[T (+ & e¢ ~\‘,: i .(

UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNOLOGIES DE LILLE
U.F.R. DE BIOLOGIE

Neo d'ordre :

THESE

pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE LILLE I
Discipline : Sciences de la Vie et de la Santé

Présentée et soutenue publiquement
le 27 septembre 2000
par

Marie DEBARBIEUX-DELEPORTE

EXPRESSION HETEROLOGUE D'ARN TOTAUX DE CHICOREE HYBRIDE
"474" DANS L'OVOCYTE DE XENOPE :;
MISE EN EVIDENCE D'UN MECANISME D'HOMEOSTASIE CALCIQUE.

Directeurs de thése :

Mme Natalia PREVARSKAYA
Mr Jacques VASSEUR
JURY

Mr J. VASSEUR, Professeur a 1'Université de Lille I Président
Mme N. PREVARSKAYA, Professeur a I'Université de Lille I Directeur
Mr J. PARYS, Professeur a I'Université de Leuven Rapporteur
Mr T. COLLIN, Maitre de Conférences a 1'Université d'Amiens Rapporteur
Mr P. THULEAU, Chargé de Recherches CNRS UPS 5546 Examinateur
Mme H. AHIDOUCH, Maitre de Conférences a I'Université de Lille I Examinateur
Mr B. DELBREIL, Maitre de Conférences a I'Université de Lille I Examinateur

Mr P. GUILBAULT, Professeur honoraire Examinateur



A mes parents,
A Antoine,



J'adresse mes remerciements aux Membres du Jury pour leur aide et leur participation,

Monsieur le Président :

Mr Jacques VASSEUR, Professeur a I'Université de Lille I

Madame le Directeur :

Mme Natalia PREVARSKAYA, Professeur a I'Université de Lille I

Messieurs les Rapporteurs :

Mr Jan PARYS, Professeur a I'Université de Leuven (Belgique)

Mr Thibault COLLIN, Maitre de Conférences a 1'Université de Picardie Jules Vernes
(Amiens)

Madame et Messieurs les Examinateurs :

Mr Patrice THULEAU, Chargé de Recherches au CNRS ( UMR-UPS 5546, Castanet
Tolosan)

Mme Halima OUADID-AHIDOUCH, Maitre de Conférences a I'Université de Lille I
Mr Bruno DELBREIL, Maitre de Conférences a 1'Université de Lille 1

Mr Pierre GUILBAULT, ancien Professeur a I'Université de Lille I



REMERCIEMENTS

Je tiens tout d'abord a exprimer ma reconnaissance a8 Mme le Professeur Natalia
Prevarskaya ainsi qu'a Mr le Professeur Jacques Vasseur qui ont bien voulu m'accueillir au
sein de leurs Laboratoires et m'avoir ainsi permis de réaliser cette these.

Jexprime mes remerciements tout particuli¢rement 8 Mme Halima Ouadid-Ahidouch
qui m'a beaucoup appris sur le plan scientifique et qui m'a toujours soutenue dans les
moments difficiles.

J'adresse mes remerciements & Mr Bruno Delbreil pour avoir suivi et soutenu ces
travaux de recherche.

Je remercie également Mme Nathalie Delpierre qui m'a formé au cours de mon DEA
et de mes deux premiéres années de these. Je tiens a lui redire toute mon amitié pour son aide
et son écoute.

Je remercie aussi Sandrine Humez-Eydoux pour son amitié constante au cours de ces
années et pour m'avoir fait découvrir la recherche scientifique et le plaisir d'enseigner.
Jexprime aussi ma gratitude a Pascal Mariot pour son aide, son soutien et son amitié.

Je voudrais aussi remercier tous les étudiants et toutes les personnes avec qui j'ai eu le
plaisir de vivre ces quelques années et en particulier Fabien, Guillaume, Karine, Rachelle,
Anne-Sophie, Isabelle et tous les autres... Je remercie spécialement Sophie pour son aide trés
efficace et trés amicale en biologie moléculaire.

Merci a mes chéres Xénopes pour leur aimable collaboration. Je leur demande de bien
vouloir me pardonner pour tout le mal que je leur ai fait !

Merci & mes parents sans qui je n'aurais pu devenir ce que je suis. Merci également a
mon grand frére et a ma petite soeur (qui n'est plus si petite a présent !).

Merci enfin 4 mon Antoine. Tu as toujours €t¢ aupres de moi méme si parfois tu te
demandais si je n'étais pas un peu £.... de faire cette theése !

Ma derniére pensée sera pour Franck Fournier qui a su me faire découvrir et apprécier

I'électrophysiologie.




ABREVIATIONS

ABA: Acide ABscissique

ABP: Auxin Binding Protein

AC: Adénylate Cyclase

AMPc: Adénosine MonoPhosphate cyclique

ANA: Acide NaphtylAcétique

ATP: Adénosine TriPhosphate

cADPR: Adénosine DiPhosphate Ribose cyclique
BAPTA: 1,2-bis (2-Aminophenoxy)éthane- N,N,N',N'-Tetraacétique Acid
BET: Bromure d’EThydium

Ca®": jon calcium

[Ca’'}i: concentration calcique intracellulaire

CaMK: protéine Kinase activée par la Calmoduline
CCE: Capacitative Calcium Entry ou EEC: Entrée Capacitative de Calcium
CDPK: Calcium Dependent Protein Kinase

CICR: Calcium-Induced-Calcium-Release

CIF: Calcium Influx Factor

CRAC: Calcium Release Activated Channel

CsCl: Chlorure de Césium

DAG: DiAcyl-Glycérol

DMPC: Di-Méthyl-PyroCarbonate

EDTA: Ethyléne Diamine TétraAcétate

EGTA: Ethyléne Glycol TétraAcétate

G: protéine GTP-binding

GA: Gibbérellines

GC: Guanylate Cyclase

GCR: Récepteur Couplé aux protéines G

GDP: Guanidine DiPhosphate

GIT: Guanidium IsoThiocyanate

GTP: Guanidine TriPhosphate

H": ion proton

HEPES: HydroxyEthyl Piperazine EthaneSulfonic acid
InsP;: Inositol 1,4,5-triPhosphate

21P: 6-diméthylallylamino purine

MCO: Milieu de Culture des protoplastes

NAD: Nicotinamide Adénosine Diphosphate

ND96: Nathan Dascal 96 mM chlorure de sodium
PCR: Réaction de Polymérisation en Chaine

pH: potentiel Hydrogéne

PiP,: Phosphatidyl inositol 4,5-biPhosphate

PKA: Protéine Kinase A

PKC: Protéine Kinase C

PLA2: Phospholipase A2

PLC: Phospholipase C

SV: canaux de type "Slow Vacuolar"

TEA: Tétraéthyl Ammonium

TTX: TétrodoToXine

U73122:1-(6{[178-3 methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-y1] amino }hexil)-1H-pyrrole-2,5-dione
U73343: 1-(6{[17B-3 methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl] amino } hexil-2,5-pyrrolidine-dione
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Les plantes sont capables de s’adapter continuellement aux varnations des conditions
environnementales et de réagir 3 ces changements par diverses réponses physiologiques
appropriées. L’ensemble des mécanismes intracellulaires mis en ocuvre est alors appelé
« SIGNAUX DE TRANSDUCTION ». Ces signaux sont de plus en plus étudiés dans les cellules
végétales et semblent étre trés proches des schémas de transduction déja établis dans les
cellules animales (figure 1, d’aprés Muto, 1992).

Les signaux de I’environnement tels que la lumiére, la température, les variations de
pression osmotique, sont pergus au niveau de la membrane plasmique des cellules végétales
par des récepteurs. Ces signaux sont ensuite propagés a 'intérieur de la cellule grice a des
seconds messagers qui conduisent, par des modifications protéiques ou ’activation de genes,
aux réponses physiologiques initiées par les stimuli.

De nombreuses ¢tudes montrent le role primordial des ions calcium dans les signaux
de transduction au cours de divers processus physiologiques chez les plantes (Bush, 1995 ;
Webb ef al., 1996 ; Rudd et Franklin-Tong, 1999 ; Sanders er al., 1999 ; White, 2000). En
effet, des variations de la concentration de calcium intracellulaire, [Ca2+]i, ont été détectées
en réponse a divers stimuli extracellulaires dans de nombreux types cellulaires (tableau 1,
d’aprés Bush, 1995). Ainsi, 'acide abscissique (ABA) provoque l'augmentation rapide de la
[Ca’"i des cellules de garde, conduisant 4 la fermeture des stomates (Gilroy et al., 1990). Les
variations de la [Ca*]i sont impliquées €galement dans la réponse a de nombreux stress dus,
par exemple, a des stimuli mécaniques ou a des changements de température (Knight et al.,
1991; Biyaseheva et al., 1993).

Le processus physiologique auquel nous nous intéressons plus particuliérement est
PPEMBRYOGENESE SOMATIQUE. Les cellules végétales, contrairement aux cellules animales,
présentent la propriété d’étre totipotentes : une cellule somatique €tant susceptible d’étre a
’origine d’une plante. Grace aux techniques de culture ir vitro, des cellules somatiques,
méme si elles sont initialement différenciées au sein du tissu, peuvent se dédifférencier puis
s’engager vers la formation d’un embryon (Yeung, 1995). De telles cellules, dites
embryogénes, subissent alors de nombreuses divisions mitotiques aboutissant a la formation
d’un embryon somatique qui, une fois isolé, pourra donner naissance a une plante enticre. Les
différentes phases de développement des embryons somatiques sont trés semblables a celles

observées lors de I’embryogenése zygotique au sein d’une graine (Zimmerman, 1993).
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STIMULI EXTRACELLULAIRES
d
RECEPTEURS MEMBRANAIRES

\2

ELEMENTS DE TRANSDUCTION
(PROTEINES G, PHOSPHOLIPASES...)

SECONDS MESSAGERS
(cALcroM, INSPs...)

MODIFICATIONS PROTEIQUES
(PHOSPHORYLAT]ONS, DEPHOSPHORYLATIONS...)

\
REACTIONS BIOCHIMIQUES
ACTIVATION DE GENES

1

REPONSES PHYSIOLOGIQUES

Figure 1 : Signaux de transduction chez les plantes (d'aprés Muto, 1992)
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Stimuli Types cellulaires [Ca®)i Références
Stimuli mécaniques | Cellules épidermiques | Augmentation Knight ez al., 1991
de Tabac transitoire rapide Knight ez al., 1992
Basses températures | Cellules épidermiques | Augmentation Knight et al., 1991
de Tabac transitoire rapide
Températures élevées | Protoplastes de Augmentation Biyaseheva et al.,
mésophylle 1993
H,0, Cellules de garde Augmentation McAinsh, 1994
Auxines Cellules de racines Diminution Gehring et al., 1990
ABA Cellules de garde Augmentation Gilroy et al., 1990
McAinsh et al., 1992
Staxen et al., 1999
Lumiére rouge -1 Protoplastes de Augmentation puis Shacklock et al., 1992
mésophylle diminution

Tableau 1: Variations de la concentration en calcium intracellulaire des cellules
végétales en réponse a divers stimuli extracellulaires
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L’embryogenése somatique est un systtme performant de multiplication végétative
des plantes. Mais, si le nombre d'études décrivant des espéces végétales capables de produire
des embryons somatiques augmente chaque année (Kiyosue ef al., 1992), beaucoup d'espéces,
voir de génotypes sont encore réfractaires. Cette limitation actuelle a révéler la capacité
embryogéne nous conduit & étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires du
déterminisme embryogene des cellules somatiques qui demeurent encore mal connus.

