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Article abstract

The extracellular calcium-sensing receptor (CaR) belongs to class III of
G-protein coupled receptors. The CaR is expressed at the surface of the
parathyroid cells and plays an essential role in the regulation of ca?'
homeostasis through the control of parathyroid secretion. The CaR is activated
by ca®* and Mg2+ present in the extracellular fluids, various di- and trivalent
cations, L-aminoacids and charged molecules including several antibiotics.
Calcimimetics potentiate the effect of Ca?" and are proposed to be of
therapeutic benefit for the treatment of both grimary and secondary
hyperparathyroidism. Calcilytics block the Ca“*-induced activation of the CaR.
Three-dimensional models of the seven transmembrane domains of the human
CaR have been used to identify specific residues implicated in the recognition
of calcimimetics and calcilytics. These molecules should be useful for
delineating the physiological roles played by the CaR in several tissues and for
clarifying the direct effects attributed to extracellular ca®".
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> Le récepteur du Ca? extracellulaire (CaR),
localisé a la membrane de la cellule parathyroi-
dienne, répond aux fluctuations des ions Ca®
sériques et contr6le I’homéostasie calcique. Il
appartient a la classe Il des récepteurs couplés
aux protéines G. Son activité est controlée par
divers ions divalents et trivalents, mais aussi par
des molécules endogenes telles que les acides
aminés aromatiques de forme L ou la spermine.
Le développement de molécules calcimimétiques
capables de potentialiser les actions du Ca? sur
le CaR et de réduire la concentration de la para-
thormone circulante in vivo, ainsi que des études
cliniques récentes, suggéerent qu’il constitue une
nouvelle cible thérapeutique pour le traitement
des hyperparathyroidies primaires et secon-
daires. Les calcilytiques bloquent le CaR et sti-
mulent la sécrétion de parathormone. Ces nou-
velles molécules, qui agissent au niveau des sept
domaines transmembranaires du CaR, devraient
permettre de caractériser les fonctions physiolo-
giques associées au CaR et aux ions Ca®* extracel-
lulaires dans divers tissus tels que le rein, I’os ou
le cerveau. <
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roide, respectivement, ol son activation inhibe la
sécrétion de PTH et stimule la sécrétion de calcitonine.

Dans le rein, le CaR est exprimé sur la membrane baso-
latérale de la partie corticale ascendante de anse de
Henlé et, a un niveau plus faible, dans d’autres régions,
dont la partie médullaire. Il participerait, au niveau
péritubulaire, a Iinhibition exercée par les ions Ca?" et
Mg? sur leur réabsorption [1]. La présence du CaR au
niveau des terminaisons nerveuses innervant les arteres

La régulation de I"homéostasie calcique dans les
milieux extracellulaires est un mécanisme vital pour
I’organisme, et de nombreuses fonctions physiologiques
sont extrémement sensibles aux variations de la
concentration extracellulaire de Ca® (Ca®,.). Uexis-
tence d’un systeme de régulation de la glande parathy-
roide est connue depuis trés longtemps. €n effet, la
sécrétion de la parathormone (PTH), une hormone cal-
ciotrope, est contrdlée par les ions Ca? présents dans le
sérum [1] (Figure 1). La caractérisation moléculaire du
mécanisme de détection des variations de Ca?" & partir
de glandes parathyroides bovines a permis, en 1993,
d’isoler un nouveau membre atypique de la famille de
récepteurs couplés aux protéines G, le récepteur des
ions Ca® extracellulaires (CaR) [2]. Ce récepteur est
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cérébrales, ainsi que sur des sous-populations de neu-
rones sensitifs, suggere qu’il pourrait étre impliqué
dans le contréle du tonus vasculaire et de la douleur [1,
3]. Si la présence du CaR a été identifiée dans diffé-
rents tissus tels que ’estomac, le pancréas, le poumon,
I’os ou encore la peau, IYidentité du type cellulaire
exprimant ce récepteur, ainsi que son réle fonctionnel,
ne sont pas encore clairement établis.

