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> Sous 'effet de divers stimulus, I'efflux du cal-
cium (Ca?) stocké dans le réticulum endoplas-
mique induit I"ouverture de canaux calciques
spécifiques a la surface membranaire cellulaire
selon un processus appelé entrée capacitative du
Ca”. Le Ca®* extracellulaire entre alors massive-
ment dans la cellule, participe a la signalisation
et remplit a nouveau les stocks. Il y a cing ans, la

Immunodéficiences

et pathologies
associées aux

mutations

dans STIM/ORAI

Un complexe membranaire
au cceur de la signalisation

calcique
Frangoise Le Deist, Thierry Capiod

&

découverte des protéines STIM1 et ORAIL a permis o
F. Le Deist: Département
de révéler qu’elles forment la base moléculaire de microbiologie et
des canaux calciques impliqués dans I’entrée d'immunologie et centre de
capacitative du Ca?. La découverte de muta- recherche, CHU Sainte-Justine,
tions dans ORAII ou dans STIMI chez des patients EAZYnStrzzltecii:;Z(Cglj:tfz:)e
présentant un déficit immunitaire associé a des Département de microbiologie
manifestations extra-hématopoiétiques (myo- et d'immunologie, Université de
pathie) a contribué a la mise en évidence de ce Montréal (Québec),
QC H3T1CS Canada.
couple. Depuis lors, la liste sans cesse croissante francoise.le.deist@umontreal.ca
de protéines partenaires de STIM1 et ORAIL et des T. Capiod : Inserm U807, Faculté
nouvelles pathologies associées a leurs muta- de médecine ; Université Paris
. N ~ ~ Descartes, 156, rue de Vaugirard,
tions leur confere un role central dans le controle | . ] o
, , . ) ) récepteurs métabotropiques membra- 75015 Paris ; IFR 94-IRNEM
de ’homéostasie calcique cellulaire. < naires. Les deux types d’entrées de (IFR Necker-Enfants malades),
Ca®, capacitative et non capacitative, Tour Lavoisier 7, Hopital
I SN W cetrouvés dans la majeure partie des 1o o 0SS
cellules, jouent un role primordial dans ¢,
de nombreuses réponses cellulaires et thierry. capiod@inserm.fr
Voies capacitative et non capacitative leurs anomalies sont impliquées dans
d’entrée du Ca® plusieurs pathologies [2, 3]. De récents travaux ont permis d’établir
le role important de ces protéines et laissent penser qu’elles ont un
LUentrée capacitative du Ca? (ECC ou SOCE, store-ope-  domaine d’implication plus large que celui initialement soupgonné.
rated Ca®* entry) dépend des canaux Icrac (Ca? release
activated Ca? channels) activés par la déplétion calcique  Les complexes STIM/ORAI
du réticulum endoplasmique (RE) [1]. Une autre voie,
dite non capacitative (ENCC, entrée non capacitative du  STIM1 et STIM2
Ca?), utilise des canaux larc (arachidonic acid regulated  Les protéines STIM ont été identifiées en 1996 [4] et leur rdle dans les
Ca” channels) et est activée indépendamment de la entrées de Ca® n’a que récemment été démontré [5]. La premiére forme
vidange en Ca® du RE (Figure 1). Les protéines STIM (stro-  caractérisée, STIM1, est une protéine avec un segment transmembra-
mal interacting molecule) et ORAI' (ou CRAC modulator)  naire unique. Une étude (controversée) a montré qu’environ 25 % de la
sont, apres plus de deux décennies de recherche, désor-  protéine est localisé a la membrane plasmique et 75 % a la membrane
mais reconnues pour étre la base moléculaire des canaux  endoplasmique [6]. STIM1 posséde deux domaines EF-hand? adjacents
calciques impliqués dans I’€CC lors de la stimulation de  agissant ensemble avec un domaine SAM (sterile o-motif) contigu et
! Le géne chez la drosophile avait été nommé dOrai, orai signifiant les heures dans ¢ Le domaine £F-hand (helix-loop-helix structural domain) est présent dans de nombreuses protéines
la mythologie grecque. liant le Ca.
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Figure 1. Activation des entrées ECC et ENCC. La stimulation des récepteurs membranaires couplés aux pro-
téines G (GPCR) induit I'activation des phospholipases Cy (PLCy) et A2 (PLA,) et la production des seconds
messagers intracellulaires InsP3 (inositol 1,4,5 trisphosphate) et acide arachidonique (AA). L'InsP3 entraine
la vidange en Ca® (cercles violets) du RE apreés ouverture des canaux InsP3R situés sur la membrane du RE.
Cette vidange provoque Iouverture de canaux homotétramériques ORAIL appelés ECC/Icrac, sur la membrane
plasmique (voir texte). ’AA, indépendamment de la vidange calcique du RE, active directement un canal pen-
tamérique constitué de 2 sous-unités ORAI3 (violet) et de 3 sous-unités ORAIL (bleu), distribuées avec une

