pleurodele, une stratégie anti-sens pour
perturber I'expression du canal sensible
aux DHP au niveau des cellules de I'ec-
toderme dorsal inhibe la neurulation et le
développement de I’embryon se poursuit
avec une absence de structures nerveuses
antérieures (encéphale, yeux) [19]. Chez
le xénope, la surexpression des différentes
sous-unités composant le canal sensible
aux DHP produit une dorsalisation de
Pembryon [20].

+ Le second niveau nous améne a modu-
ler le concept d’induction neurale par
défaut. Nous montrons que le Ca®* est
nécessaire et suffisant pour orienter les
cellules de I’ectoderme dans un destin
neural méme dans un contexte ou BMP
est actif ce qui donne un rdle instructif
au Ca®. Ce rdle est relayé par I'activa-
tion d’une cascade de génes nécessaire
a la neuralisation de I'ectoderme. €n
particulier nous avons montré qu’une
enzyme activé par le Ca®* avait un rdle
instructif dans le choix du destin cellu-
laire (neural ou épidermique). ¢

Neural induction in amphibians:

a problem of calcium?
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Signalisation calcique
cytosolique et nucléaire
et réponses des plantes
aux stimulus biotiques

et abiotiques
Tou-Cheu Xiong, Stéphane Bourque,

> Pour convertir les variations d’un para-
metre de leur environnement (stimulus)
en réponse biologique adaptative, les
plantes, comme tous les étres vivants et,
en particulier, les eucaryotes, mettent
en jeu des «modules » de signalisation
bien régulés. Uune des étapes-clés de ce
processus complexe est le codage, par
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la cellule, d’une informa-
tion physique ou chimique
dans un langage molécu-
laire qui prend en considé-
ration la nature, la force
et la durée du stimulus.
Ce codage est assuré par
un nombre restreint de
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«seconds messagers » qui intervien-
nent dans le fonctionnement cellulaire
de I'organisme, de la fécondation a sa
mort [1]. U'un de ces composés est I’ion
Ca® qui, a I’état libre, est présent a
des concentrations sub-micromolaires
dans le cytosol ou dans les comparti-
ments métaboliquement actifs alors que
le calcium cellulaire total atteint des
concentrations millimolaires.

Cette homéostasie résulte de I’équilibre
entre le pouvoir tampon cellulaire, la
séquestration du Ca?* dans des organi-
tes intracellulaires et/ou son efflux vers
le milieu extérieur grace a des pompes
d’une part, et la sortie du Ca’* de ces
réservoirs ou son entrée du milieu exté-
rieur via des canaux, d’autre part [2].
Le maintien de cette homéostasie est
crucial car a des concentrations élevées,
le Ca® exerce un effet cytotoxique en
provoquant, par exemple, la précipita-
tion des ions phosphates.

De trés nombreux stimulus rompent
I’homéostasie calcique et, ce faisant,
déclenchent des effets biochimiques
en cascade, participant au décodage
des signaux percus par les cellules et

aboutissant a I"expression de génes.
En raison de cet effet pléiotrope, le
Ca?* peut donc étre un simple interrup-
teur, non spécifique, dans la signalisa-
tion cellulaire végétale [3]. Toutefois,
de nombreux résultats expérimentaux
montrent maintenant que les variations
calciques (A[Ca®]) ne s’effectuent
pas de maniere stéréotypée mais selon
une logique qui conduit a une «signa-
ture » ou « empreinte » propre a chaque
stimulus et réponse [4]. Ce sont les
composantes spatiales et temporel-
les de cette signature que nous allons
considérer ici, en prenant des exemples
montrant qu’elles spécifient la réponse
des cellules végétales a des stimulus
abiotiques ou biotiques.