Structure et fonction du CaR

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) consti-
tuent une vaste famille de protéines membranaires
caractérisées par un domaine constitué de sept hélices
transmembranaires (heptahélices) délimitant des



boucles intra- et extracellulaires. Ces protéines sont
activées par des signaux extrémement variés tels que la
lumiére, des odeurs, des phéromones, des lipides, des
amines, des nucléosides ou encore des polypeptides. Le
CaR, qui appartient a la classe |1l des RCPG (Figure 24),
présente une homologie importante avec les récepteurs
métabotropiques du glutamate (mGIuR), les récepteurs
GABA; et les récepteurs hypothétiques des phéromones
et du godt [2, 3]. La plupart de ces récepteurs sont
caractérisés par une extrémité extracellulaire amino-
terminale de plus de 600 acides aminés (€D) homologue
a des protéines périplasmiques chargées, chez la bacté-
rie, de transporter de petites molécules telles que les
acides aminés. Ce domaine est composé de deux lobes,
LB1 et LB2, qui se ferment apres fixation du ligand, un
peu comme le piege a mouche de plantes carnivores, ce
qui a conduit a appeler ce mécanisme Venus flytrap
(Figure 2B). Cette hypothése a été confirmée apres cris-
tallisation du domaine €D du mGIuR1 en présence ou en
’absence de glutamate [4]. Dans ce modéle, les deux
lobes adoptent une conformation ouverte ou fermée ; le
glutamate est piégé entre les deux lobes et stabilise la
conformation fermée. Cette modification structurale
conduirait a I'activation du récepteur par I’intermé-
diaire du domaine heptahélice connecté aux deux lobes
par une région riche en cystéines [5].

Chez "lhomme, des mutations induisant un gain ou une
perte de fonction du CaR sont responsables de mala-
dies génétiques graves, qui provoquent des hypocalcé-

mies (hypocalcémie familiale dominante) ou des

hypercalcémies (hypercalcémie hypocalciurique

familiale et hyperparathyroidie néonatale sévére)

[6, 7]. Ces mutations, dont plus de soixante ont

déja été identifiées, sont principalement localisées

dans le domaine €D, mais aussi dans les sept seg-

ments hydrophobes et les boucles intra- et extracytoplasmiques
(Figure 24) [8]. La modélisation de ces mutations par mutagenése
dirigée et "analyse fonctionnelle des récepteurs mutés, apres trans-
fection transitoire dans des cellules eucaryotes, ont permis de mon-
trer soit une baisse de I’affinité du CaR pour le Ca® dans le cas de
mutations inhibitrices, soit une augmentation de cette affinité dans
le cas de mutations activatrices. Outre I'intérét thérapeutique que
représente I'identification de ces mutations chez des patients
atteints d’hypo- ou d’hypercalcémie, ces études contribuent a une
meilleure compréhension des mécanismes biochimiques contrélant
I’activation de ce récepteur.

Un récepteur atypique activé par le Ca®
et le Mg?* extracellulaires

Lactivation du CaR dans des cellules surexprimant ce récepteur sti-
mule la voie des phospholipases C (PLC), D et A2 conduisant a la mobi-
lisation de seconds messagers intracellulaires tels que le Ca®*, I'inosi-
tol triphosphate, le diacylglycérol, ou encore les arachidonates (Figure
2C). Le CaR serait également couplé a une diminution de I'accumula-
tion ’AMPc, ainsi qu’a I’activation des MAP-kinases (mitogen activa-
ted protein-kinases) [1]. La mobilisation de Ca®* intracellulaire ou
I"accumulation d’inositol phosphate qui résultent de "activation de la

PLC sont les réponses biochimiques le plus souvent

/cu2+
@, o /

—» PTH

Cellule parathyroidienne

Figure 1. Régulation de la sécrétion de la parathormone (PTH) par les ions Ca®
sériques. 'augmentation de la PTH dans le sang se traduit par une libération de
Ca® a partir des os, une augmentation de sa rétention par les reins et un
accroissement de son absorption - notamment intestinale - par action de la

1,25(0H), vitamine D. ensemble de ces actions contribue a une augmentation

de la concentration en Ca®*

récepteur membranaire du Ca®* extracellulaire (CaR) présent & la surface des

cellules parathyroidiennes et conduit a la diminution de la sécrétion de PTH.