steechiométrie 31311 ou 31113 pour donner naissance au courant calcique ENCC/larc. Il a été suggéré que ce

canal ENCC serait associé aux STIM1 présentes dans la membrane plasmique.

formant un complexe stable en présence de Ca®* (Figure 2). Lorsque la
concentration en Ca?* luminal baisse dans le RE [7], le Ca®* se dissocie
de ce complexe provoquant ainsi I’exposition de résidus hydrophobes
des domaines EF-hand et SAM et donc "oligomérisation des régions €F
et SAM de STIML. L’étape suivante de "agrégation implique les régions
coiled-coil® situées sur I'extrémité carboxy-terminale de STIM1. Ces
réactions sont bien entendu réversibles, une augmentation de la
concentration en Ca®* provoquant la formation de monomeres stables.
STIM1 a un Kd pour le Ca? de I’ordre de 200 pM [8].

STIM2, dont 'expression est uniquement intracellulaire, a une structure
trés proche de celle de STIM1 (Figure 2) et posséde les mémes proprié-
tés vis-a-vis du Ca®* [9]. STIM2 a un Kd pour le Ca®* d’environ 400 pM
[8] et est par conséquent activée pour des vidanges calciques d’am-
plitudes plus faibles que celles nécessaires a I’activation de STIM1. Ces
données sont a rapprocher de celles concernant la quantité de Ca®
libre dans la lumiere du RE. €n effet, quoiqu’aussi tres variable selon la

¥ Les motifs structuraux coiled-coil correspondent @ des hélices alpha qui peuvent s’associer dans leur
longueur. Ces domaines sont impliqués dans les oligomérisations.
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méthode de mesure utili-
sée, cette quantité semble
s’établir aux environs de
500 pM (de 5 pM a 5 mM
[10]1), une valeur consen-
suelle proche des Kd de
STIML et STIM2.

ORAI1, ORAI2 et ORAI3
Les trois protéines ORAI
possédent quatre domai-
nes transmembranaires a
la membrane plasmique et
leurs extrémités amino- et
carboxy-terminales sont
tournées vers le cytoplasme
(Figure 3). Ces protéines
ont une structure molé-
culaire proche et un poids
moléculaire de 33 kDa
environ. Un site de glycosy-
lation situé sur la seconde
boucle extracellulaire a été
mis en évidence unique-
ment sur ORAI1 [9]. Deux
de ces protéines consti-
tuent la base de deux voies
d’entrée du Ca® retrouvées
sur la majeure partie des
cellules humaines. Les deux
voies d’entrées Icrac et larc
impliquent deux canaux
aux structures plutét dif-
férentes. Icrac est constitué d’un homotétramere ORAIL
alors qu'un hétéropentamere constitué de sous-unités
ORAI1 et ORAI3 (selon des stcechiométries particuliéres
conduisant aux deux complexes 31311 et 31113 [11])
donne naissance aux larc [9].