Chez la chicorée hybride "474", que nous utilisons comme modéle expérimental, les
embryons sont formés rapidement (en une dizaine de jours), en grand nombre et directement,
que se soit a partir de cellules d’antheres, de styles ou de feuilles (Vasseur ef al., 1995). Les
meilleures conditions d’induction de 1’embryogenése somatique sont obtenues avec une
température de 35°C. Le milieu d’induction contient des régulateurs de croissance ainsi que
des composés glucidiques et azotés. Blervacq e al. (1994), ont montré que les explants de
chicorée ainsi mis en culture présentaient des cellules en voie de réactivation. Ces cellules se
caractérisent d'abord par une augmentation du diamétre du noyau et du nucléole, puis par un
déplacement du noyau vers le centre de la cellule ainsi que par la mise en place de trabécules
cytoplasmiques qui fragmentent la vacuole : les cellules sont dites alors embryogénes. De
plus, on observe |’apparition de callose pariétale (polymére de B-1,3 glucane) entre le
troisiéme et le quatriéme jour de culture uniquement autour des cellules embryogenes, et ceci
de maniére transitoire puisqu'elle disparait lors de la division de ces cellules (Guedira ef al.,
1990). La callose représente ainsi un marqueur précoce de I’embryogenése somatique chez la
chicorée. Son role serait d’isoler les cellules somatiques au sein du tissu afin de leur
permettre de déclencher une nouvelle voie métabolique conduisant a la formation d’embryons
somatiques.

A TPheure actuelle, un nombre croissant d’études montrent que certains
mécanismes calciques interviendraient au cours du processus d’embryogenése
somatique. Ainsi, Timmers ez al. (1989, 1996), ont décrit, grice au marqueur fluorescent
chlorotétracycline, une augmentation de la [Caz*]i situé a proximité de la membrane
plasmique, ainsi qu’une activation locale de la calmoduline des cellules embryogenes de
carotte. Dans ce méme modeéle, la hausse de la concentration en calcium dans le milieu de
culture stimule le potentiel embryogene des cultures cellulaires (Jansen ef al., 1990).

En ce qui concerne le processus d’embryogenése somatique de la chicorée hybride
"474", une augmentation de [Ca’']i, spécifique des cellules embryogénes, a été décrite par

Verdus et al. (1993). L’utilisation d’EGTA, un chélateur des ions calcium et de vérapamil, un
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antagoniste des canaux calciques dépendants du potentiel, diminuent la formation des
embryons somatiques (Duminy, 1993). Par ailleurs, chez Catharanthus, la formation de
callose (marqueur précoce de ’embryogenése somatique chez la chicorée hybride "474") est
induite par une augmentation de la [Ca’']i probablement diie & des variations de la

perméabilité ionique membranaire (Kauss ez al., 1990).

Les cellules végétales, au méme titre que les cellules animales, possédent un large
panel de mécanismes leur permettant de controler I'homéostasie calcique intracellulaire.
Malgré la description de plus en plus importante des transporteurs calciques du régne végétal,
Iimplication de ces derniers au cours de processus physiologiques est peu rapportée dans la
littérature.

Méme si quelques travaux impliquent le Ca®* au cours du processus d'embryogenése
somatique chez les plantes et chez la chicorée hybride "474", aucune étude ne décrit
précisément les mécanismes ioniques responsables de I'homéostasie calcique des cellules de
chicorée.

L'objectif de notre travail consiste en 1'étude des modifications de 1'homéostasie
calcique apportées par I'expression fonctionnelle d'ARN totaux de feuilles de chicorée
"474" dans les ovocytes de Xénope.

Ces travaux nous permettent d'établir les fondations d'une approche dynamique des
signaux de transduction liés au calcium chez la chicorée. Ils nous aménent a discuter quant a
I'implication de ces voies de signalisation au cours de processus physiologiques variés et en

particulier I'embryogenése somatique.
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LES DIFFERENTES VOIES DE REGULATION DU CALCIUM CHEZ LES PLANTES :

IMPLICATION LORS DES SIGNAUX DE TRANSDUCTION
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Le calcium étant un élément essentiel au bon fonctionnement physiologique des
cellules végétales, la premicre partie de ce manuscrit consistera en la description précise des
mécanismes d’homéostasie calcique de ces cellules ainsi que de leurs implications au

cours des signaux de transduction.

I) LES MECANISMES D’HOMEOSTASIE CALCIQUE DES CELLULES VEGETALES

La cellule végétale comprend une paroi pectocellulosique, une membrane plasmique
et un cytoplasme renfermant un noyau et divers organites. Ce cytoplasme est réduit a une
mince couche périphérique du fait de la présence d'une volumineuse vacuole centrale. Le
cytoplasme est délimité du c6té externe par la membrane plasmique (ou plasmalemme) et de
l'autre par la membrane vacuolaire (ou tonoplaste). La cellule est entourée d'une paroi
pectocellulosique qui constitue une coque rigide. La vacuole constitue la réserve principale en
ions minéraux et organiques, glucides et protéines.

Les concentrations calciques cytoplasmique, vacuolaire ou extracellulaire sont trés
différentes. En particulier, le Ca®* libre (non lié¢ a diverses protéines) est concentré d’un
facteur 1000 dans le milieu intravacuolaire par rapport au milieu cytoplasmique (figure 2;
Bush, 1995). Cette importante différence de concentration en Ca®* de ces deux compartiments
cellulaires ainsi que le maintien 4 un taux faible de la concentration calcique cytosolique
([Ca®*}i) sont liés au rdle qu'exerce cet ion en tant que SECOND-MESSAGER. En effet, la
concentration en Ca’* libre cytoplasmique est maintenue 4 une valeur faible dans les
conditions de repos et change rapidement en réponse & un stimulus. Ce changement rapide
précede la réponse physiologique. Ceci implique que la cellule végétale ait une réserve de
Ca®" importante rapidement mobilisable. Cette réserve est constituée principalement par la
vacuole.

La description des mécanismes régulant la [Ca’'] dans les divers compartiments
intracellulaires nous permettra de comprendre comment une cellule végétale utilise le
calcium comme second messager dans la transduction des signaux extracellulaires. Cette
description sera organisée suivant la localisation cellulaire des divers mécanismes controlant

I'homéostasie calcique au niveau de la membrane plasmique et du tonoplaste.
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Figure 2 : Concentrations calciques des compartiments intracellulaires des cellules
végétales (Bush, 1995)
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Seuls les mécanismes de la vacuole seront décrits dans le cadre de ce manuscrit afin
d'illustrer les propriétés des membranes intracellulaires chez les végétaux. Ce choix est
justifié par le fait que la vacuole est la réserve calcique la plus importante des cellules
végétales par rapport au réticulum endoplasmique ou aux mitochondries (Rudd et Franklin-
Tong, 1999).

A- LES TRANSPORTEURS DE LA MEMBRANE PLASMIQUE

Les transporteurs calciques de la membrane plasmique peuvent permettre soit un
influx de Ca®* (depuis le milien extracellulaire vers le cytoplasme) soit un efflux de Ca’*. Les
transporteurs autorisant un influx de Ca’" ont un rdle essentiel lors des signaux de
transduction impliquant une augmentation rapide de la [Ca®']i. A I'inverse, les transporteurs
permettant un efflux de Ca®* depuis intérieur de la cellule vers I’extérieur ont pour fonction
de maintenir la [Ca®*}i 4 une valeur faible en expulsant l'excés de Ca®* suite 4 une réponse
physiologique.

Notons que les canaux calciques situés sur la membrane plasmique des cellules
animales sont multiples de par leur mode d'activation. On peut ainsi distinguer les canaux
calciques dont l'activation dépend des variations du potentiel membranaire (Voltage Operated
Channel ou VOC appelés aussi canaux voltage-dépendants) et les canaux dont I'ouverture est
conditionnée par l'activation préalable d'un récepteur membranaire. L'activation de ce
récepteur peut stimuler directement le canal calcique qui lui est couplé (Receptor Operated
Channel ou ROC) ou alors indirectement par le biais de seconds messagers intracellulaires
(Second Messenger Operated Channel ou SMOC). Notons l'existence d'un autre type de canal,
nommé CRAC (Calcium Release Activated Channel), dont l'ouverture est dépendante de la
vidange des réserves calciques intracellulaires.

Les canaux calciques de type ROC, SMOC et CRAC n'ont pas encore été décrits dans
le régne végétal.
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1- Les mécanismes permettant un influx de calcium
1.1- Les canaux calciques voltage-dépendants

Des études électrophysiologiques ont été réalisées sur des protoplastes (cellules
végétales dépourvues de paroi) en utilisant la techmique de patch-clamp en configuration
cellule entiére. Cette technique a permis la mise en évidence de canaux calciques dépendants
du potentiel membranaire (voltage-dépendants) situés sur la membrane plasmique de
protoplastes de carotte (Thuleau et al., 1994a). Les auteurs ont montré que ces canaux sont
activés par une dépolarisation de la membrane plasmique & partir d’un potentiel seuil situé
aux alentours de -135 mV. Le potentiel d’inversion de ce courant se positionne a +30 mV,
valeur qui correspond 4 la pile d’équilibre des ions Ca®* dans les conditions ioniques utilisées.
Ces courants calciques présentent une inactivation plus lente que celle des canaux calciques
de type L des cellules animales. Les auteurs rapportent également un phénomene de "run-
down" du courant calcique défini comme étant la diminution de I'amplitude du courant au
cours du temps.

Les canaux calciques mis en évidence dans les protoplastes de carotte different de
ceux du régne animal par rapport a leur potentiel seuil d'activation. Ce potentiel seuil est de
50 a 90 mV plus négatif dans les protoplastes que dans les cellules animales. Ce potentiel
seuil trés négatif est parfaitement adapté au potentiel de repos d'une cellule végétale qui se
situe aux alentours de -150 a -200 mV (Bush, 1995). Le potentiel de repos est maintenu a
cette valeur trés négative principalement par I'expulsion active des protons via les H'-ATPase
(Assmann et Haubrick, 1996).

Suite a cette premiére étude, les mémes auteurs ont caractérisé le mode de régulation
et plus précisément de recrutement (activation en fonction du potentiel) de ces canaux
calciques (Thuleau ef al., 1994b). Une prédépolarisation préalable de 1a membrane plasmique
des protoplastes induit un recrutement croissant des canaux. Plus la prédépolarisation est
longue et élevée, plus le recrutement des canaux est important. Les auteurs suggerent que les
canaux calciques dépendants du potentiel de la membrane plasmique, initialement inactifs,
sont régulés par des mécanismes qui doivent étre induits par de longues prédépolarisations de
la membrane plasmique. Afin d'élucider les bases biochimiques de ce phénoméne de

recrutement, les auteurs proposent l'intervention de modifications post-traductionnelles des
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canaux calciques. Cette hypothése est cohérente avec les données établies chez les animaux
ou il a clairement ét¢ démontré le role des phosphorylations protéiques dans le recrutement et
I'inactivation des canaux calciques voltage-dépendants (Artalejo et al., 1992).

D’autres études ont mis en évidence également des canaux calciques voltage-
dépendants au niveau de cellules de racines de blé ou de seigle (White, 1994 ; Pifieros et
Tester, 1995). L’incorporation de canaux sélectifs au Ca®>* (obtenus & partir de fractions
enrichies de membrane plasmique) dans des bicouches lipidiques artificielles, conduit a
I’enregistrement d’un courant calcique activé par dépolarisation (Pifieros et Tester, 1995).