Le taux de calcium libre

est susceptible de varier

dans les différents compartiments

de la cellule végétale

Le développement des méthodes de

mesure des concentrations en Ca’*

libre chez les plantes, surtout depuis

I'utilisation de I’aequorine recombi-

nante, a permis de suivre in situ les
A[Ca®*]. Cette protéine

Figure 1. Variations calciques cytosoliques (Cyt) et nucléaires
(Nuc) apres stimulation, par du mannitol (A-C) ou du NaCl (D-
F), de cellules de tabac BY-2 exprimant I’apoaequorine dans le
noyau ou dans le cytosol. Les variations d’osmolarité sont de
300 mosmol (A, D) 520 mosmol (B, £) ou 880mosmol (C, F)

(udaptée de [6] avec I’autorisation des €ditions Elsevier).
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dont la bioluminescence
est fonction de [Ca?] a
été adressée sélective-
ment dans les différents
organites de la cellule.
Grdce a cette méthodolo-
gie, on a pu montrer que
le taux de calcium libre
(Ca®* second messager)
variait spécifiquement
dans le cytosol, les mito-

chondries, les chloroplas-
tes ou le noyau de la cel-
lule végétale, en réponse
a différents stimulus [5,
6]. Ces données montrent
d’une part, que les orga-

NaCl

nites (vacuole et paroi
mises & part) ne sont
pas de simples réservoirs
de Ca?* mobilisable pour
contréler le niveau calci-
que du cytosol et posent,

d’autre part, la question de la gestion
et du réle du Ca®* messager dans les dif-
férents compartiments ou se déroulent
aussi des processus Ca?*-dépendants.
Dans cet article, nous nous limiterons
strictement aux compartiments cytoso-
lique [Ca®Jeyt, qui est le plus étudié, et
nucléaire [Ca®*Inuc, siege du contréle
de Iexpression des génes.

Le taux de calcium libre dans le

cytosol varie de maniére codifiée selon
les stimulus percus par la cellule

Comme lillustre la Figure I, Iinforma-
tion véhiculée par le Ca?* est codée
selon différents parametres : amplitude,
durée, fréquence et cinétique. Ainsi,
un choc hyperosmotique provoque une
A[Ca?*]Jeyt biphasique et transitoire,
chez les cellules de tabac. De plus, pour
une méme osmolarité (520 mosmol), le
rapport entre la premiere et la deuxieme
vague calcique qui est de 0,48 quand
on utilise un composé neutre (le man-
nitol) passe & une valeur supérieure a 1
quand "osmoticum est le NaCl. Dans les
deux cas, les A[Ca®*Jcyt qui peuvent
atteindre des concentrations supérieu-
res a 1luM s’arrétent dans les 2 minutes
qui suivent I"application du stimulus.
Des A[Ca®*] cytosoliques et nucléaires
différentielles sont également obtenues
quand des cellules sont confrontées a
des molécules d’origine microbienne
appelées « éliciteurs » [7]. Ces compo-
sés induisent des réactions de défense
qui protegent les plantes contre un large
spectre de microorganismes pathoge-
nes. Parmi ces réactions de défense, la
réaction hypersensible est une forme de
mort cellulaire programmée des cellules
de I’hote au point d’inoculation qui
bloque le développement du patho-
gene. Ainsi, des éliciteurs « nécrosants »
comme le polypeptide secrété par Phy-
tophthora cryptogea, la cryptogéine,
provoque une seconde élévation soute-
nue pendant plusieurs heures du taux de
Ca?* libre dans le cytosol qui conduit &
la mort cellulaire [7]. Au contraire, des
éliciteurs «non nécrosants », comme
divers oligosaccharides, entrainent des



A[Ca?Jeyt trés transitoires Avec les
différents éliciteurs utilisés, I’amplitude
des élévations calciques cytosoliques
et nucléaires dépend de la concentra-
tion utilisée en éliciteur. De plus, ce
systeme biologique se « désensibilise »
a la suite d’une seconde confrontation
avec le méme signal, mais demeure apte
a générer des augmentations calciques
appropriées a un stimulus différent.
Enfin, les A[Ca®*Jcyt peuvent se pré-
senter sous forme d’oscillations dont
la fréquence est cruciale. Ainsi, la
fermeture des stomates (structures
importantes dans les échanges d’eau
et de gaz entre la plante et son milieu
extérieur) induite par une hormone
végétale, 'acide abscissique, impli-
que une série d’oscillations calciques
dans le cytosol. Le mutant det 3 de
Arabidopsis thaliana, affecté dans
I"aptitude a séquestrer le Ca’* dans
les pools internes, est incapable d’en-
gendrer ces oscillations et de fermer
les stomates. La réponse biologique
est restaurée en créant artificielle-
ment des oscillations calciques ayant
une amplitude et une fréquence iden-
tiques a celles des oscillations natu-
relles [8].