D’aprés ces résultats, I'extinction d’ORAIL provoquerait
une inhibition des deux courants Icrac et larc tandis que
Iextinction d’0ORAI3 ne devrait toucher que larc. Néan-
moins, une étude récente a démontré qu’ORAI3 est un
composant majeur de "ECC dans une lignée de cellules
cancéreuses du sein (MCF-7) [12]. Il est surprenant de
noter que I"extinction d’ORAIL ou ORAI2 n’a aucun effet
sur ’ECC dans ces cellules, ce qui suggére qu’'un homo-
mere ORAI3 formerait le canal calcique dans ces cellules.
U'hypothese selon laquelle ce schéma serait spécifique
aux cellules cancéreuses du sein doit étre maintenant
étendue a d’autres cellules que les MCF-7. Il existe peu
de données concernant ORAI2 mais le fait que cette pro-
téine, pourtant fortement exprimée, ne puisse pas réta-
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Figure 2. Structures des monoméres STIMI (A) et STIM2 (B). Il existe des sites de glycosylation intraluminaux en position 131 et 171 sur STIM1, et

135 sur STIM2. Des cystéines sont conservées en position 49 et 56 sur STIM1 et 53 et 60 sur STIM2. Les sites de liaison pour le Ca?* situés a I’intérieur

du RE permettant I'oligomérisation des STIM se trouvent sur le domaine cEF en position 76-87 et 80-91 respectivement pour STIM1 et STIM2. €n

(A) : sites de liaison sur STIM1 des protéines de la signalisation calcique : CDI, domaine d’inactivation dépendante du Ca? de Icrac contenant un

cluster de 7 acides aminés (aa) entre les positions 475 et 483 modulant positivement et négativement le degré d’inactivation. S/P peptide signal ;

c€F et hEF, motifs permettant la liaison du Ca®"; SAM, sterile alpha-motif ; TM, segment transmembranaire ; CC1, CC2 et CC3, domaines coiled-coil ;

P/S, domaine riche en proline et sérine et P/H/€, riche en proline et histidine ; K domaine riche en acides aminés polybasiques. C, canaux calciques
dépendants du potentiel Cavl.2 ; CAD, domaine d’activation du lcrac ; SOAR (STIM-ORAI activation region), région de couplage STIM1-ORAI1 ; €B1
(microtubule plus end tracking protein) ; CRACR2A (CRAC regulator 2A) ; canaux TRPC (transient receptor potential canonical) 1,3, 4, 5 et 6. Les

SERCA se disposent autour de STIM1 apres vidange calcique du RE, mais il n’y a pas d’interactions visibles entre ces deux protéines.

blir ’ECC dans les cellules T ORAI1”- démontre que la présence d’ORAIL
est indispensable pour ’€CC dans les cellules T [9]. Cependant, il a été
tres récemment suggéré qu’ORAI2 pourrait s’associer avec STIM2 pour
permettre I’activation de I’ECC dans les cellules dendritiques [13]. Ce
travail devra néanmoins étre confirmé par des enregistrements de I’en-
trée calcique par des mesures de fluorescence ou en électrophysiologie.

Interactions STIM-ORAI

Les deux types de courants calciques, Icrac et lare, correspondent
a deux types d’interactions entre STIM et ORAI (Figures 2 et 3). La
vidange calcique du RE provoque successivement la multimérisation
de STIMI, sa translocation au sein de la membrane du réticulum vers
des zones d’apposition avec la membrane plasmique et son association
avec ORAIL pour permettre I’ECC (Figure 4). Cette association semble
faire intervenir deux domaines coiled-coil de STIM1 et probablement
les terminaisons carboxy- et amino-terminales d’0RAIL. Huit molécu-
les de STIM1 peuvent potentiellement s’associer au tétramere d’ORAIL,
mais il semblerait qu’'un minimum de deux soit nécessaire pour activer
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ce canal [9]. PENCC implique le complexe pentamérique
ORAI1-0RAI3 et les STIMI de la membrane plasmique.
Néanmoins, le mécanisme d’action par lequel STIM1
pourrait activer ce canal n’est pas encore clairement
élucidé [11].

Le role de STIM2 dans I’€ECC est controversé : I’expression
isolée de STIM2 inhibe I"ECC, alors que sa coexpression
avec ORAIL en induit "activation [9]. De plus, Stim2 peut
prendre la place de Stiml chez les mutants StimI”~ ou
remplacer des protéines Stiml mutées et non fonction-
nelles (voir plus bas). Ceci suggeére qu’en conditions
normales, le couplage STIM2-0RAI1 est masqué du fait de
la plus faible expression de STIM2 par rapport a STIM1. €n
effet, dans les cellules T, STIM2 ne représente que 5 % des
STIM totales [9].