Les stimuli physiologiques qui activent spécifiquement les canaux calciques voltage-
dépendants demeurent encore inconnus. Néanmoins, le rdle essentiel de ces canmaux
calciques dépendants du potentiel est de permettre un influx important de Ca®*

conduisant ainsi aux réponses physiologiques appropriées.
1.2- Les canaux mécanosensitifs

Une autre catégorie de canaux calciques membranaires permet un influx de Ca**dans
les cellules végétales. Ces canaux sont de type mécanosensitifs et seraient liés a la
transduction de signaux en relation avec 1’osmorégulation (Cosgrove et Hedrich, 1991). Des
stimuli extracellulaires pourraient €tre transférés & la membrane plasmique et donc aux

canaux mécanosensitifs via des éléments du cytosquelette de type actine.

2- Les mécanismes permettant un efflux de calcium

Le maintien de la [Ca®*]i en de¢a de 0,1 2 1 uM est nécessaire a la fonction de second
messager de cet ion. Cette valeur faible de [Ca®]i est obtenue grice a P’activité de
transporteurs actifs de Ca* situés sur la membrane plasmique ou le tonoplaste des cellules
végétales.

11 existe deux types de transporteurs actifs de Ca** que sont les ATPase calciques et
les échangeurs Ca®/H".
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2.1- Les ATPase calciques

La littérature apporte de plus en plus d’éléments nous amenant a séparer les ATPase
calcique des cellules végétales en deux groupes identiques a ceux décrits dans le régne
animal.

Le premier type de Ca’’-ATPase, situé habituellement au niveau du réticulum
sarcoplasmique ou endoplasmique des cellules animales, posseéde une masse moléculaire de
100 & 120 KDa, n’est pas stimulé par la calmoduline et transporte deux ions Ca** pour
I’hydrolyse d’une seule molécule d’ATP (Adénosine TriPhosphate). Le second type,
principalement placé sur la membrane plasmique des érythrocytes, a une masse moléculaire
de 134 a 140 KDa, est stimulé par la calmoduline et transporte un ion Ca®* par molécule
d’ATP hydrolysée (pour revue, voir Bush, 1995).

Chez les plantes, les transporteurs stimulés par la calmoduline se situent sur les
membranes intracellulaires (réticulum endoplasmique et vacuole) et non sur la membrane
plasmique (Gavin er al, 1993). A [linverse, les Ca**-ATPase qui fonctionnent
indépendamment de la calmoduline ont été décrites sur la membrane plasmique des cellules
végétales (Bush, 1992 ; Butcher et Evans, 1987 ; Graf et Weiler, 1989 ; Olbe et Sommarin,
1991 ; Qui et Su, 1998 ; Rasi-Caldogno et al., 1985).

Ces Ca”*-ATPase ont pour fonction d’expulser le Ca” en excés du cytoplasme et

ainsi de maintenir la [Ca2+]i a une valeur faible.
2.2- Les échangeurs calcium/proton

Les échangeurs Ca>*/H" sont essenticllement décrits dans la littérature comme étant
situés sur le tonoplaste des cellules végétales (Chanson, 1994). Néanmoins, Kasai et Muto
(1990) décrivent I’existence d’un tel échangeur au niveau de la membrane plasmique des
cellules de mais.

Les échangeurs Ca>*/H" constituent des transporteurs actifs secondaires a savoir qu’ils
utilisent pour leur fonctionnement le gradient produit par un transporteur actif primaire grace
a I’hydrolyse de molécules ’ATP. La source d’énergie pour le fonctionnement de ces

échangeurs est le gradient de pH préalablement établi par les H'-ATPase.
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B- LES TRANSPORTEURS DE LA VACUOLE

La vacuole joue un réle essentiel lors des signaux de transduction impliquant le Ca**.
En effet, ce compartiment intracellulaire constitue la réserve de Ca®* la plus importante pour
la cellule végétale (pour revue, voir Rudd et Franklin-Tong, 1999). D’autres organites
intracellulaires peuvent également remplir la fonction de stock calcique: le reticulum
endoplasmique ou les mitochondries. Néanmoins, ces compartiments tiennent, du fait de leur
taille, une place minonitaire par rapport a la vacuole dans la signalisation calcique
intracellulaire. Les transporteurs calciques situés sur la membrane vacuolaire permettent soit
un mouvement de Ca** depuis le milieu intravacuolaire vers le cytoplasme (mécanismes
induisant une libération de Ca’**) soit un mouvement de Ca’* inverse (mécanismes

permettant une capture du Ca”").

1- Les mécanismes permettant une libération de calcium

La membrane vacuolaire posséde deux classes de canaux calciques permettant une
libération importante de Ca”* dans le cytoplasme en réponse a divers stimuli. Cette libération
massive de Ca’* engendre une augmentation rapide, locale et transitoire de la [Ca®*li
indispensable a la transduction des signaux extérieurs. Les canaux calciques en question sont
soit activeés par des variations du potenticl membranaire (voltage-dépendants) soit activés par
la fixation d'un ligand (ligand-dépendants).

Il est a noter que l'existence des canaux calciques activés par le voltage au niveau
d’une membrane intracellulaire constitue une particularité des cellules végétales. A I’inverse,

les canaux calciques ligands-dépendants ont un fonctionnement proche du modé¢le animal.
1.1- Les canaux calciques voltage-dépendants

Des études électrophysiologiques par la technique du patch-clamp sur vacuoles isolées
ont établi I’existence de canaux calciques dépendants du potentiel au niveau du tonoplaste
des cellules végétales (Johannes ef al., 1992a et b ; Ping et al., 1992 ; Gelli et Blumwald,
1993 ; Allen et Sanders, 1994 ; Johannes et Sanders, 1995a et b). L'ensemble de ces travaux
démontre que ces canaux calciques sont activés par une dépolarisation du tonoplaste (le

potentiel cytoplasmique devenant plus négatif que le potentiel intravacuolaire). La
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[Ca®"Jvacuolaire joue un réle important dans la régulation de I’activité de ces canaux. De fait,
Pouverture du canal nécessite la présence de Ca** dans la lumiére de la vacuole. En effet,
l'augmentation de la [Ca”*] intraluminal du micromolaire au millimolaire résulte en une nette
hausse du nombre de canaux ouverts (Johannes et Sanders, 1995a).

A P’inverse, les effets régulateurs de la [Ca®*]i semblent moins clairement établis
puisque certains auteurs ne rapportent aucun effet sur Pactivité du canal (Johannes et al.,
1992b) alors que d’autres auteurs établissent un effet inhibiteur sur cefte activité (Gelli et
Blumwald, 1993).

Des études en patch-clamp sur des vacuoles isolées de cellules de garde, montrent
’existence d’une autre catégorie de canaux calciques voltage-dépendants dits canaux de type
« SV », pour « Slow Vacuolar » (Ward et Schroeder, 1994).

1.2- Les canaux calciques ligand-dépendants

Deux types de canaux calciques ligands-dépendants co-existent au sein du tonoplaste :
les canaux activés par la fixation de I’'Inositol 1,4,5 Triphosphate (InsP;) et les canaux activés
par la fixation d’une molécule dADP ribose cyclique (cADPR), (Schumaker et Sze, 1987 ;
Allen et al., 1995).

1.2.1- Les canaux sensibles a l'InsP;

Cette partie fait intervenir non seulement les données établies chez les végétaux mais

également les travaux réalisés dans le domaine animal qui constituent une base de travail.

1.2.1.1- Structure et isoformes des récepteurs-canaux InsP; des cellules

animales

Le canal calcique activé par la fixation de 1'InsP; est également appelé "récepteur-
canal" puisqu'il rempli une double fonction : celle de récepteur pour les molécules d'InsP; et
celle de canal pour les ions Ca”".

11 existe trois types d'isoformes de récepteurs-canaux InsP; : le récepteur de type I, de

type II et de type III (Furuichi et al., 1994).
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Ces trois isoformes présentent une homologie de 60 a 70 % et différent par leur
localisation tissulaire ( Bezprozvanny et Ehrlich, 1995 ; Patel ef al., 1999). Le récepteur de
type I est principalement présent au sein du systéme nerveux central. Le récepteur de type Il a
été décrit au niveau du systeme nerveux central mais également dans les hépatocytes alors
que le récepteur de type III est présent au sein des ilots pancréatiques, des reins et du systéme
gastro-intestinal.

Les trois isoformes présentent des différences moléculaires qui leur conférent des
divergences du point de vue de leur régulation et de leur fonctionnement. Ainsi, I'isoforme de
type II est deux fois plus sensible a 1'InsP; que l'isoforme de type I alors que le récepteur de
type III est approximativement dix fois moins sensible. Par ailleurs, les trois isoformes sont
régulés différemment par le Ca”*, les protéines kinases et le pH (pour revue, voir Patel ef al.,
1999). Ainsi, le Ca”* inhibe la fixation de I'InsP; sur le récepteur de type I alors qu'il stimule
cette fixation sur les isoformes de types Il et Il (Cardy et al., 1997 ; Picard et al., 1998).

Une étude récente établi également que l'isoforme de type II est impliqué dans des
oscillations calciques réguliéres et durables alors que les types I et III engendrent des
oscillations moins réguliéres et plus bréves (Miyakawa er al., 1999).

Notons enfin que le récepteur-canal de type I serait lié a la propriété méme de
libération du Ca®" alors que le récepteur-canal de type III serait plus particuliérement 1ié a

I'activation de l'entrée capacitative de Ca®* (Berridge, 1995).

Le récepteur-canal InsP;, ainst que son fonctionnement, sont bien connus chez les
animaux et ont fait I’objet de nombreuses études ces dernieres années (Berridge, 1993 ;
Bezprozvanny, 1995 ; Mikoshiba, 1997 ; Patel e al., 1999).

La protéine est un canal, sélectif au Ca®*, situé au niveau des membranes
intracellulaires (essentiellement le réticulum endoplasmique dans le cas des cellules
animales). L activation de ce canal, par la fixation de molécules d’InsP;, engendre l'ouverture
d’un pore sélectif au Ca®* qui permet alors la diffusion des ions Ca*" suivant leur gradient de
concentration a savoir du milieu intraluminal vers le milieu cytoplasmique.

Des expériences réalisées aprés reconstitution du récepteur InsP; dans des bicouches
phospholipidiques ont permis de déterminer la sélectivité relative du récepteur-canal au ions
divalents (Bezprozvanny et Ehrlich, 1995). Les auteurs établissent la séquence suivante :
Ba’*>Sr*">Ca’ " >Mg*".
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Le récepteur-canal de type I est un tétramére constitué de quatre sous-unités de
chacune 313 KDa. Chaque sous-unité contient 3 domaines fonctionnels (figure 3):
=» un domaine extraréticulaire N-terminal hydrophile qui est le lieu de fixation du ligand.
Yoshikawa et al. (1996) ont mis en évidence la nature du lieu de fixation de I'InsP; sur son
récepteur. Il s'agirait de la partie constitu€e par les acides aminés 226 a 578 de la partie N-
terminale de la protéine. Des expériences de mutagenése dirigée ont permis de mettire en
évidence 10 résidus basiques (Arg et Lys) dans la formation d'une région chargée
positivement susceptible d'interagir avec les charges négatives des phosphates de I'InsP;.
= Un domaine de couplage intermédiaire. Ce domaine régulateur comporte les sites
consensuels de phosphorylation par diverses protéines kinases activés par I'AMPc (PKA) ou
par le GMPc (PKG). Ce domaine régulateur posséde également des sites de fixation au Ca”*,
a la calmoduline ou a 'ATP (Michikawa e al., 1996 ; Nakade et al., 1994).
= Un domaine transmembranaire C-terminal qui posséde 6 segments hydrophobes et
constitue le pore du canal calcique (Furuichi et al., 1989). La portion C-terminale la plus
extréme se trouve en position cytosolique et interviendrait dans la tétramérisation du canal

(Miyawaki et al., 1991).

