et la syntaxine (m/s n * 8-9,
vol. 9, p. 1000) . 1l a été montré que
toutes ces protéines sont bien coex-
primées dans des lignées établies a
partir de cellules du cancer du pou-
mon, I'antigéne reconnu par les anti-
corps LEMS semblant étre la synap-
totagmine [58]. Cependant, des
données récentes suggeérent aussi
I'implication d’un autre canal cal-
cique, le canal de type P (classe A)
qui a pu étre cloné sur les mémes
lignées cellulaires issues de cancer
du poumon a petites cellules [59].
Un argument en faveur de cette
hypothése est que le LEMS s’accom-
pagne parfois de dégénéresence du
cervelet ou le canal calcique de type
P est fortement exprimé. De plus, il
a été démontré que le canal de type
P contréle la libération d’acétylcholi-
ne a la jonction neuromusculaire de
mammifére, ce qui renforce encore
cette hypothése [8]. Une autre équi-
pe, utilisant des sérums de patients
LEMS pour cribler une banque de
cerveau feetal humain, a isolé un
ADNc codant pour une protéine
(MysB) trés proche sur le plan struc-
tural de la sous-unité B2 du canal cal-
cique [52]. Si l'on considere
I'ensemble de ces données, on peut
imaginer que la tumeur expose au
systéme immunitaire plusieurs types
de protéines, incluant des sous-unités
de canaux calciques, et que les anti-
corps dirigés contre ces canaux ont
les conséquences fonctionnelles les
plus importantes.

Une autre maladie décrite comme
impliquant des canaux calciques et
qui a pour conséquence une paraly-

sie musculaire est la sclérose latérale
amyotrophique (SLA). Cette affec-
tion caractérisée par la dégénéresen-
ce du motoneurone semble liée a
I'action d’immunoglobulines ayant
pour cible des canaux calciques. A
I’inverse des LEMS, c’est 'entrée
accrue de calcium qui parait respon-
sable de la mort du motoneurone.
Ces sérums SLA réduisent I'amplitu-
de de canaux calciques musculaires
[60]. Cela ne va pas dans le sens
attendu mais il faut noter que ces
canaux musculaires ne sont pas ceux
concernés par la maladie. Il est inté-
ressant de noter que des expériences
plus récentes du méme groupe vien-
nent de montrer que ces IgG de
patients atteints de SLA ont une
action opposée sur les canaux de
type P présents sur les motoneu-
rones ot ils augmentent 'amplitude
du courant. L’augmentation de
I'influx calcique par ce biais pourrait
donc contribuer a la neurotoxicité
[61].

Enfin, une autre maladie a compo-
sante auto-immune, le diabéte de
type I, semble concerner des canaux
calciques. On peut faire le parallele
avec le mécanisme décrit pour la
SLA puisque l'augmentation de
I'activité de canaux calciques de type
L, démontrée sur une lignée pan-
créatique en présence du sérum de
ces malades, induirait une surcharge
calcique considérée comme respon-
sable de la destruction des cellules 3
du pancréas [62].

On peut dire en conclusion que les
études concernant la physiopatholo-
gie des canaux calciques ne font que
commencer et que les approches
génétiques ainsi que la possibilité
d’exprimer une catégorie bien défi-
nie de canal dans un modéle de
reconstitution devrait permettre
dans le futur d’établir des corréla-
tions entre le dysfonctionnement
d’un canal calcique donné et une
maladie.

Conclusion :
enjeux thérapeutiques

Les canaux calciques ont suscité
depuis longtemps un grand intérét
sur le plan de la thérapeutique car-
diovasculaire, la sous-unité al du
type L étant la cible directe des
diverses familles « d’antagonistes cal-
ciques » utilisées en clinique dans le
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traitement de I’hypertension ou la
protection du myocarde. En blo-
quant partiellement le pore, ces
molécules réduisent I'influx cal-
cique, abaissent la tension artérielle
et protegent la cellule cardiaque.
Les approches structurales et fonc-
tionnelles sont importantes pour
améliorer la spécificité tissulaire des
antagonistes calciques. La plupart
des antagonistes calciques dispo-
nibles en clinique sont destinés a la
thérapeutique cardiovasculaire et
ont pour cible le canal de type L.
Les mécanismes de sélectivité tissu-
laire sont en partie assurés par le fait
que les différentes classes d’antago-
nistes calciques ont une action qui
dépend, soit de la fréquence des sti-
mulations, soit du potentiel membra-
naire, propriétés souvent décrites en
terme de use et voltage dependence. Le
geéne de classe C engendre, proba-
blement par épissage alternatif, les
isoformes cardiaque, vasculaire et
neuronale. Les canaux de type L
sont présents dans le syst¢éme ner-
veux central au niveau des corps cel-
lulaires et des dendrites proximaux,
notamment dans les neurones CAl
de I'hippocampe [63]. Ils pourraient
donc participer a I’élévation du cal-
cium intracellulaire impliquée dans
I’activation de certains processus
physiologiques ou, dans d’autres cas,
a I'induction d’une surcharge cal-
cique qui est caractéristique de nom-
breuses situations pathologiques.