Cependant, comme il posséde un Kd pour le Ca? légé-
rement plus élevé que celui de STIML et qu’il est proba-
blement associé avec ORAIL, il a été suggéré que STIM2

&
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Figure 3. Structure du canal ORAIIL.
ORAI1 est une protéine de 301 aa
(33 kDa) constituée de qua-
tre domaines transmembranaires
(TMD) dont les extrémités amino- et
carboxy-terminales sont cytoplasmi-
ques. ORAI2 et ORAI3 ont une taille
respective de 254 et 295 aa avec
une partie amino-terminale réduite
respectivement de 26 (25-51) et
25 aa (26-51) par rapport a ORAIL.

La boucle extracellulaire entre les

Intracellulaire

domaines transmembranaires 3 et 4
est plus longue de 34 aa pour ORAI3
et plus courte de 13 aa pour ORAI2.
ORAI1 possede des séquences spé-
cifiques pour son association avec
STIM1, SPCA2 et CRACR2A, ainsi que
des séquences jouant un role primor-
dial dans Pactivité du canal calcique.
Violet : séquence aminoterminale

(48-93) couvrant les sites de fixation

pour SPCA2 (48-91), CRACR2A (64-93) ol la substitution des lysines (K) 85 et 87 par des alanines (indiqués par une fléche) diminue significative-

ment Iinteraction entre les deux protéines, STIM1 (70-91), et séquence carboxy-terminale couvrant les sites de fixation pour STIM1 (254-301) et

CRACR2A (la mutation L2735, fleche, qui perturbe le domaine coiled-coil provoque aussi une forte réduction de "association entre les deux protéi-

nes). La région 64-93 étant bien conservée, CRACR2A se lie aussi avec ORAI2 et ORAI3. Orange : mutations associées & une déficience immunitaire

R8IW, A109€ et L194P. Rouge : filtre de sélectivité du canal ionique porté par les résidus €106 et €190. Vert : trois sites extracellulaires de fixation

du Ca® en D110, D112, D114. Cyan : séquence intracellulaire sur la boucle entre les domaines transmembranaires 2 et 3 permettant I'inactivation

dépendante du Ca® du canal calcique. Jaune : N223 site de glycosylation. |l n’existe pas de sites connus de glycosylation sur ORAI2 et ORAI3.

pouvait étre impliquée dans une entrée constitutive de Ca®* dans les
cellules. Le caractere général de cette observation reste a établir.
Néanmoins, il est envisageable qu’en fonction du niveau d’expression
de STIM2 selon le tissu ou bien d’une condition pathologique ou non,
I’entrée basale de Ca® puisse moduler I'activité des voies de trans-
duction dépendantes du Ca?* avec des conséquences néfastes sur la
physiologie cellulaire. Ce point est tres important puisqu’il ne s’agirait
plus ici d’entrée stimulée mais d’entrée constitutive de Ca?. €n effet,
bien qu’ils soient de plus en plus étudiés depuis plus de vingt ans, les
mécanismes qui permettent I'activation soutenue de I’ECC dans la
majeure partie des cellules, excepté peut-étre dans celles du systeme
immunitaire, restent a démontrer in vivo.

Interactions avec les autres protéines

de la signalisation calcique

€n dehors de leurs interactions entre elles, les deux familles de pro-
téines STIM et ORAI peuvent aussi s’associer (Figures 2, 3 et 4) avec
d’autres protéines de la signalisation calcique, comme plusieurs
membres de la famille de canaux calciques TRPC (transient receptor
potential channels [14]), Cavl.2 (un canal calcique dépendant du
potentiel), SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase), SPCA2

m/s n® 8-9, vol. 27, aolit-septembre 2011

(secretory pathway Ca?-ATPase 2), CRACR2A (CRAC
regulator 24), calmoduline, €B1 (end binding 1) [15-
18]. Il'y @ un recouvrement des régions d’interactions
entre ces protéines et la partie cytosolique de STIMI1, ce
qui suggere 'existence d’une compétition pour ces sites
entre les diverses protéines de la signalisation calcique
(Figure 2). Ces données indiquent que les effets de
STIM et ORAI ne se résument plus exclusivement a un
contrdle de "amplitude d’un type de courant calcique.
Il convient donc maintenant d’interpréter les nombreux
résultats de la littérature en fonction de ces interac-
tions multiples.