1.2.1.2- Régulations des récepteurs-canaux InsP; des cellules animales

L’ouverture du canal est contr6lée par les molécules d’InsP;, second-messager
provenant de l'hydrolyse des phosphatidylinositol biphosphates par les phospholipases C.
Marchant et Taylor (1997), suggerent que la conformation fermée du canal est trés stable et
de fait peu susceptible d'étre activée spontanément. Il semble qu’au moins 3 molécules

(probablement 4) d’InsP; soient nécessaires a I’ouverture du canal en conformation stable.
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure du récepteur InsP; des cellules
animales (la figure ne représente que 2 des 4 monoméres du récepteur)

1 : domaine extracellulaire de fixation de ’InsP; (extrémité NH,)
2 : domaine de couplage
3 : domaine transmembranaire, pore du canal (extrémité COOH)
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Le Ca’ tient un role essentiel dans la régulation de ces canaux calciques. Le
récepteur-canal voit son activit¢ modulée par la [Ca*]i suivant une courbe en cloche avec une
activité maximale pour une concentration en Ca”* libre se situant entre 200 et 300 nM (Parker
et Ivorra, 1990a). Plusieurs hypothéses ont été proposées afin dexpliquer les effets
facilitateurs du Ca’* sur le récepteur InsP; :

% Je Ca®* augmenterait le nombre de sites de liaison pour I'InsP; en se fixant sur un
site spécifique du récepteur (Missiaen ef al., 1996),

% le Ca** modifierait la forme du récepteur d'une configuration "basse affinité" 4 une
configuration "haute affinité" (Marshall et Taylor, 1994),

% le Ca®* agirait via les protéines kinases C ou le complexe calcium/calmoduline
(Zhang et al., 1993),

La littérature rapporte également les mécanismes amenant le Ca’* 3 inhiber le
fonctionnement des récepteurs-canaux InsP;. De récentes études montrent le réle inhibiteur
du Ca®* cytosolique sur la fixation de I'InsP; aux récepteurs de type I (Picard et al., 1998 ;
Sipma et al., 1999).

Les mécanismes inhibiteurs du Ca’* cytosolique sur le récepteur font I'objet de
plusieurs hypothéses :

% le Ca’* agirait directement sur le récepteur (Marshall et Taylor, 1994). Cette
interaction est rendue en effet possible par l'existence de 7 sites cytosoliques de fixation au
Ca’* et de 1 site intraluminal sur le récepteur de type I (Sienaert ef al., 1997).

% I'inhibition du récepteur-canal serait due & une phosphatase qui serait activée par le
calcium (Zhang et al., 1993).

% Danoff et al. (1988) ont postulé quune protéine annexe (calmédine) pourrait étre le
médiateur des effets négatifs du Ca®* sur le récepteur InsP;.

% la calmoduline joue un réle important dans l'effet inhibiteur du Ca** (Missiaen er
al., 1999 ; Michikawa et al., 1999). En effet, les auteurs démontrent que l'inhibition du
fonctionnement des récepteurs InsP; par le Ca® implique la calmoduline. Par ailleurs, notons
que la calmoduline inhibe la fixation des molécules d'InsP; sur les récepteurs-canaux de type I
indépendamment du Ca’* (Sipma ef al., 1999). Les auteurs suggérent que la partie N-

terminale du récepteur posséde des sites de fixation a la calmoduline.

La régulation du canal peut également étre sous le contrle de la [Ca2+]

intraréticulaire, l'augmentation du degré de déplétion provoquant une diminution de la
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sensibilit¢é du canal a 1’InsP; prévenant ainsi dune déplétion trop importante en Ca®*
(Missiaen ef al., 1992). De plus Missiaen ef al. (1994) montrent que le Ca®* intraluminal peut
se substituer au Ca’* cytosolique afin de provoquer le relargage de Ca’* en présence d'un taux
constant d'InsP;. Une hypothése avancée est que les ions Ca”* libérés du milieu intraluminal

se fixent sur le site de stimulation cytosolique de récepteur-canal.

Les données établies dans la littérature concernent essentiellement le récepteur de type
I qui a fait I'objet des principales études concernant la régulation des récepteurs InsP; par le
Ca®*. Notons néanmoins plusieurs études relatant un effet positif de l'augmentation de la
[Ca”]i sur la fixation d'InsP; aux récepteurs de type III (Yoneshima ef al., 1997 ; Cardy et al.,
1997). Par ailleurs, a l'inverse des types cellulaires exprimant de fagon prédominante les
récepteurs de type I, I'affinité des récepteurs pour I'InsP; augmente en présence de Ca’*
cytosolique dans les hépatocytes qui expriment principalement l'isoforme de type II (Picard ez
al., 1998).

I apparait donc que les récepteurs sensibles i I'InsP; sont régulés par le Ca®*
cytosolique et intraluminal. Ainsi, les ions Ca®* sont capables de potentialiser ou d'inhiber

leur propre libération des réserves intracellulaires (pour revue, voir Parys et al., 2000).

Le récepteur InsP; est également la cible de phosphorylations par différentes protéines
kinases (PKA, PKC, CaMK...). Il semble selon plusieurs ¢tudes que la phosphorylation des
récepteurs-canaux entraine une augmentation du relargage de Ca®* (Nakade er al., 1994;
Matter ef al., 1993).

Le canal sensible & I'InsP; voit de plus son activité modulée par les variations de pH
intracellulaire. En effet, une alcalinisation du milieu entraine une sensibilisation du
mécanisme de libération de Ca®* (Tsukioka ef al., 1994). Une autre étude rapporte les effets
variables des variations de pH sur I'activité des récepteurs-canaux InsP; selon qu'ils soient de
type I ou Il (De Smet et al., 1999). L'isoforme de type I est plus sensible & 1InsP; au pH 6,8;
alors que I'isoforme de type III est plus sensible au pH 7,5.

Enfin, le récepteur InsP; est modulé par la fixation de 'ATP dans son domaine
régulateur. En effet, pour des concentrations en ATP inférieures 2 4 mM, le récepteur est
modulé positivement par 'ATP alors que pour des concentrations supérieures, 'ATP entre en
compétition avec I'InsP; sur son site de fixation et empéche ainsi la libération de Ca®*

(Bezprozvanny et Ehrlich, 1993).
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L’ensemble des mécanismes impliqués dans la régulation du canal sensible 4 I’InsP;

est représenté en figure 4.
1.2.1.3- Les cellules végétales et 'InsP;

L’InsP; est clairement établi en tant que second messager dans le régne végétal depuis
1987 grice a une étude réalisée par Schumaker et Sze. Ces auteurs ont démontré que 1’InsP;
est capable de provoquer la libération de Ca* i partir de la vacuole de cellules végétales.
D’autres études ont confirmé ce résultat (Ranjeva et al., 1988 ; Brosnan et Sanders, 1990 ;
Johannes et al., 1992a et b ; Gelli et Blumwald, 1993 ; Allen ef al., 1995 ; Calvert et Sanders,
1995). 11 est également établi que la vacuole est le compartiment intracellulaire le plus
sensible & 1’InsP; devant le réticulum endoplasmique, les mitochondries ou 1’appareil de
Golgi (Canut ef al., 1993). Seule une étude rapporte une libération de Ca”* par I'InsP; 4 partir
du réticulum endoplasmique situé sous la membrane plasmique (Muir et Sanders, 1997).

Bien que de nombreux éléments tendent a prouver que 1'InsP; est un élément essentiel
de I'homéostasie calcique des cellules végétales, aucune étude ne décrit la caractérisation
précise du récepteur-canal a 1'InsP; dans ces cellules.

Quelques études rapportent néanmoins l'existence de récepteurs a 1'InsP; de cellules
végétales (Biswas ef al., 1995 ; Scanlon ef al., 1995 ; Dasgupta ef al., 1997). En particulier,
les travaux de Biswas ef al. décrivent une protéine, dont la forme native présente une masse
moléculaire de 400 KDa, capable de fixer I'InsP; . Apres dénaturation, la masse moléculaire
de la protéine est de 110 Kda. Les auteurs suggérent, grice a ce résultat, que la protéine est un
homotétramére. De plus, la protéine est associée a une libération de Ca®* lors de Ia fixation
d'InsP; ; cette fixation €tant inhibée par I'héparine.

Il semblerait donc que le récepteur a I'InsP; des cellules végétales présentent des
caractéristiques communes avec le récepteur des cellules animales (structure
homotétramérique, pharmacologie...). Néanmoins, des travaux sont encore nécessaires afin de
caractériser précisément le récepteur InsP; des cellules végétales et de pouvoir ainsi établir
une comparaison rigoureuse de ces récepteurs entre le régne animal et le régne végétal.

L'ouverture des canaux calciques sensibles a I'InsP; a été impliquée lors de la réponse
a des stress osmotiques des cellules de racines de betterave (Allen et Sanders, 1994), ainsi que

lors de la fermeture des stomates en réponse a2 'ABA (Staxen ef al., 1999).
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1.2.2- Les canaux sensibles au cADPr

Les canaux sensibles au cADPr constitue I’autre catégoric de canaux calciques
vacuolaires activés par la fixation d’un ligand (Allen er al., 1995). Ce second messager,
produit par I’ADP ribosyl cyclase a partir du NAD (Nicotinamide Adénosine Disphosphate),
se fixe a des récepteurs vacuolaires provoquant alors la libération de Ca® vers le
cytoplasme. Chez les animaux, les récepteurs intracellulaires activés par le cCADPR portent le
nom de récepteur ryanodine (Berridge, 1997).

L'implication de ces canaux calciques a été proposée lors de la voie de transduction du

signal induit par I'ABA dans les cellules de garde (Leckie et al., 1998).
2- Les mécanismes permettant une capture du calcium

L’activité de transporteurs actifs de calcium situés sur la membrane plasmique (voir

partie A) ou le tonoplaste des cellules végétales contribue 3 la régulation de la [Ca*]i.
2.1- Les ATPase calciques

Les Ca®*-ATPase situées sur le tonoplaste des cellules végétales, présentent la
particularité d’étre modulées par la calmoduline via des phosphorylations (Wang et al., 1991;
2+ o

Gavin ef al., 1993). Le role de ces transporteurs vacuolaires est de recapter le Ca™ a

I'intérieur de la vacuole.
2.2- Les échangeurs calcium/proton

Ces transporteurs permettent au Ca®* d’étre expulsé du cytoplasme de la cellule soit
vers ’extérieur de la cellule soit vers l'intérieur de la vacuole. Ces échangeurs apparaissent
comme étant ubiquitaires et trés actifs chez les végétaux (Bush et Sze, 1986 ; Blackford et al.,
1990 ; Chanson, 1994). Ils présentent une faible affinité pour le Ca®" et une stoechiométrie de
deux protons transportés pour un ion Ca®®. Leur fonction essentielle est d'accumuler le

Ca** a lintérieur de la vacuole.
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Une illustration générale des transporteurs calciques des cellules végétales est
rapportée en figure 5. Ce schéma regroupe I’ensemble des mécanismes précédemment décrits

au niveau de la membrane plasmique et du tonoplaste des cellules.