Ces données montrent donc que la
A[Ca%] est porteuse d’une information
codée dont "amplitude est fonction de
I’intensité de la stimulation.

Le noyau et le cytosol

contribuent a déterminer

une signature calcique cellulaire

Chez les végétaux, comme chez les ani-
maux, le noyau héberge de nombreux

chainons de la voie de signalisation
calcique (protéines affines comme la
calmoduline ou CaM, facteurs de trans-
cription CaM-dépendants, protéines
kinases...). Il n’est donc pas étonnant
que I’on observe des variations calci-
ques dans cet organite dont on pensait
qu’elles reflétaient les fluctuations
cytosoliques. Or, de nombreux faits
expérimentaux vont a I’encontre de
cette hypothése. Ainsi, quand les cellu-
les de tabac sont placées en situation
hypotonique par rapport au milieu de
culture standard (-150 mosmol), le

taux de Ca?

libre augmente dans le
cytosol et dans le noyau. €n revanche,
en situation hypertonique (+150 mos-
mol) I’élévation du Ca*cyt ne s’ac-
compagne pas de variations du Ca’®*nuc
[6]. De méme, alors que la crypto-
géine et les oligosaccharides indui-
sent une augmentation de [Ca’Jeyt,
seule la cryptogéine provoque des
A[Ca®]nuc importantes [9]. L'étude
cinétique montre, par ailleurs, que les
A[Ca®*]nuc se produisent tardivement
par rapport au cytosol, ce qui exclut
une simple diffusion et pose le pro-
bléme des mécanismes de la production
des signaux calciques nucléaires. Dans
le cas de la réponse a la cryptogéine,
les A[Ca?*+]nuc sont sous contrdle
d’autres seconds messagers : IP3, H,0,
mais pas NO ni ADPRc.

Le noyau est capable

d’engendrer des signaux calciques
indépendamment du cytosol

Le noyau est délimité par une double
membrane ponctuée par des pores

composés
A de com-
3 1 min 1 plexes

2,5 0,8 .
9 proteil-

1,5 o d

& 0,4 ques dont
0,5 0,2 la limite
0 0 d’exclu-
sion est
Figure 2. Réponses calciques différentielles cytosolique (Cyt) et nucléaire (Nuc) de 40 kDa
de cellules de tabac BY-2 stimulées soit par un choc hypo-osmotique (A) soitpar [10]. On
un choc hyperosmotique (B). La variation d’osmolarité est de 150 mosmol, dans  peut donc
Iesdeuxcas(aduptéede[é]uvecPautonsuﬂondeséthnSEBeWeO. penser que
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les A[Ca®*Inuc correspondent & une
diffusion du Ca’*cyt. Or, des noyaux,
morphologiquement intacts, isolés
de cellules de tabac sont imperméa-
bles au calcium présent a différen-
tes concentrations dans le milieu
d’incubation mais répondent par des
A[Ca?*] dans le nucléoplasme, a des
composés chimiques (mastoparan),
a I’élévation de température ou a
une stimulation mécanique. lls sont
donc capables de convertir directe-
ment un stimulus en A[Ca%] et le
pH du milieu joue un rdle essentiel.
Ainsi, a pH légerement alcalin, les
A[Ca?]nuc dépendent strictement de
la température, la stimulation méca-
nique restant sans effet. A Iinverse,
a pH acide, la stimulation mécanique
provoque des A[Ca?*]nuc qui suivent
la fréquence des stimulus alors que
I’élévation de la température reste
sans effet. Les processus sont parfai-
tement réversibles en fonction du pH
du milieu. La combinaison d’appro-
ches basées sur la pharmacologie et
sur la modélisation suggére fortement
que le noyau de la cellule végétale
est capable de réguler les A[Ca?*]nuc
grdce a I’action coordonnée de pom-
pes et de canaux qui, localisés sur
la membrane interne de I'enveloppe
nucléaire, permettent d’injecter le
calcium dans le nucléoplasme ou de
le séquestrer dans I’espace inter-
membranaire du noyau [11]. Dans ce
systeme «clos » les variations cal-
ciques provoquent des modifications
du profil de protéines phosphorylées,
ce qui suggere la possibilité d’un cou-
plage direct entre stimulation externe
et réponse nucléaire.