PLC: phospholipase C; Gg: protéine Gq.
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~ Efflux de Ca®* (os)

7 Absorption de Ca?* (intestin)
via 1,25 (OH), vitamine D

~ Excrétion de Ca®* (rein)

ionisé dans le sang, ce qui induit la stimulation du

associées a I'activité du CaR. La plupart de ces signaux
avaient été observés aprés ajout de Ca®* & des cellules
de parathyroides bovines, au cours d’expériences qui
suggéraient déja I’existence d’un CaR [9]. Les ions Ca®*
stimulent le CaR dans une gamme de concentrations
allant de 0,5 mM a 10 mM. Dans des modéles expéri-
mentaux de cellules transfectées avec le CaR, la
concentration efficace (CE;,) conduisant a la moitié de
I’effet maximal des réponses biochimiques décrites ci-
dessus se situe @ 3,5 mM. Par comparaison, la C&;, du
Ca® vis-a-vis de I’inhibition de la sécrétion de PTH
dans des cultures de cellules de parathyroides bovines
est voisine de 1,3 mM [9], une concentration proche de
la concentration physiologique du Ca?* ionisé dans le
sérum [1]. Les courbes d’activation par les ions Ca®
indiquent une coopérativité tres élevée, qui pourrait
s’expliquer par la présence de plusieurs sites de liaison
[4] des ions Ca? sur le CaR [10],
dimérisation de deux monomeres [11]. Ces données
expérimentales sont en accord avec 'un des réles phy-

ou encore par la

siologiques de ce récepteur, le controle extrémement
précis de "lhoméostasie calcique.
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Modulation de ’activité du CaR dans les tissus

Le CaR est stimulé par d’autres ions divalents (Mg®,
strontium...) ou trivalents (gadolinium...), a des
concentrations allant de 10 UM a 100 (M. Il est inté-
ressant de noter que I"administration prolongée de
ranélate de strontium diminue le risque de fracture
vertébrale chez la femme postménopausée présentant
des signes d’ostéoporose [12] : le mode d’action de ce
composé pourrait faire intervenir des CaR distribués
sur les cellules telles que les ostéoblastes, chargées

du remodelage osseux [1]. L’expression du CaR dans
différentes régions du cerveau chez I'adulte, et
notamment au niveau des terminaisons nerveuses [3],
a conduit a I’étude des mécanismes pouvant moduler
son activité dans le systéme nerveux central. Les ions
Ca® ou les peptides B-amyloides induisent I’activa-
tion de canaux calciques non sélectifs dans les neu-
rones de I'hippocampe de souris [13] - une réponse
attribuée a I'activation du CaR - mais doit cependant
étre confirmée en utilisant des outils pharmacolo-
giques sélectifs.
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Ca® extracellulaire (CaR). A. Topologie du récepteur APKC 7 PLA2 «— -~ Ca? ~@ID- Ca®
humain: le CaR présente une longue extrémité amino-

Intérieur

Figure 2. Structure et signalisation du récepteur du

terminale (le peptide signal est représenté en violet), Réticulum

sept domaines hydrophobes caractéristiques des e RS
récepteurs couplés aux protéines G et une extrémité
carboxyterminale intracellulaire. Les sites consensus de phosphorylation (P) des protéines kinases A et C et les sites de glycosy-
lation potentiels () sont indiqués. Les mutations induisant une perte (bleu foncé) ou un gain (rouge) de fonction associées
respectivement & des hypocalcémies ou & des hypercalcémies chez ’homme sont représentées (voir [8] et http

://www.casrdb.megill.ca/). B. Le CaR existe sous forme d’homodimeéres: par analogie avec le mGluR1, les deux domaines LB1 et