L’ensemble des mécanismes d’homéostasie calcique précédemment décrits
s’inscrivent dans le fonctionnement physiologique des cellules végétales et sont impliqués

au cours de la transduction de nombreux signaux extracellulaires.
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IT) LES SIGNAUX DE TRANSDUCTION CHEZ LES VEGETAUX

Les plantes pergoivent de leur environnement des signaux via des récepteurs
membranaires spécifiques. Une fois stimulés, ces récepteurs induisent une cascade
d’événements conduisant a la modification de I’activité cellulaire ou a la régulation de génes
qui, en retour, aménent a la réponse biologique appropriée au stimulus d’origine. De
nombreuses études sont réalisées afin de comprendre les mécanismes de transduction des
signaux chez les plantes. Dans ce but, divers génes codant pour des ¢léments des cascades de
transduction ont ét€ clonés. La littérature rapporte 1’existence de génes codant pour les
protéines G, les protéines kinases et phosphatases, la calmoduline ou encore les récepteurs

hormonaux (pour revue, voir Redhead et Palme, 1996).

Dans le régne animal, deux voies principales de transduction ont été décrites :

% la voie de I'Adénylate Cyclase (AC) qui, stimulée par l'activation préalable d'un
récepteur membranaire couplé aux protéines G (GTP-binding protein) conduit a la formation
de I'Adénosine MonoPhosphate cyclique (AMPc). L'AMPc active ensuite les protéines
Kinases de type A (PKA).

% La voie de la PhosphoLipase C (PLC) dont l'activation suit le méme principe que
précédemment : le second messager produit n'est plus 'AMPc mais 'InsP; et le DiAcyl
Glycérol (DAG). L'InsP; conduit 4 la libération de Ca®* des réserves intracellulaires tandis
que le DAG active les Protéine Kinases de type C (PKC).

Il existe également les voies de la PhospholLipase A2 (PLA2) et de la Guanylate
Cyclase (GC) conduisant respectivement a la formation des seconds-messagers suivants :
'Acide Arachidonique (AA) et le Guanosine MonoPhosphate cyclique (GMPc).

Les voies AC et PLA2 ont été décrites en partie dans le régne végétal (Bolwell, 1995;
Munnik ef al., 1998). Néanmoins, nous nous attacherons a la description de la voie de 1a PLC
plus particulicrement impliquée dans les résultats obtenus au cours de notre travail.

La transduction des signaux chez les végétaux, comme chez les animaux, suit une
trame précise : l'étape initiale est la perception et la reconnaissance du stimulus
extracellulaire par un récepteur membranaire spécifique. La liaison entre ces récepteurs
hormonaux et divers effecteurs intracellulaires, tels que les PLC, est réalisée grice aux
protéines G. Les effecteurs, alors stimulés, catalysent la production de seconds-messagers

(InsP;, DAG...) qui activent des protéines kinases ou phosphatases. Les phosphorylations et
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déphosphorylations protéiques résultantes engendrent des modifications protéiques

aboutissant aux réponses physiologiques appropriées.

A- LES RECEPTEURS

Plusieurs classes d’hormones végétales sont reconnues : 1’éthyléne, 1’acide abscissique
(ABA), les cytokinines, les auxines et les gibberellines (GA). Chaque famille hormonale est
nécessaire au bon développement et fonctionnement de la plante. De plus en plus de travaux
tendent 4 prouver que ces facteurs hormonaux sont percus par les cellules griace a des
récepteurs membranaires (pour revue, voir Hooley, 1999).

La définition d'une hormone en physiologie animale est sans ambiguité : c'est une
substance organique sécrétée par des glandes endocrines et agissant a faible dose sur un
organe ou un tissu électivement sensible a son action et dont elle reégle le fonctionnement
(Heller, 1990). Chez les végétaux, il n'existe pas de glandes endocrines et la notion d'hormone
peut paraitre moins évidente. Néanmoins, lors d'un déficit hydrique, 'ABA, produit en
abondance dans les racines, est véhiculé vers les feuilles et provoque la fermeture des
stomates. L'ABA se conduit donc comme une véritable hormone.

Clest pourquoi, chez les végétaux, pour qu'une substance puisse €tre qualifiée
d'hormone, il faut qu'elle corresponde a certains criteéres, et en particulier étre :

% endogene, c'est a dire synthétisée par I'organisme hui-méme et non fournie par le
milieu,

% oligedynamique, ce qui la distingue des substances trophiques (saccharose par
exemple),

% vectrice d'une information qu'elle apporte & une cellule électivement sensible a son
action et dont elle influence le fonctionnement.

Les récepteurs hormonaux végétaux les mieux caractérisés sont les récepteurs aux
auxines (ABP pour « Auxin Binding Protein »). Ce type de récepteur a ét€ identifié et cloné
(pour revue, voir Redhead et Palme, 1996). 11 en est ainsi de ’ABP de mais, protéine de 40 a
45 KDa qui présente une forte affinité pour I’auxine. Le traitement des plantes par des
anticorps spécifiques du récepteur inhibe généralement la croissance induite par 1’auxine, ce

qui confirme que les récepteurs sont bien impliqués dans la fixation de ’hormone.
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B- LES PROTEINES G

La superfamille des protéines de liaison au GTP regroupe les protéines qui peuvent se
lier et hydroliser le GTP. Elles interviennent dans la régulation de diverses réponses
cellulaires. Cette superfamille comporte deux types de protéines: des protéines G
hétéromériques et de petites protéines G monomériques. Les petites protéines G
monomériques, d'un poids moléculaire compris entre 20 et 30 KDa, sont classées dans
différentes sous-familles suivant la fonction qui leur est attribuée. Par exemple, les protéines
de type Ras sont impliquées dans la régulation de la croissance et la différentiation alors que
les protéines de type Rab régulent le transport des vésicules intracellulaires (Verma et al.,
1994 ; Redhead et Palme, 1996).

Les protéines G hétéromériques sont présentes chez tous les organismes et jouent un
role essentiel dans la transduction des signaux extracellulaires. De nombreux travaux ont été
réalisés amenant a une meilleure compréhension des caractéristiques moléculaires et
fonctionnelles de ces protéines chez les végétaux (Bischoff er al., 1999).

Les protéines G hétéromériques sont formées de trois sous unités: a, B et y. Elles
permettent d'établir une liaison entre les récepteurs hormonaux et divers effecteurs
intracellulaires tels que les phospholipases, les adénylate cyclases, les protéines kinases ou les
canaux ioniques. La fixation d’un ligand extracellulaire & son récepteur membranaire
provoque un changement de conformation de ce dernier. Ceci entraine 1’échange d’une
molécule GDP par une molécule GTP sur la sous-unité o provoquant la libération du dimére
By. La sous-unité o ainsi que le dimere Py engendrent ’activation des divers effecteurs
précédemment cités (Berridge, 1993).

Récemment, plusieurs dizaines de protéines G ont ét€ clonées chez les plantes (pour
revue, voir Hooley, 1999). Elles semblent impliquées dans la transduction de nombreux
signaux tels que la défense contre les pathogenes, les réponses aux lumicres bleues et rouges,
la transduction du signal de I’ABA au niveau des cellules de garde.

Chez la chicorée hybnde "474", Randoux a mis en évidence deux ARNm codant pour
des protéines qui présentent une homologie importante avec les protéines de liaison au GTP
de type rab5. L'un de ces ARNm, détecté dés le premier jour de la cinétique d'embryogenese,
semble étre corrélé a la mise en culture in vitro des explants (Randoux, 1999). Rappelons que

les protéines G de type rab ne sont pas impliquées dans la transduction des signaux
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extracellulaires mais, de par leur association avec les vésicules de sécrétion, le réticulum
endoplasmique et I'appareil de Golgi, elles semblent intervenir au cours du processus de

sécrétion et des transports intracellulaires (Terryn ef al., 1993).
C- LES PROTEINES KINASES ET PHOSPHATASES

La nature de la réponse physiologique d’une cellule aprés 1’initiation de la cascade de
transduction dépend de la rapidité, de la sensibilité et de la spécificité des é€léments
impliqués. L’amplification et la spécificit¢ d’une réponse dépend, entre autre, des
modifications de 1’état de phosphorylation de protéines intracellulaires. Ces modifications
sont réalisées grdce aux protéines kinases et phosphatases. Chez les plantes, les
phosphorylations (par les protéines kinases) et les déphosphorylations (par les protéines
phosphatases) interviennent pour 99% sur des résidus sérine/thréonine et pour 1% sur des
résidus tyrosine (Sopory et Munshi, 1998). 1l existe différents types de protéines kinases chez
les végétaux, & savoir : les protéines kinases dépendantes du Ca>* (CDPK), les PKC activées
par le DAG et le Ca®*, les PKA stimulées par TAMPc et enfin les récepteurs membranaire a
activité kinase (uniquement de type sérine/thréonine chez les plantes, les récepteurs de type
tyrosine kinase n'ayant pas été mis en évidence dans le régne végétal ; Hardie, 1999).

Divers stimuli extracellulaires impliqueraient des changements de 1’état de
phosphorylation/déphosphorylation des protéines intracellulaires. De fait, les hormones
végétales telles que les auxines ou I’ABA activeraient, au cours de leur signalisation
intracellulaire, des protéines kinases et phosphatases et en particulier des protéines CDPK. De
plus, les photorécepteurs des cellules végétales présenteraient une activité kinase (Sopory et
Munshi, 1998).

D- LA VOIE DES PHOSPHOINOSITIDES

Chez les animaux, I’interaction de stimuli extracellulaires (tels que les hormones)
avec leurs récepteurs membranaires stimulent P’activation de protéines G, qui en retour,
activent les PLC spécifiques des phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PiP2), (pour revue,
voir Berridge, 1993). L’ensemble des étapes de cette voie de transduction est illustré en figure
6.
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Diverses études établissent clairement ’existence d’une telle voie de signalisation
chez les végétaux (pour revue, voir Munnik ef al., 1998). En effet, plusieurs types de PLC ont
été clonées, I"activité PLC (hydrolyse des PiP2) a été mise en évidence ainsi que le couplage
entre les protéines G et les PLC. De plus, le second messager InsP; joue un role important
dans la libération du Ca?* des réserves intracellulaires (voir 1.2.1.3 de la premiére partie).

La voie des phosphoinositides serait impliquée dans les réponses physiologiques aux
stress osmotiques (Gilroy ef al., 1990; Lee ef al., 1996) et aux mécanismes de défense contre

les pathogénes (Walton, 1995).

) ROLE DU CALCIUM DANS LA TRANSDUCTION DU SIGNAL HORMONAL CHEZ LES

VEGETAUX

Cette partie décrit le fonctionnement physiologique des différents acteurs des voies de
transduction dans le cadre d’un exemple précis qu’est la réponse a ’ABA des cellules de
garde. Compte tenu du fait que cette réponse est I'unique voie de transduction détaillée depuis
la perception de I'hormone par son récepteur jusqu'a la réponse physiologique, ce modele a
été choisi afin d'illustrer la transduction du signal hormonal des cellules végétales.

En cas de déficit hydrique, ABA est synthétis¢é et provoque la fermeture des
stomates, prévenant ainsi une perte d’eau excessive par la plante (Mansfield ez al., 1990). De
fait, le role biologique de I’ABA est celui d’une hormone de détresse qui amene la plante a
réagir contre les agressions telle que la sécheresse. Des études récentes ont permis de
caractériser les étapes successives de I’action de I’ABA sur les cellules de garde, constituant
ainsi un modeéle trés riche pour 1’étude des mécanismes de transduction chez les végétaux.

Une des premicres manifestations de PABA sur les cellules de garde est une
augmentation de la [Ca®']i (Schroeder et Hagiwara, 1990; McAinsh e al., 1992). Cette
augmentation est suffisante pour induire la fermeture des stomates (Gilroy ez al., 1990).