STIM/ORAI et déficit immunitaire

Des anomalies touchant soit ORAI1 soit STIM1 qui
entrafnent un défaut d’€CC ont été identifiées chez
des patients [19]. Ces patients présentent un déficit
immunitaire héréditaire de transmission autosomique
récessive associé, dans certains cas, @ un syndrome
lymphoprolifératif avec auto-immunité et a des mani-
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Figure 4. Le complexe STIM1/
ORAI au ceceur de la signalisa-
tion calcique. A. Cellule non
stimulée : le Ca® (boules vio-
lettes) est fixé sur STIM1 dans
la lumiere du RE et la protéine
€B1 ancre STIMI au cytosque-
lette. Le canal ECC formé de
quatre sous-unités d’ORAIL
possédant chacune qua-
tre domaines transmembra-
naires est fermé. Le quatrieme
domaine transmembranaire
(en jaune) d’ORAI1 est relié a
I’extrémité carboxy-terminale
(trait mauve). B. Cellule sti-
mulée (voir Figure 1), le Ca®
baisse dans le RE (voir texte),
entrainant un déplacement
de STIML vers la membrane
plasmique, une dissociation

d’€B1, une association entre

le domaine CAD (en vert) de STIMI et I’extrémité carboxy-terminale (C-term) d’ORAI, la liaison de CRACR2A avec STIM1 et ORAI pour consolider

cette association et I’ouverture du canal. Ce schéma ne présage en rien du nombre de STIM1 nécessaire pour activer le complexe ORAI, ni de liaison

de CRACR2A et ORAI sur le méme domaine CAD. Les canaux Cavl.3 (non représentés ici) entrent en compétition avec ce méme domaine CAD. Cette

configuration suggére que I’association STIM/ORAI pourrait ne pas empécher Iétablissement d’une liaison des TRPC avec "extrémité de STIMI.

festations extra-hématopoiétiques. Ce phénotype clinicobiologique
est décrit ci-dessous et comparé aux modeles murins rapportés dans
la littérature.

Mutations dans ORAI1

A ce jour, des mutations dans le géne ORA/I ont été identifiées chez
six patients issus de trois familles non apparentées [20, 21]. Dans
une famille, une mutation non sens (A88fsX25) résulte de I’insertion
d’une adénine (258-259insA). Cette mutation retrouvée a I’état
homozygote chez le patient conduit a I’absence d’expression de
la protéine ORAIL. Des mutations faux sens ont été trouvées dans
les deux autres familles. Dans un cas, la mutation R9IW entraine
la substitution d’une arginine par un résidu tryptophane dans le
premier domaine transmembranaire sans altérer ’expression de la
protéine. Cette protéine anormale exerce un effet transdominant
négatif comme en témoigne un défaut partiel d’€CC détecté dans
les cellules hétérozygotes pour cette mutation [20]. Les deux autres
mutations faux sens A103€ et L194P, qui touchent respectivement le
deuxieme et le troisieme domaine transmembranaire, ont été retrou-
vées dans la troisieme famille a I"état double hétérozygote chez le
patient étudié. Malgré un niveau d’ARNm normal dans les fibroblas-
tes de ce patient, la protéine n'est pas exprimée. Ceci suggére que
ces deux mutations déstabilisent les domaines transmembranaires
ol elles sont localisées.

m/s n® 8-9, vol. 27, aolit-septembre 2011

Mutations dans STIM1

Deux mutations dans STIMI ont été identifiées dans deux
familles non apparentées et ces mutations existaient a
I’état homozygote chez les patients. Dans une famille,
la mutation retrouvée consiste en une insertion (380-
381insA) qui conduit a un codon stop prématuré (£136X)
et a 'absence de la protéine [22]. La mutation qui tou-
che la deuxieme famille altére un site accepteur d’épis-
sage a la position -1 de I’exon 8 et entraine I’absence de
transcrit normal et de protéine STIM1 [23].