LB2 forment une poche dans laquelle interagiraient les ions Ca?" et, peut-étre, les ions Mg?* (qui sont aussi des ligands physiolo-
giques du CaR) et les acides aminés aromatiques de forme L. Parmi les acides aminés du domaine €D du CaR homologues de ceux
impliqués dans la liaison du glutamate dans le mGIuR1, certains, tels que les sérines 147, 170 et "aspartate 190, participeraient
également a la liaison du Ca®* [8]. Ce domaine Venus flytrap se fermerait en présence de Ca®* et transmettrait le signal au
domaine heptahélice par I'intermédiaire d’'un domaine riche en cystéines (CRD). Le domaine heptahélice contient les sites de
liison de modulateurs allostériques positifs (calcimimétiques) et négatifs (calcilytiques) de synthese. Il n’existe pas encore de
molécules de synthése modulant I'activité du CaR au niveau du domaine Venus flytrap, comme c’est le cas pour les récepteurs
mGluR. C. Voies de signalisations associées au CaR et étudiées apres expression de son ADNc dans des cellules eucaryotes. PLA2,
PLC: phospholipases A2 et C; PKC: protéine kinase C; PIP2: phosphatidylinositol bisphosphate ; Gi, Gq : protéines Gi, Gq; AC: adé-
nylate cyclase ; DG: diacylglycérol; IP3 : inositol triphosphate.
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Des molécules basiques chargées, telles que la sper-
mine ou la spermidine, présentes dans différents tissus,
mais aussi certains antibiotiques comme la néomycine,
souvent utilisée dans les tests de sélection des lignées
cellulaires en laboratoire, stimulent le CaR en agissant
comme des polycations organiques [1]. Les acides ami-
nés aromatiques (phénylalanine, tyrosine...) de forme
L, a des concentrations compatibles avec celles trou-
vées dans le sang (2 mM a 5 mM), augmentent la sensi-
bilité du Ca®* pour le CaR [14]. Leur site d’action sur le
CaR pourrait étre voisin de celui des ions Ca?®'
(Figure 2B) et ferait notamment intervenir la sérine 170
[15]. Ces observations pourraient en partie expliquer
I"influence de la consommation quotidienne de pro-
téines sur I’homéostasie calcique, et I"hypercalcémie
souvent associée aux régimes hyperprotidiques. Chez
les patients phénylcétonuriques, la toxicité cérébrale
(et notamment des défauts de myélinisation dont sont
responsables les oligodendrocytes) pourrait &tre liée a
’augmentation de la concentration en phénylalanine
dans le liquide cérébrospinal et a Iactivation inappro-
priée du CaR oligodendrocytaire [14, 16].

Les composés calcimimétiques de synthese

Les molécules activant le CaR sont appelées calcimimé-
tiques (agonistes). Cependant, il convient de distinguer
les molécules stimulant le récepteur en "absence de
Ca?®,. (calcimimétiques de classe I) et celles se condui-
sant comme des modulateurs allostériques (calcimimé-
tiques de classe 1) [17]. La phénylalkylamine NPS R-568
et le composé indolique Calindol, appartenant a deux
familles chimiques différentes, sont considérées comme
des calcimimétiques de classe Il (Figure 3). Ces molé-
cules organiques de faible poids moléculaire présentent
une affinité comparable pour le CaR (~0,1 uM) [18-20].
Elles déplacent la courbe dose-réponse du Ca®* vers la

gauche et ne présentent pas d’activité significative vis-

d-vis du CaR en I'absence de Ca®. La phénylalanine et

d’autres acides aminés aromatiques de forme L peuvent

étre considérés comme des calcimimétiques de classe

Il, puisque leur activité dépend du Ca?".

Le Cinacalcet, un calcimimétique de deuxieme génération analogue
au NPS R-568 (Figure 3), a été utilisé avec succés afin de normaliser
la concentration de Ca?* sérique chez des patients

atteints d’hyperparathyroidie primaire et secondaire.

. . . s =) m/s
Les résultats expérimentaux et cliniques de I'utilisa- 200)4 ell
. . . P . Ll )
tion des calcimimétiques sont I'objet d’une revue | 973

détaillée dans ce numéro de médecine/sciences (=).
Les composés calcilytiques

Les calcilytiques (antagonistes) inhibent I'activation du CaR par le
Ca®". Contrairement a celle des calcimimétiques, 'identification de ces
molécules s’est révélée beaucoup plus difficile. Le composé NPS 2143
(Figure 3), premier calcilytique décrit dans la littérature, bloque le CaR
présent sur la cellule parathyroidienne et conduit a une augmentation
de la sécrétion de PTH in vivo chez le rat [21]. Plus récemment, le com-
posé Calhex 231, présentant une activité calcilytique proche de celle du
NPS 2143, mais de structure différente, a été identifié [22]. Lactivité
de ces calcilytiques vis-a-vis du CaR dépend elle aussi du Ca®* extra-
cellulaire [22, 23].