Les différentes étapes peuvent étre décrites de la maniere suivante (schéma présenté
en figure 7 et établi grice aux travaux de Ward ef al., 1995 ; Lee et al., 1996; Assmann et
Shimazaki, 1999; Staxen et al., 1999) :
= I’ABA se fixe a son récepteur membranaire de type GCR (récepteur couplé aux protéines
G).
=» L’activation des protéines G provoque dans un premier temps, par un mécanisme de

couplage encore mal connu, un influx de Ca®* depuis le milieu extracellulaire par des canaux
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calciques membranaires. Il semble que les canaux calciques activés par une hyperpolarisation
membranaire soient impliqués dans la réponse des cellules de garde a 'TABA (White, 2000).
=» L’activation des prot€éines G conduit également a4 la stimulation de la voie des
phosphoinositides précédemment décrite et aboutissant a la formation d’InsP; (Staxen et al.,
1999) et d'autre part a l'activation des récepteurs intracellulaires sensibles au cADPR (Leckie
et al., 1998).

2 Le Ca** provenant de I’extérieur via les canaux calciques membranaires engendre
I’activation de canaux potassiques dépendants du Ca®* (de type VK) situés sur le tonoplaste.
La sortie de K™ résultante provoque une dépolarisation de la membrane vacuolaire.

=» Cette dépolarisation de la membrane vacuolaire conduit & la stimulation des canaux
calciques dépendants du potentiel de type SV. Le Ca® est alors libéré de la réserve
intracellulaire vers le cytoplasme.

11 est & noter que le Ca®" provenant de I’influx depuis le milieu extracellulaire active
également les canaux SV par un processus communément appelé CICR (pour « Calcium
Induced Calcium Release »). Ce processus concerne la libération de Ca®* des réserves
intracellulaires par le Ca** lui-méme.
< L’ensemble de ces événements engendre l'augmentation de la [Ca®]i de la cellule de
garde. Cette augmentation transitoire active des canaux anioniques et potassiques de la
membrane plasmique. Il y a alors efflux de potassium et d’anion depuis le cytoplasme de la
cellule vers le milieu extracellulaire qui s’accompagne d’une perte d’eau. Cette perte d’eau
provoque une diminution de la turgescence des cellules et la fermeture des stomates.
= L’ABA provoque également une augmentation du pH cytoplasmique grice a 1’expulsion
des H' par les H'-ATPase de la membrane plasmique. Cette alcalinisation du pH cytosolique
conduit 4 I’activation des canaux potassiques membranaires contribuant ainsi a la sortie de K*
de la cellule.

Le signal de transduction de I’ABA dans les cellules de garde est complexe mais
permet d’appréhender le 16le des différents types de transporteurs ioniques, et en particulier
les mécanismes intervenant dans I’homéostasie calcique, au cours d’un processus

physiologique depuis le stimulus de départ jusqu’a la réponse cellulaire.
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1l apparait donc clairement que les mouvements ioniques interviennent dans les
signaux de transduction des cellules végétales. Cependant, I’étude électrophysiologique des
transporteurs ioniques des cellules végétales est rendue difficile par l’existence d’une paroi
extracellulaire qui empéche tout accés direct a la cellule par la technique classique
utilisant les microélectrodes. Une approche possible, hormis la technique de patch-clamp
sur protoplastes (cellule végétale dépourvue de paroi), est la technique d'expression

Jonctionnelle utilisant I’ovocyte de Xénope.
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METHODOLOGIE : L'OVOCYTE DE XENOPE COMME SYSTEME D'EXPRESSION

FONCTIONNELLE
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I) GENERALITES SUR L’OVOCYTE DE XENOPE

Les ovocytes sont des cellules germinales stockées dans la cavité abdominale de
T'animal et qut peuvent étre prélevées par opération chirurgicale. Ces cellules présentent 6
stades de développement (I & VI) et sont situées a D’intérieur des lobes ovariens. Les
expériences en électrophysiologie utilisent les ovocytes des stades V et VI qui présentent une
séparation entre le pole animal et le pole végétatif bien délimitée (Dumont, 1972). Les
ovocytes sont choisis a ce stade de développement car ils sont facilement injectables et leur
"métabolisme cellulaire" est assez performant pour traduire des ARN exogénes.

L’ovocyte est une grande cellule dont le diameétre oscille entre 1 et 1,2 mm. Il est
entour¢ d’une membrane vitelline (matrice glycoprotéique) qui confére & la cellule une
certaine rigidité et qui 1’aide a conserver sa forme sphérique. Cette membrane est entourée
d’une couche de cellules folliculaires. La cellule ovocytaire présente une polarité particuliére
a savoir qu’elle se divise en deux hémispheres de couleurs différentes : I’hémisphére animal
pigmente en noir et I’hémisphére végétatif non pigmenté. La polarité se retrouve également a
P’intérieur de la cellule. De fait, le noyau ainsi que le réticulum endoplasmique se situent dans
I’hémisphére animal de méme que la plupart des canaux chlorures endogenes (pour revue,
voir Stuhmer et Parekh, 1995).

Le systéme d’expression ovocytaire a ét¢ introduit en 1971 par Gurdon ef al. en tant
que systéme d’expression fonctionnelle. L’injection d’ADN exogéne dans le noyau de
I’ovocyte ou d’ARN exogéne dans le cytoplasme conduit & I’expression de protéines
fonctionnelles par la machinerie de transcription et de traduction ovocytaire. Au début des
années 80, Miledi e al. démontrent qu'un récepteur-canal cholinergique peut-étre exprimé
dans le modele ovocytaire suite a 'injection ' ARN messager (Miledi et al., 1983). L’injection
de divers ARNm résulte en I’expression de canaux ioniques activés par la fixation d'un ligand
ou activés par des variations du potentiel membranaire (tel que le canal sodique voltage-
dépendant) ainsi que de récepteurs membranaires de type NMDA [N Methyl D Aspartate] et
GABA [Acide y Amino Butyrique], (pour revue, voir Sigel, 1990).

L’ovocyte de Xénope est devenu un modéle d’étude trés puissant pour la
compréhension des différents aspects de la structure et des fonctions des transporteurs
ioniques et des récepteurs membranaires. 11 existe plusieurs types d’études réalisables grice a

ce modele :
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=» J’analyse des propriétés de canaux et de récepteurs ayant subis une ou plusieurs
mutation(s), par mutagenese dirigée, dans le but d’appréhender leurs relations structure-
fonction,

=» I’étude des processus de modifications post-traductionnelles et de I’assemblage de canaux
et de récepteurs a plusicurs sous-unités,

=» la comparaison des propriétés de canaux provenant de différents tissus,

=» la compréhension des mécanismes de régulation des canaux et récepteurs par divers
seconds- messagers,

=» I’analyse fine des différents aspects du couplage récepteur/effecteur.

IT) CONDUCTANCES IONIQUES ENDOGENES DE L'OVOCYTE DE XENOPE

A- LES CANAUX IONIQUES DE LA MEMBRANE PLASMIQUE

Les conductances endogenes de I’ovocyte de Xénope sont a présent bien connues des
électrophysiologistes (pour revue, voir Weber, 1999). La mise en place d’une « cartographie »
précise des transporteurs ioniques membranaires ou intracellulaires de ce modéle d'expression
est essentielle afin d’éviter toute erreur d’interprétation lors de I’expression hétérologue de
protéines exogeénes. L'ensemble des transporteurs ioniques décrits ci-dessous sont schématisés

a l'aide de 1a figure 8.

1- Les canaux sodiques

Deux populations de canaux sodiques ont été caractérisées dans les ovocytes de
Xénope.

La premiére population est formée de canaux voltage-dépendants activés par
dépolarisation de la membrane plasmique a partir d’un seuil de -50 mV (figure 8, n°1). Ce
courant sodique présente une cinétique d’activation et d'inactivation rapide (Bourinet ef al.,
1992b). 11 est inhibé par la tétrodotoxine (TTX) qui est I'outil pharmacologique classiquement
utilisé afin de bloquer les canaux sodiques. Les auteurs spécifient que ce type de courant
sodique sensible au TTX n'est que trés rarement observé et uniquement chez quelques

donneurs.
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La seconde population de canaux sodiques membranaires a été décrite pour la
premiére fois par Baud er al. (1982). Ces canaux sodiques, insensibles a la TTX, sont
dépendants du voltage et sont activés par une dépolarisation de la membrane a partir d’un
potentiel seuil de -20 mV (figure 8, n°2). Les cinétiques d'activation et d'inactivation de ce
courant sont lentes. La particularité de ce courant sodique est qu’il nécessite plusieurs
dépolarisations successives pour s'activer. Un mécanisme d’activation par phosphorylation a
été propos¢ par Charpentier ef al., en 1995. Les auteurs proposent qu’une dépolarisation
soutenue de la membrane plasmique de 1’ovocyte provoque une activation de la PLC qui, en
retour, engendre une stimulation des PKC par production de DAG. Les PKC alors stimulées,
activent les canaux sodiques par phosphorylation. Récemment, Bossi e al. (1998) et
Charpentier et Kado (1999), ont montré un autre processus de régulation de 1’activité de ces
canaux sodiques par la [Ca®}i. La diminution de la [Ca®]i par I’injection de chélateurs,
réduit significativement 1’amplitude du courant sodique. A I’inverse, ’augmentation du taux
de Ca’ intracellulaire par libération de Ca’™ des réserves (par I’InsP; par exemple),
potentialise le courant sodique. Des variations de la teneur en Ca®* du milieu extracellulaire

n’ont aucune influence sur le développement du courant.
2- Les canaux potassiques

Le potentiel de repos membranaire de I’ovocyte est maintenu par les flux d’ions K* de
part et d’autre de la membrane plasmique (pour revue, voir Weber, 1999). Trois types de
canaux potassiques ont €t€ décrits dans les ovocytes de Xénope.

Parker et Ivorra en 1990(b) rapportent 1’existence de canaux potassiques activés par
dépolarisation membranaire & partir d’un potentiel seuil de -20 mV (figure 8, n°3). Ce courant
s’inactive au cours du temps et est inhibé par le TEA (TétraEthylAmmonium). Il est
indépendant de la [Ca’*] extracellulaire ou cytoplasmique.

Deux autres types de courants potassiques ont été mis en évidence. L'un, activé par
dépolarisation, est stimulé par une augmentation de [Ca2 1 (Krause et al., 1996; figure 8,
n°5). L'autre est activé suite & une hyperpolarisation de la membrane plasmique (Bauer et al.,
1996; figure 8, n°4).



INTRODUCTION 53

3- Les canaux chlorures

La littérature rapporte plusieurs types de canaux chlorures présent sur la membrane
plasmique des ovocytes de Xénope.
=» Des travaux démontrent ’existence d’une population de canaux chlorures activés par
dépolarisation de la membrane plasmique & partir d’un potentiel seuil de -20 mV et activés

par une augmentation de la [Ca®

i suite 4 l'entrée de Ca’" par les canaux calciques
dépendants du voltage (Miledi, 1982 ; Barish, 1983), (figure 8, n°7).