Défaut d’€CC et déficit immunitaire

Les mutations dans les genes ORA/I et STIMI entrainent
un défaut d’€CC. Chez les patients qui présentent des
mutations dans ORA/I ou dans STIMI, le défaut d’€CC
est observé dans toutes les cellules hématopoiétiques
testées, c’est-a-dire les lymphocytes T et B, les polynu-
cléaires et les plaquettes, mais aussi dans des cellules
non hématopoiétiques tels les fibroblastes.

Uexistence d’un déficit immunitaire est illustrée par dix
patients chez lesquels les mutations ont été trouvées
ou leur fratrie décédée en raison de manifestations
compatibles avec ce type de déficit. A I'exception d’un
patient qui a présenté un sarcome de Kaposi lié au HHV8
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Figure 5. Réles de STIMI et d’0RAI1 dans Pactivation des lymphocytes T. La reconnaissance de 'antigéne par le TcR 0./ entraine gréce au CD3 (¥, 3, €,

g, ¢, ), Pactivation des tyrosine kinases ZAP-70 (& chain associated protein de 70 kDa) et Ick qui phosphorylent les protéines intermédiaires SLP-76

(SH2 domain containing leukocyte protein de poids moléculaire 76 kDa) et LAT (linker for activation of T cells) et la PLCY (phospholipase Cy). La PLCY,

ainsi activée, hydrolyse le phospholipide membranaire PtdIns(4,5)P2 (phosphatidylinositol-4-5 bisphosphate) en InsP3 (inositol-1,4,5 trisphosphate)

et DAG (diacyglycérol). 'InsP3 se lie et ouvre les récepteurs a I’InsP3 (InsP3R) a la membrane du réticulum endoplasmique (RE) entrafnant la libération

du Ca® & partir du RE. €n conséquence, les protéines STIMI se redistribuent @ la surface du RE et forment un oligomére qui interagit avec ORAL per-

mettant ainsi I’influx calcique a partir du milieu extracellulaire. Uaugmentation du Ca? intracytoplasmique active des enzymes dépendantes du Ca

2+

telle la calcineurine, phosphatase qui déphosphoryle le facteur de transcription NF-AT (nuclear factor of activated T cells). Aprés translocation dans

le noyau, NF-AT induit la transcription de genes cibles tels les genes codant I'IL-2, I"IL-4, I"IL-10, I'IFNy et le TNFoL.

(human herpes virus 8) a I'dge de 2 ans [23], tous les patients ont pré-
senté des manifestations infectieuses avant I’dge de 3 mois [19, 24]. Six
patients sont décédés avant I’dge de 3 ans. La greffe de cellules souches
hématopoiétiques, pratiquée chez quatre enfants, a corrigé le déficit
immunitaire chez trois d’entre eux, actuellement agés de 16, 16 et 6 ans.
Un enfant est décédé tot aprés la greffe. Ces infections, en raison de
leur gravité et de leur caractere opportuniste, sont semblables a celles
observées chez les patients atteints de déficit immunitaire combiné
sévere avec absence de lymphocytes T. Cependant, contrairement aux
patients atteints d’un déficit immunitaire combiné sévére, ces patients
ne présentent pas de lymphopénie ni d’anomalie de différenciation des
lymphocytes T, B et NK (natural killer) [21].

m/s n® 8-9, vol. 27, aolit-septembre 2011

De méme, chez les souris chimeres dont les cellules
souches hématopoiétiques présentent un défaut
complet en Orail (Orail”") ou en Stiml et Stim2
(Stim17/-Stim27"), la différenciation des lymphocy-
tes T, B et NK est normale bien que les thymocytes
présentent un défaut d’€CC [25]. Ceci suggére que
le Ca®* nécessaire a la différenciation lymphocytaire
vient soit de libérations calciques du RE, soit d’in-
flux calcique qui dépend de mécanismes différents
d’eCC.

Le déficit immunitaire est principalement lié au défaut
d’activation des lymphocytes T. €n effet, la réponse



des lymphocytes T de ces patients aux stimulations ciblant le TeR
(récepteur des cellules T) en termes de prolifération et de synthése
de lymphokines (IL [interleukine]-2, IL-4, IL-10, IFNy [interféron y]
et TNFau [tumor necrosis factor ou]) est réduite voire absente [19,
24, 26]. Ceci illustre le rdle primordial de ’ECC dans I’activation des
lymphocytes T et le caractére crucial du Ca®* intracytoplasmique dans
la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-AT (Figure 5)
[19, 24, 26].