Divers études cliniques ont suggéré que des augmentations intermit-
tentes de PTH et de ses dérivés actifs chez des hommes et des femmes
atteints d’ostéoporose permettaient de remodeler I’os en augmentant
ses propriétés mécaniques et sa masse [24]. Lutilisation de calcily-
tiques permettant d’obtenir un pic sérique de PTH relativement court
résultant d’un blocage du CaR parathyroidien résoudrait les problemes
liés a la synthése et a 'administration de ces molécules peptidiques.
Cependant, si I'intérét thérapeutique des calcilytiques apparait évi-
dent, il conviendra encore d’identifier et de démontrer 'efficacité in
vivo de telles molécules, qui devront augmenter la densité minérale
osseuse, un parametre qui n’a pas été modifié lors des premiers essais
menés avec le composé NPS 2143 [21].

Identification d’un site de liaison

Calcimimétriques

Cinacalcet NPS R-568
Calcilytiques
C' Q.,’N A CN
\©\"NH L
0
Calhex 231

OH

cl \©/o\/\/ﬂ

NPS 2143

Figure 3. Structure de composés calcimimétiques et calcilytiques.

M/Sn® 11, vol. 20, novembre 2004

des calcilytiques dans le domaine
heptahélice du CaR

Calindol

La cristallisation de la rhodopsine bovine
a permis d’obtenir un modéle du domaine
heptahélice de la classe | des RCPG [25],
utilisé par la suite comme référence pour
proposer un modele théorique de celui du
CaR, un récepteur éloigné appartenant a
la classe Ill. U'analyse tridimensionnelle
de ce modele a ainsi permis d’observer la
présence de deux poches délimitées par
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des acides aminés localisés sur la face

externe des domaines transmembra-

naires, faisant face au milieu extracellu-
laire de la cellule et dans lesquelles viendrait interagir le
Calhex 231 (Figure 4A). Ces poches font intervenir des
acides aminés appartenant aux domaines transmembra-
naires (TM) 1, 2, 3 et 7 pour I'une d’entre elle, et aux
domaines TM 3, 5 et 6 pour la deuxiéme, suggérant de
nombreux sites d’interaction de ce composé avec le
récepteur. La validation de ce modele a été obtenue en
réalisant I’analyse fonctionnelle de récepteurs présen-
tant une mutation d’acides aminés appartenant a ces
poches [22]. Le Calhex 231 n’antagonise plus, ou seule-
ment difficilement, I"activation de ces récepteurs mutés
exprimés transitoirement dans des cellules eucaryotes,
comme l'indiquent les résultats d’un test biochimique
mettant en jeu I’activation de la PLC liée a la transduc-
tion du CaR.
Ce premier modéle a ensuite servi a identifier les sites de
reconnaissance du NPS 2143. Ce composé se loge égale-
ment dans les deux poches décrites ci-dessus et interagit
avec plusieurs résidus impliqués dans la reconnaissance
du Calhex 231. Cependant, des différences dans le mode
de liaison de ces deux molécules existent. Par exemple, la
mutation en alanine du résidu arginine 680 (R680A) loca-
lisé dans le TM 3 facilite la liaison du Calhex 231, alors
qu’elle provoque une perte d’affinité pour le NPS 2143
(Figure 4B). Des résultats analogues ont été obtenus pour
le NPS 2143, par une deuxiéme équipe [26].