=>» 1l existe par ailleurs d’autres types de courants portés par les ions chlorures et dépendants
de la [Ca®'}i (figure 8, n°8). Le fonctionnement de ces canaux est primordial a analyser
lorsque l'on désire étudier les variations de [Ca®']i. Hartzell en 1996 a mis en évidence deux
courants chlorures activés suite & l'injection intracellulaire d'InsP; dans les ovocytes. Le
premier courant est activé par le Ca®* directement libéré des réserves, le second est stimulé
par l'entrée capacitative de calcium consécutive a la vidange des stocks. Ces deux courants
chlorures constituent un index des variations calciques intraovocytaires. De fait, lorsque
les ions Ca’" sont libérés du réticulum endoplasmique, l'expérimentateur visualise tout
d'abord un premier type de courant chlorure (Isyorg) puis un second type lorsque l'entrée
capacitative de Ca®" a &¢é activée (Iccp). Il semble selon de récentes études (Kuruma et
Hartzell, 1999, 2000 ; Callamaras et Parker, 2000) que les différents courants chlorures
activés suite  la libération de Ca”* par I'InsP; dans les ovocytes de Xénope impliquent un seul
type de canal chlorure dont l'affinité vis a vis du Ca”* varie en fonction du potentiel. Par
ailleurs, Gomez-Hernandez et al. (1997) démontrent que la densité¢ des canaux chlorures
dépendants du Ca®" est 10 fois plus élevé au pdle animal qu'au pole végétatif.

Les courants chlorures dépendants du Ca®* rapportés par Hartzell sont différents de
ceux décrits par Barish (1983). En effet, ces derniers sont en moyenne dix fois plus faible que
les courants décrits par Hatzell. De plus, la courbe courant-potentiel du courant chlorure des
travaux de Barish présente une allure en cloche, avec un maximum aux alentours de 0 mV,
qui refléte la courbe courant-potentiel du courant calcique dépendant du voltage. Les courants
chlores décrits par Hatzell ne présentent pas de telles courbes courant-potentiel. Enfin, le
potentiel de repos utilisé dans les travaux de Hartzell est de -35 mV, potentiel auquel les
canaux calciques voltage-dépendants sont largement inactivés (Dascal et al., 1992).

Les études précédentes utilisent les courants chlorures dépendants du Ca®* comme

index de la [Ca®']i. Néanmoins, Parker et Yao (1994) montrent quil existe peu de
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correspondance entre les mesures du taux de Ca”* cytosolique par des indicateurs fluorescents
et les courants chlorures dépendants du Ca** de l'ovocyte de Xénope. En effet, les auteurs
rapportent d'une part que lorsqu'une vague calcique parcours ia cellule, les courants chlorures
varient transitoirement et que d'autre part, lorsque la [Ca®*]i a atteint son maximum, les
courants chlorures diminuent d'amplitude.

=» Parker et Miledi (1988), caractérisent une classe de canaux perméables au ions chlorures
et activés par hyperpolarisation membranaire (potentiel seuil inférieur & -100 mV).
L’activation de ces canaux ne nécessite pas la présence de Ca®* dans le milieu extracellulaire
(figure 8, n°9).

= Peres et Bernardini en 1983 rapportent la présence de canaux chlorures activés par
hyperpolarisation membranaire, mais dont le développement est strictement dépendant de la
présence de Ca”* dans le milieu extracellulaire (figure 8, n°10).

=» Plus récemment, une nouvelle catégorie de transporteur a été découverte a savoir des
canaux chlorures dont I’activation est inhibée par la présence de Ca’* dans le milieu

extracellulaire (Weber et al., 1995; figure 8, n°11).
4- Les canaux calciques

Il existe deux classes de canaux calciques dans la membrane plasmique de l'ovocyte
de Xénope. La premiére classe est constituée de canaux calciques dépendants du potentiel
(Bourinet et al., 1992a). Ces canaux calciques voltage-dépendants présentent une
pharmacologie différente de celle des canaux calciques voltage-dépendants classés (figure 8,
n°6). |

La classification des canaux calciques voltage-dépendants montre une grande diversité
(Nargeot et Charnet, 1994 ; Lynch, 1997 ; Moreno, 1999 ; Kostyuk, 1999 ; Ertel ez al., 2000).
Ainsi, les expériences réalisées en patch-clamp ou en potentiel imposé a deux
microélectrodes ont permis de discemner deux grands groupes de canaux calciques voltage-
dépendants en fonction de leur seuil d'activation : les canaux de bas seuil (ou LVA pour Low
Voltage Activated) et les canaux de haut seuil (HVA pour High Voltage Activated). Le
premier groupe est constitué des canaux de type T, le second des canaux de type L, N, P, Q et
R. En plus de la classification des canaux calciques voltage-dépendants en fonction de leurs
propriétés biophysiques, il est possible de distinguer les canaux du point de vue de leur

sensibilité vis a vis de divers outils pharmacologiques tels que les ions di- et tri-valents ou les
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inhibiteurs peptidiques (toxines), (Mori et al., 1996 ; Scholz, 1997). Les seuls inhibiteurs
connus des canaux calciques voltage-dépendants de 'ovocyte de Xénope sont le Nickel et le
Cadmium.

Une seconde catégorie de canaux calciques membranaire chez I’ovocyte, appelés
canaux CRAC pour "Calcium Release Activated Chanrnel", est impliquée dans le processus
« d’entrée capacitative de calcium » dont le fonctionnement est détaillé uitérieurement (figure
8, n°13).

5- Les canaux mécanosensitifs

L’ovocyte de Xénope possede au niveau de sa membrane une densité particulicrement
élevée de canaux mécanosensitifs (appelés aussi « stretch-activated channel »; figure 8, n°12).
Ces canaux sont activés par 1’application extracellulaire de pression positive ou négative
(pour revue, voir Hamill et McBride, 1997). Ces auteurs proposent I’implication d’éléments

du cytosquelette dans les mécanismes d’activation de ces canaux.

B~ LES CANAUX DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE

L'augmentation de la [Ca®*]i est un signal primordial au cours de la transduction de
nombreux signaux extracellulaires. La stimulation de cellules par des agonistes ne conduit
que rarement 3 une augmentation soutenue et stable de la [Ca®]i mais plutét a des
oscillations et des élévations ponctuelles. Il a été proposé que l'origine et la fréquence des
oscillations calciques déterminent la nature des réponses biologiques (Thomas et Hanley,
1996; Berridge, 1997).

1- Le récepteur-canal InsP;
1.1- Isoforme et localisation

Les stocks sensibles a I'InsP; constituent les seules réserves intracellulaires de Ca®* de
T'ovocyte de Xénope (figure 8, n°14). En effet, Parys ef al. en 1992 démontrent, par des études

d'immunofiuorescence, la présence de récepteurs InsP; au niveau du réticulum

endoplasmique de l'ovocyte et plus particulierement dans une zone située sous la membrane
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plasmique et autour du noyau. Les auteurs caractérisent le récepteur comme étant de type L. Il
semble également que 1'hémisphére animal soit plus sensible & I'InsP; que I'hémisphére
végétatif (Yao er al., 1995). D'autre part, Mak et Foskett en 1997 révélent la présence de
récepteurs InsP; au niveau du noyau des ovocytes. D'autres expériences immunologiques et
biochimiques indiquent I'absence de récepteurs Ryanodine (Parys et al., 1992). La présence
de récepteurs InsP; et I'absence de récepteurs Ryanodine dénotent I'importance primordiale
des récepteurs InsP; dans la genése et la propagation des oscillations et des vagues

calciques intracellulaires dans I'ovocyte de Xénope.
1.2- Signalisation calcique intracellulaire

La signalisation calcique intracellulaire résultant de l'activation des récepteurs InsP;
suivrait un schéma établi selon une hiérarchie précise représentée en figure 9 (Berridge, 1997;
Sun et al., 1998, Marchant et al., 1999). En effet, il existe des événements impliquant
l'ouverture d'un seul récepteur-canal. Ces événements fondamentaux sont appelés BLIPS
(activité unitaire). Ces éléments unitaires engendrent la naissance d'un événement élémentaire
impliquant I'ouverture d'un petit groupe de récepteurs InsP;. Cette seconde étape porte le nom
de PUFF (bouffée). Le demnier stade de la signalisation calcique intracellulaire liée aux
récepteurs-canaux InsP; se situe au niveau cellulaire et forme ce que 1'on appelle une vague
calcique (WAVE).

1.3- Mécanisme d'activation

L'activation du récepteur-canal InsP; implique la présence d'une part, de molécules
d'InsP; et d'autre part, dions Ca’* dans le cytoplasme. Des études tendent a prouver que les
ions Ca®* et les molécules d'InsP; agiraient de concert afin de permettre aux récepteur-canaux
de s'ouvrir (Marchant et Taylor, 1997; Callamaras et al., 1998; Iino, 1999). L'hypothése
avancée par ces auteurs stipule l'ouverture des canaux en deux étapes. Les molécules d'InsP;
conduisent tout d'abord & "l'initiation" des récepteurs en démasquant les sites de fixation du
Ca®*. Les ions Ca’* se lient alors aux récepteurs et provoquent leur ouverture (figure 10).

L'activation simultanée par le Ca®" et I'lnsP; des récepteurs engendre la libération de
calcium des réserves. La cascade d'activation des récepteurs par le Ca®* conduit alors a la

genese d'une vague calcique (figure 11).



INTRODUCTION 57

o O +

récepteur-canal

o 0o 0
o°°°
MMM

1 réticulum endoplasmique

o, 0 0o % 4
° o l,
0 ©
° °
°

oo
o ° o +
o @ 0 ©

o, 0o 9 4
o e ®, oc
%o % o Yo o °
° o © 0 o °2%0 4 0,
° ° o o0
o o 00 o o ©
° °
O o o o o oo
0o © o © o

° o
] ° °
o o
o © ° °
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Berridge, 1997)

1- événement fondamental: BLIP

2- événement élémentaire: PUFF

3- événement global: WAVE
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Figure 10: Activation du récepteur-canal InsP; par fixation séquentielle de molécules
d'InsP; et d'ions calcium (d'aprés Marchant et Taylor, 1997)

1- fixation d'une molécule d'InsP; sur chaque sous-unité du récepteur-canal

2- fixation de quatre ions Ca®*

3- activation du récepteur-canal et libération du Ca*

4- inactivation du récepteur-canal
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Figure 11: Genése d'une vague calcique (d'aprés Iino, 1999)
1- fixation de 4 molécules d'InsP;
2- fixation de 4 ions Ca”" et libération du calcium
3- genése d'une vague calcique
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Par ailleurs, une autre étude s'appuie sur le role inhibiteur du Ca®" vis a vis des
récepteurs InsP;. Mak er al. (1998) suggeérent que les molécules dInsP; activent les
récepteurs-canaux en diminuant l'affinité du site inhibiteur du Ca’’. Il y aurait ainsi

suppression par 1'InsP; de la phase d'inhibition die au Ca**.
1.4- Inhibiteurs pharmacologiques

Plusieurs molécules ont la capacité d'inhiber les récepteurs InsPs, les plus utilisées
sont 'héparine et la caféine (Berridge, 1991; Parker et Ivorra, 1991). L'héparine bloque
I'ouverture du récepteur-canal en entrant en compétition avec 1'InsP; sur son site de fixation
(Bezprozvanny ef al., 1991).