Dans la cellule, les échanges d’infor-
mations entre cytosol et noyau sont
constants et, en terme de signalisa-
tion calcique, ces deux compartiments
ne sont certainement pas déconnec-
tés. Au contraire, ils pourraient par-
ticiper, tous deux, a déterminer une
«signature calcique » spécifiant un
stimulus et une réponse biologique
chez les plantes.
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€n conclusion, comme tous les euca-
ryotes, la cellule végétale utilise le
calcium comme second messager dans
de nombreux processus biologiques.
Le codage obéit, pour Iessentiel, aux
mémes lois que celles mises en évi-
dence notamment chez les animaux
mais certains systemes de décodage
(calcium-dependent protein kinases,
CaM-like) sont propres aux plantes.
Lune des originalités du végétal est
aussi la capacité du noyau isolé a per-
cevoir des stimulus et a les convertir
en variations de concentration en cal-
cium nucléoplasmique indépendam-
ment du cytosol. Cette propriété illus-
tre "autonomie (au moins partielle)
du noyau en matiere de gestion de
I’lhoméostasie calcique qui fait débat
dans le domaine général de la biologie

cellulaire. Le dialogue entre cytosol
et noyau en matiere de signalisation
calcique et de régulation d’expres-
sion génique et/ou de réorientation du
métabolisme chez les plantes sera 'un
des thémes de recherche privilégiés
dans le futur. ¢

Cytosolic and nuclear calcium
signalling in plants reply

to biotic and abiotic stimuli
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Les canalopathies calciques

Bilan et perspectives

Philippe Lory, Isabelle Bidaud,
Alexandre Mezghrani, Arnaud Monteil

>Les canalopathies calciques représen-
tent un groupe hétérogéne de mala-
dies héréditaires comprenant paralysie
périodique, migraine, ataxie, rétinite
pigmentaire, épilepsie et autisme. Sou-
vent de transmission dominante, elles
ont en commun d’étre associées a des
mutations dans les génes des canaux
calciques activés par la dépolarisation
membranaire (canaux Cay) (Figure 1)
et, comme la plupart des canalopathies,
présentent un caractére épisodique ou
sporadique des manifestations de la
maladie : une signature clinique carac-
téristique d’une atteinte électrophy-
siologique. Toutefois, bon nombre des
mutations conduisent a des altérations
électrophysiologiques discrétes, rendant
I’interprétation des relations génotype-

M/Sn° 12, vol. 22, décembre 2006

Calcium et régulation
des génes en conditions
normales et pathologiques

—
GDR 2688

phénotype difficile. L'objectif des études
actuelles est multiple tant sur le plan
fondamental que clinique : précision du
diagnostic, compréhension du dysfonc-
tionnement des canaux, développement
de stratégies thérapeutiques. Toutefois,
le chemin est long depuis I'interprétation
du dysfonctionnement du canal jusqu’a
la compréhension des mécanismes phy-
siopathologiques chez le patient et leur
traitement. Nous tentons d’identifier ici
quelques faits marquants et les défis
actuels des études des canalopathies
calciques.

Canaux Cay de type L (Cayl)

La paralysie périodique hypokaliémique
(HypoPP1) fut la premiere maladie géné-
tique humaine autosomale dominante
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associée a des mutations d’un canal
Cay (Cayl.1) du muscle squelettique
(Tableau 1). Toutefois, il n’a pas été pos-
sible jusqu’a ce jour d’établir une corré-
lation claire entre ces mutations faux-
sens et le tableau clinique observé [1].

Tout récemment, des mutations respon-
sables du syndrome de Timothy ont été
identifiées dans le géne CACNAIC codant
pour la sous-unité Cayl.2 [2]. Cette
maladie tres rare comporte un trouble
de la conduction cardiaque (LQT8), une
syndactylie des mains et des pieds, des
anomalies morphologiques faciales,
un déficit immunitaire et des troubles
neuropsychiatriques s’apparentant a