Malgré la présence normale de lymphocytes B et d’immunoglobulines
sériques, les réponses anticorps spécifiques aprés vaccination sont
absentes. Ce défaut de production d’anticorps est plus probable-
ment secondaire au défaut d’activation des lymphocytes T qu’a une
anomalie intrinséque des lymphocytes B. €n effet, les lymphocytes B
de patients porteurs de mutations dans ORA/I (A103€/L194P) sont
capables de proliférer en présence d’un activateur du récepteur B de
’antigéne, et ceci malgré I’absence d’€CC détectable. Les cellules NK
dépourvues d’ORAILl ne sont pas fonctionnelles comme en témoigne
leur incapacité de dégranulation et de synthése d’IFNy [27]. Le déficit
immunitaire peut donc étre aggravé par un défaut fonctionnel d’autres
cellules du systeme immunitaire comme les cellules dendritiques et
les monocytes/macrophages. Cependant, certaines cellules hémato-
poiétiques, par exemple les lymphocytes B, les plaquettes et les poly-
nucléaires, bien que dépourvues d’€CC, exercent normalement leurs
fonctions telles qu’elles sont testées in vitro.

Défaut de SOCE et syndrome lymphoprolifératif

avec auto-immunité

Seul un des six patients porteurs d’une mutation dans ORA/I (muta-
tion A88fsX25) présente une neutropénie et une thrombopénie auto-
immunes, complications fréquemment observées au cours des déficits
immunitaires [21]. Au contraire, tous les patients mutés pour STIMI
(4/4) développent des manifestations auto-immunes qui touchent des
lignées hématopoiétiques (thrombopénie [4/4], anémie hémolytique
[3/4]) et un syndrome lymphoprolifératif constitué d’une hépatosplé-
nomégalie et de polyadénopathies [22]. Ce tableau est fort probable-
ment lié a 'absence presque totale de lymphocytes T CD4 régulateurs
(Treg) qui a été observée chez le seul patient étudié pour ce paramétre
et chez les souris Stim1™~ Stim2™/~ [28]. €n effet, ces souris présentent
un syndrome lymphoprolifératif qui peut étre prévenu par I’injection
de Treg normaux. Les Treg sont définis par I’expression du facteur de
transcription FoxP3 dont la synthése résulte de I’activation de NF-AT,
dépendante d’€CC [29]. Nous ignorons si les Treg sont présents ou non
chez les patients porteurs de mutations dans ORA/L. Cependant, la
présence normale de Treg chez les souris Orail™”~ et "absence d’auto-
immunité et de syndrome lymphoprolifératif chez ces patients suggere
qu'un certain degré d’€CC résiduel en absence d’ORAIL est suffisant
pour permettre la différenciation des lymphocytes Treg chez "lhomme
comme chez la souris [25].

Défaut de SOCE et manifestations extra-hématopoiétiques

Une myopathie et une dysplasie ectodermique sont observées
chez la majorité des patients en dge d’étre évalués, qu’ils pré-
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sentent une mutation dans ST/IMI ou ORAIL. La myo-
pathie est caractérisée par une atrophie des fibres
musculaires de type Il. €lle conduit a une hypotonie
musculaire généralisée avec retard a la marche et,
chez les enfants plus Ggés ayant recu une greffe de
cellules souches hématopoiétiques, a une insuffi-
sance respiratoire. Chez les patients déficients en
STIM1, cette myopathie est associée a une hypopla-
sie irienne partielle. Cette myopathie qui affecte
les patients et le déficit musculaire observé chez
les souris Stiml™”~ ou Orail™”~ suggérent que I’ECC
dépendante de STIM1 et d’ORAI1 est cruciale pour
le développement et/ou la fonction des fibres mus-
culaires striées.

La dysplasie ectodermique est caractérisée par une
amélogenese imparfaite associée, chez les patients
déficients en ORAIL, a une anhydrose cutanée. Ces
observations suggérent que le transport calcique dans
’améloblaste et I'activité sécrétoire des glandes sudo-
ripares dépendent de ’ECC [26].