La potentiation a long terme (long
term potentiation, LTP) induite in vitro
par des trains de stimuli est considé-
rée comme un processus élémentai-
re impliqué dans I’établissement de
la mémoire. Elle serait liée en parti-
culier a une élévation du calcium
intracellulaire sous la dépendance
des récepteurs du glutamate et en
particulier du récepteur NMDA.
Cependant, certaines formes de LTP
indépendantes du récepteur NMDA
ont été décrites et sont probable-
ment induites par un ou plusieurs
types de canaux calciques neuro-

naux pré- ou post-synaptiques [4,
64]. De fortes pré-dépolarisations ou
bien une salve de stimulations répé-
titives sont capables d’induire une
grande augmentation de I’entrée de
calcium par le canal calcique lors de
la dépolarisation suivante. Ce proces-
sus décrit sous le terme de « facilita-
tion » a été observé, en particulier,
pour les canaux de type L de
diverses cellules, ce type de régula-
tion pouvant étre impliqué au
niveau des neurones dans l'initiation
de la LTP. Nous avons montré
récemment que cette facilitation
peut étre reproduite in vitro dans
I'ovocyte de xénope a la suite de la
co-expression d’une sous-unité ol
neuronale de type L avec les sous-
unités auxiliaires o2 et B (B1b) d’ori-
gine nerveuse. Plusieurs éléments
importants et nouveaux ont été révé-
lés. Ce processus de facilitation
requiert, d’une part, un certain
degré de phosphorylation par la pro-
téine kinase A et, d’autre part, la
présence de la sous-unité B. De plus,
la facilitation n’est pas observée avec
les autres sous-unités ol neuronales
(génes de classe A, B ou E). Ces
résultats mettent en évidence pour
la premiére fois une régulation diffé-
rentielle des sous-unités al de type
neuronal et le réle possible d’une
sous-unité B dans un mécanisme
moléculaire pouvant intervenir dans
I’établissement d’une fonction phy-
siologique intégrée [65]. Il est a pré-
sent nécessaire de comparer les
effets des différentes isoformes de 3
sur la facilitation du canal calcique.
Lors d’une ischémie cérébrale,
I'entrée massive d’ions Ca? active
des phospholipases ou des protéases
qui vont détruire les neurones, les
plus sensibles étant ceux de la
région CAl de I'hippocampe.
L’ischémie cérébrale, bien que met-
tant en jeu de nombreux parameétres
influencés par la chute de ’ATP et
I’acidose, est caractérisée, entre
autres, par une dépolarisation mem-
branaire [66]. Les canaux de type L

post-synaptiques apparaissent donc,
au méme titre que le récepteur
NMDA, comme des cibles pharmaco-
logiques potentielles pour prévenir
I'influx calcique. Si les antagonistes
calciques ont, a I’heure actuelle, une
efficacité limitée voire méme contro-
versée dans une telle indication, il
est probable que cela est di en par-
tie a leur manque de spécificité
entre les isoformes neuronale, car-
diaque ou vasculaire. L’ischémie
cérébrale s’accompagne aussi d’une
forte élévation de la concentration
de glutamate, dont la libération est
controlée par des canaux calciques
présynaptiques de type N et P [6, 7].
Des travaux trés récents viennent
d’ailleurs de montrer qu'un peptide
synthétique dérivé de I'm-CgT-GVIA
est capable de protéger des neu-
rones pyramidaux de la région CAl
de I'hippocampe dans un modele
expérimental d’ischémie cérébrale
globale chez le rat, la neuroprotec-
tion se prolongeant plus de 24 h
aprés l'accident ischémique [67].
Ces données, considérées dans leur
ensemble, montrent a quel point il
est nécessaire de comprendre la
diversité des canaux calciques afin
de proposer des stratégies pour le
développement de nouvelles molé-
cules d’intérét thérapeutique M
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Summary

Molecular diversity of calcium channels : from gene to function

Recent studies have revealed the
molecular and functional diversity
of voltage-gated calcium channels.
Electrophysiological and pharmaco-
logical experiments on various cell
types have provided a way of charac-
terizing a Low Voltage Activated
(LVA) or «T-type », and several
High Voltage Activated (HVA) cal-
cium channels. LVA Ca? channels
have fast kinetics and no specific
ligands while HVA Ca?* channels
have been identified mainly by the
use of specific toxins, and named L,
N, P and Q. They are blocked by
dihydropyridines, @-CgT-GVIA, o-
Aga-IVA and ®-CmT-MVIIC, respec-
tively. Biochemical studies have
revealed that skeletal muscle Ca?
channels are composed of a pore-
forming ol subunit and several asso-

ciated subunits (a2-6, B and Y).
Several al subunits have been clo-
ned from various tissues and are
encoded by at least six genes. Their
expression in Xenopus oocytes or in
mammalian cells induces calcium
channel currents, the properties of
which seem to correspond to the
different Ca? channels identified in
various cells. However, it has been
suggested that further diversity may
be provided by the addition of auxi-
liary subunits and particularly the B
subunits which are thought to be
associated to most of the al subu-
nits. B subunits encoded by at least
four genes (B1, B2, B3, P4) expres-
sed in the nervous system and other
tissues enhance Ca? channel activity
and are able to modify both electro-
physiological and pharmacological

properties. However, a differential
effect on calcium current inactiva-
tion has been observed between the
different isoforms (1, p2, B3) and
their splice variants (Bla, f1b) indi-
cating that multiple Ca% channel
gating may arise from the expres-
sion of different subtypes of B subu-
nits. The implication of Ca% chan-
nels in pathophysiology has been
recently suggested and the genes
coding for al or B subunits are
potential candidates in some patho-
logies. Several autoimmune diseases
have also been suggested to involve
Ca? channels as the targets for anti-
bodies. Moreover, the functional
diversity of neuronal Ca?* channel
offers new perspectives in the deve-
lopment of drugs for the treatment
of neurologic disorders.
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