Le site de liaison des calcimimétiques de classe Il
n’est pas identique a celui des calcilytiques

Au cours des dernieres années, plusieurs études ont per-
mis de localiser le site d’interaction du NPS R-568 au
niveau du domaine heptahélice et ont souligné I'impor-
tance du glutamate 837 (€837) du TM 7 dans la liaison
de ce composé [27, 28]. Parmi les acides aminés impli-
qués dans la reconnaissance des deux calcilytiques Cal-
hex 231 et NPS 2143, seuls des résidus localisés dans les
TM 6 et 7 interviendraient dans la liaison des deux calci-
mimétiques Calindol et NPS R-568 (Figure 4B) [20]. Les
courbes d’activation du CaR par le Ca® sont normale-
ment décalées vers la gauche en présence de ces calci-
mimétiques. Cette potentialisation n’est plus observée
lorsque des mutations affectent les résidus €837 et iso-
leucine 841 localisés dans le TM 7, par exemple. Dans le
domaine TM 6, le Calindol interagirait plus spécifique-
ment avec le tryptophane 818, et le NPS R-568 avec la
phénylalanine 821, deux acides aminés souvent conser-
vés parmi les RCPG et probablement importants pour
maintenir les RCPG de la classe | dans un état inactif.

M/Sn® 11, vol. 20, novembre 2004

Ces travaux font apparaitre que les sites de liaison de modulateurs
allostériques positifs et négatifs de synthese localisés au niveau du
domaine heptahélice se recouvrent partiellement, mais ne sont pas
identiques.

Conclusions

Le développement de calcimimétiques et de calcilytiques sélectifs, de

Poche B

C-terminal

Figure 4. Les composés calcimimétiques et calcilytiques de synthése interagissent
au niveau du domaine heptahélice du CaR. A. Un modéle du domaine heptahélice
du CaR humain a été construit a partir des données cristallographiques de la rho-
dopsine bovine (pdb 1f88) & I’aide du mode GPCR de swissmodel (http:
//www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html). Deux poches sont identifiées,

dans lesquelles viennent interagir les calcilytiques Calhex 231 et NPS 2143. Vue de
dessus passant par le plan de coupe indiqué en bas a gauche. La disposition des
domaines transmembranaire est indiquée en bas a droite. Les atomes formant les
poches sont indiqués par des sphéres (carbone: blanc; oxygeéne: rouge; azote:
bleu; soufre: jaune). B. Topologie du domaine heptahélice du CaR humain. €n cou-
leur, sont indiquées les mutations ayant permis la mise en évidence de certains
acides aminés impliqués dans la reconnaissance a la fois des calcimimétiques
(Calindol et NPS R-568) et des calcilytiques (Calhex 231 et NPS 2143) (rouge), des

deux calcilytiques seulement (bleu) ou uniquement du Calhex 231 (noir).



forte affinité et de différentes structures, devrait permettre de
caractériser les fonctions associées au CaR dans les tissus ou son
expression a été identifiée. €n effet, les réponses attribuées au
CaR ont souvent été observées en présence de cations divalents ou
de calcimimétiques non sélectifs ou de faible affinité, et I'utilisa-
tion d’un antagoniste pour bloquer ces réponses n’a été réalisée
que tres rarement du fait de I"identification encore récente de ces
composés. Ces études devraient permettre de vérifier I'existence
de nouveaux mécanismes sensibles aux ions Ca®* [1], mais ceci est
une autre histoire...

SUMMARY

New insights into the pharmacology

of the extracellular calcium sensing receptor

The extracellular calcium-sensing receptor (CaR) belongs to
class Il of G-protein coupled receptors. The CaR is expressed at
the surface of the parathyroid cells and plays an essential role
in the regulation of Ca? homeostasis through the control of
parathyroid secretion. The CaR is activated by Ca®* and Mg?
present in the extracellular fluids, various di- and trivalent
cations, L-aminoacids and charged molecules including several
antibiotics. Calcimimetics potentiate the effect of Ca? and are
proposed to be of therapeutic benefit for the treatment of both
primary and secondary hyperparathyroidism. Calcilytics block
the Ca®-induced activation of the CaR. Three-dimensional
models of the seven transmembrane domains of the human CaR
have been used to identify specific residues implicated in the
recognition of calcimimetics and calcilytics. These molecules
should be useful for delineating the physiological roles played
by the CaR in several tissues and for clarifying the direct effects
attributed to extracellular Ca®".
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