Bien que STIMI1 et ORAIL soient exprimées dans tous les
types cellulaires, "expression limitée de la maladie liée
a des mutations dans STIMI ou ORAII montre que dans
certains tissus, ORAIL pourrait étre remplacé par ORAI3,
et STIML par STIM2, ou que Pinflux calcique pourrait
provenir d’'un phénomene différent de I’€CC.

STIM-ORAI et prolifération cellulaire

Bien avant la mise en évidence de son rdle dans I’€CC,
STIML était nommée GOK et reconnue pour étre une
protéine impliquée dans la suppression de tumeurs et
la mort cellulaire [6]. Paradoxalement, depuis qu’elle
a été trouvée associée a ORAIL, c’est un réle dans la
prolifération cellulaire qui lui a été attribué. €n effet,
comme I’ECC est reliée a la prolifération cellulaire d’une
part et implique ORAI1 et STIM1 d’autre part, il a été
tentant de procéder a ce raccourci dans I'interprétation
des résultats concernant STIMI.

Cependant, les récentes données portant sur le role de
STIMI1 dans la prolifération cellulaire conduisent a des
conclusions opposées. Un ARN interférent (siARN) dirigé
contre STIMI soit est sans effet, soit inhibe complete-
ment la prolifération en fonction du type cellulaire [30,
31]. €n revanche, il y a un consensus a ’heure actuelle
pour admettre qu’il existe une inhibition de la proliféra-
tion cellulaire en présence des siARN contre STIM2 [31],
ORAI1 [31] et ORAI3 [32]. Certains de ces effets des
STIM et ORAI passent probablement par une activation
des complexes cyclines-cdk (cyclin-dependent kinase)
contrdlant la progression dans le cycle cellulaire [31-
33].
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La multiplicité des associations entre STIM1 et les autres protéines de
la signalisation calcique, le fait que la plupart de ces associations ont
lieu dans une région bien définie dans la partie cytosolique (Figure 2)
et sa localisation membranaire et réticulaire compliquent I’interpré-
tation des données qui résultent de la manipulation du niveau de I'ex-
pression de cette protéine. De toute évidence, il n’est maintenant plus
possible d’interpréter ces données exclusivement en termes d’effets
sur I’€CC, a plus forte raison lorsqu’une réponse physiologique a long
terme est étudiée.

La manipulation de I'expression des ORAI1, ORAI3, STIM1 et STIM2 a
des conséquences variées sur la charge calcique du RE. Il n’y a pas de
consensus clair mais une tendance qui indique qu’une extinction de
I’expression des ORAIL, STIML et STIM2 va, a de tres rares exceptions
prés, n’induire qu’une légere ou aucune diminution de la quantité de
Ca® dans la lumiére du RE.

Conclusions

La caractérisation des entrées calciques dépendantes ou non de la
vidange du réticulum endoplasmique a considérablement avancé
durant ces deux dernieres années. Néanmoins, il reste encore de
nombreux points a éclaircir avec, entre autres, la mise en évidence de
bloqueurs spécifiques de ces canaux et des liens entre pathologies et
mutations des protéines qui constituent les complexes membranaires.
Il est néanmoins clair que les protéines STIM et ORAI ne sont désormais
plus cantonnées a un strict controle d’une unique entrée calcique mais
jouent un role plus complexe dans la régulation de I’lhoméostasie cal-
cique cellulaire. ¢

SUMMARY

Immunodeficiencies and pathologies associated

with mutations in STIM/ORAI, a membrane complex

in the heart of calcium signalling

Six years ago, STIM1 (stromal interaction molecule 1) was identified as
an essential component of store-operated calcium channels and in less
than one year teamed up with its first partner ORAIL in immune cells to
reconstitute CRAC (calcium-release activated current) channel func-
tion. Since then, STIM1 and ORAI1 have developed an ever increasing
social network and to date are now linked to nine families of proteins
involved in calcium signalling. As a result of this, STIM1 and ORAI1 are
now involved in three separate calcium entry pathways, lcrac, larc
(arachidonic regulated calcium current) and voltage-dependent chan-
nels. Physiopathological roles of STIM1 and ORAI1 were first described
in the immunological system but, as main actors at the central node
in the calcium signalling network, there are now clear evidences that
mutations in genes coding STIMI1 or ORAIL interfere with several other
diseases. ¢
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