La caféine, quant a elle, est communément utilisée afin de bloquer les libérations de
Ca?" des réserves intracellulaires grace a I'InsP; chez l'ovocyte de Xénope. De fait, la caféine,
a des doses allant de 0,1 a 10 mM, réduit ou abolit les oscillations calciques induites par
l'injection intracellulaire d'InsP; dans les ovocytes (Parker et Ivorra, 1991). Notons que la
caféine elle-méme n'induit pas de libération de Ca®* et que le site d'action de cette molécule
est intracellulaire. En effet, l'injection intracellulaire de caféine inhibe plus efficacement la

réponse InsP; que l'application extracellulaire (Parker et Ivorra, 1991).
2- L'ATPase calcique

Les mécanismes précédemment décrits au niveau du réticulum endoplasmique des
ovocytes de Xénope permettent une libération de Ca®* de cette réserve intracellulaire. Cette
libération implique obligatoirement I'existence d'un transporteur permettant au Ca’* d'étre
recapté par le réticulum. Ce transporteur est constitué de 'ATPase calcique, mécanisme actif
nécessitant pour son fonctionnement l'hydrolyse de molécules d'ATP (figure 8, n°15). Les
inhibiteurs de la Ca>*-ATPase tel que la thapsigargine conduisent a la vidange des réserves en

empéchant la capture du Ca?* (Pozzan er al., 1994).
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C- L'ENTREE CAPACITATIVE DE CALCIUM

1- Principe

L'augmentation de la [Ca®*]i en réponse a la hausse du taux d'InsP; se fait en deux
phases : une premiére phase transitoire indépendante du Ca’* externe et une seconde phase
plus soutenue et dépendante de la [Ca*"Jextracellulaire (Berridge, 1995). La phase précoce
correspond a la libération de Ca’* des réserves sensibles a I'InsP; et la phase retardée a une
entrée soutenue de Ca** depuis le milieu extracellulaire. Putney en 1986 fut le premier a
décrire ce phénomene et & proposer un modele selon lequel l'entrée de calcium depuis le
milieu extracellulaire (qu'il nomme Entrée Capacitative de Calcium : ECC) serait sensible a
I'état des réserves intracellulaires de Ca’". Ainsi, la vidange de ces réserves par 1InsP;
provoquerait l'activation de canaux calciques membranaires responsables de l'entrée
capacitative. Ces canaux sont appelés CRAC pour "Calcium-Release-Activated-Channels"
(Hoth et Penner, 1993).

2- Mécanismes d'activation

Le probléme majeur qui reste a €lucider concernant l'entrée capacitative de calcium
est son mode d'activation. Plusieurs études ont été réalisées permettant d'avancer plusieurs
hypotheses :

> un certain nombre d'études émettent 'hypothése d'un couplage conformationnel qui

implique un transfert de I'information depuis le réticulum endoplasmique jusqu'aux canaux
CRAC par une interaction directe protéine-protéine (pour revue, voir Berridge, 1995). Ce
modele met en avant le role essentiel des récepteurs InsP; de type III qui, grice a leur partie
cytoplasmique volumineuse, permettent un couplage direct avec les canaux CRAC de la
membrane plasmique (figure 12). I1 semble que les récepteurs de type III soient d'avantage
impliqués dans le couplage conformationnel que les récepteurs de type I qui joueraient un
16le plus particulier dans la libération de Ca”*. Ainsi, DeLisle ef al. (1996), démontrent que la
surexpression de récepteurs InsP; de type I dans les ovocytes de Xénope potentialise la
libération de Ca®* des réserves par 1InsP; mais n'influence en aucune facon l'entrée

capacitative de calcium. A l'inverse, la surexpression de récepteurs de type III favorise l'entrée
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capacitative mais n'a aucun effet sur la vidange des stocks. Les mémes auteurs démontrent
également que les récepteurs de type I sont plus proches de la membrane plasmique que
ceux de type L Une autre étude avance un argument supplémentaire plaidant en faveur de
l'existence d'un couplage conformationel entre la vidange des réserves et l'entrée capacitative
de calcium : Petersen et Berridge en 1996, démontrent une colocalisation du relargage de
Ca®* des stocks et de l'entrée capacitative. En effet, la déplétion des réserves calciques
intracellulaires de l'ovocyte de Xénope dans une région localisée provoque l'entrée
capacitative de calcium via les canaux CRAC de la membrane plasmique exclusivement au
sein de la méme région.

> Une autre hypothése fréquemment émise concernant ce couplage implique, non plus

l'interaction de deux protéines, mais la libération d'un facteur diffusible : la vidange du Ca**

des réserves intracellulaires provoquerait la libération de ce facteur dans le cytoplasme qui
activerait alors les canaux CRAC (Randriamampita et Tsien, 1993; Kim et Hanley, 1999;
Putney et McKay, 1999). La nature de ce facteur diffusible, nommé CIF (pour "Calcium
Influx Factor"), reste cependant mal connu (figure 13). Les résultats de plusieurs Laboratoires
suggérent néanmoins l'implication de I'hydrolyse de GTP au cours du couplage (Fasolato er
al., 1993; Bird et Putney, 1993; Berven et al., 1995; Kim et Hanley, 1999; Putney et McKay,
1999).
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=» Barritt en 1998 propose un nouveau concept faisant intervenir une région bien délimitée
du cytoplasme a savoir la "microrégion” située juste sous la membrane plasmique. Il suggere
que la diminution de la [Ca®*] intraluminal engendre une diminution de la [Ca*] dans cette
“microrégion”. Cette étape conduit alors & une entrée de Ca”" par les canaux CRAC (figure
14).

= La demniére hypothése permettant d'expliquer le couplage "libération de Ca®* / ECC"

s'inspire du modéle de sécrétion des vésicules synaptiques. Ce modeéle propose le schéma

suivant : la libération du Ca* des réserves intracellulaires conduit 3 une fusion de vésicules
cytoplasmiques, contenant les canaux CRAC, avec la membrane plasmique. Ces fusions
membranaires engendrent une augmentation du nombre de canaux CRAC au sein de la
membrane plasmique des cellules (Putney et McKay, 1999). De fait, Yao er al. (1999),
démontrent le role fondamental de SNAP-25 (une protéine impliquée dans le processus de
sécrétion des vésicules synaptiques) dans l'activation de l'entrée capacitative de calcium de
l'ovocyte de Xénope. Ce mécanisme qui s'inspire du modele de sécrétion est rapporté
également dans d'autres types cellulaires (Patterson et al., 1999).

L'activité tyrosine kinase serait également impliquée dans l'activation des canaux
CRAC. En effet, la génistéine (inhibiteur de l'activité tyrosine kinase) bloque l'activation des
canaux CRAC de l'ovocyte (pour revue, voir Parekh et Penner, 1997).

Les mécanismes d'activation de l'entrée capacitaitve de calcium décrits ci-dessus ne
sont pas ubiquitaires. 11 est donc difficile d'en établir une liste exhaustive et de privilégier
I'une ou l'autre hypothese.

3- Mécanismes de régulation

A ce tableau déja complexe s'ajoute les mécanismes de régulation des canaux CRAC.
Les ions Ca®" et les protéines kinases tiennent un réle important dans la régulation de 'ECC
(Petersen et Berridge, 1994). Une faible activité des PKC ainsi quune faible [Ca®']
cytosolique potentialisent I'activité des canaux CRAC. A l'inverse, lorsque l'activité des PKC
augmente et lorsque la [Ca®*] devient importante, les canaux CRAC sont alors inhibés (figure
15).
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Figure 14: Modéle d'activation de l'entrée capacitative : "Hypothése microrégion"
(d'apres Bamnitt, 1998)

A- cellule non-activée

B- cellule activée par fixation extracellulaire d'un ligand sur un récepteur membranaire lié a
la voie des phosphoinositides :

1- libération de Ca’* des réserves intracellulaires par activation des récepteurs-canaux

InsP;,

2- la diminution de la concentration calcique intraluminale engendre l'entrée de Ca®*
dans la lumiere du réticulum via les pompes Ca”*-ATPase,

3- le taux de Ca”* dans la zone sous-membranaire, délimitée sur le schéma, diminue &
son tour conduisant ainsi 4 une entrée de Ca>* depuis le milieu extracellulaire par les canaux
calciques CRAC membranaires.
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Figure 15: Mécanismes de régulation de I'entrée capacitative de calcium
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4- Pharmacologie

Les canaux CRAC des ovocytes de Xénope posseédent une pharmacologie restreinte
dont I'élément principal est l'ion lanthane. Cet ion trivalent est l'inhibiteur le plus puissant
connu a ce jour de l'entrée capacitative de calcium de l'ovocyte (Gillo e al., 1996). Plus
récemment, Lomax et al. (1998), rapportent l'effet inhibiteur sur l'entrée capacitative de
diverses w-conotoxines (GVIA, MVIIA, MVIIC).

IIT) EXPRESSION HETEROLOGUE DE PROTEINES VEGETALES

L'étude directe des transporteurs ioniques et des récepteurs membranaires des cellules
végétales est rendue difficile par I'existence de nombreux couplages entre les cellules via les
plasmodesmes. D'autres difficultés s'ajoutent & ce constat : la paroi qui entoure les cellules
végétales est d'une telle rigidité qu'elle interdit tout acces direct a la membrane plasmique. De
plus, la vacuole occupe une grande partie de l'espace intracellulaire des cellules végétales.
Enfin, les cellules végétales sont de petite taille, ce qui ne facilite pas leur étude par les
méthodes électrophysiologiques (Schroeder, 1994).

De récentes recherches dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis le
clonage de nombreuses protéines végétales et plus particulicrement de transporteurs ioniques.
Les chercheurs ont donc été¢ amenés & utiliser des vecteurs d'expression fonctionnelle, tel que
T'ovocyte de Xénope, pour l'étude du fonctionnement et des caractéristiques des protéines
identifiées. Quelques protéines ont ét€¢ exprimées avec succes dans l'ovocyte de Xénope, il
apparait que ces protéines ont conservé leurs propriétés natives. Pour la premiére fois, Boorer
et al. (1992), rapportent 'expression fonctionnelle du transporteur H'/hexose d'Arabidopsis
thaliana dans I'ovocyte. D'autres transporteurs ioniques ont été étudiés par la méme méthode

(tableau 2).
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Transporteurs ioniques Matériel génétique Références
utilisé

Canaux potassiques ARNc Schachtman er al., 1992

ARN polyA Caoetal., 1992

ARN polyA Brandt et Fisahn, 1998
Canal chlore ADNc Lurin et al., 1996
Cotransporteur H'/hexose ARNc Boorer et al., 1992
Transporteur nitrate ARNc Tsay et al., 1993

Tableau 2: Transporteurs ioniques de cellules végétales néo-exprimés avec succés dans

les ovocytes de Xénope
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I) MATERIEL VEGETAL ET CONDITIONS DE CULTURE

A- OBTENTION DU CLONE « 474 » DE CHICOREE HYBRIDE

Le matériel végétal utilis€¢ pour notre étude est un clone « 474 » de chicorée hybride
issu du croisement entre Cichorium intybus var. sativum et Cichorium endivia var. latifolia.

Les plantules de chicorée hybride «474 » se développent & partir d’embryons
directement issus de styles (Dubois et al., 1988). Afin de maintenir la conformité du clone, les
plantes sont acclimatées et de nouveaux styles sont prélevés et placés dans les conditions
d’induction a ’embryogenése somatique (voir ci-dessous). La nouvelle population clonale

issue de cette culture sera utilisée pour la régénération in vitro pendant un an.

B- MULTIPLICATION DES VITROPLANTS PAR EMBRYOGENESE SOMATIQUE A PARTIR DE
RACINES

Les racines sont cultivées dans le milieu de base M17 liquide correspondant au milieu
de Murashige et Skoog (1962) modifié et dilué au demi (tableau 3). Les racines sont placées
dans ce milieu M17 contenant 45 mM de saccharose, a I’obscurité, a 35°C et sous agitation
(agitateur Gehrardt, 70 tpm). Apres une dizaine de jours, les embryons somatiques, encore
fixés aux fragments racinaires, sont transférés dans une solution de Heller (tableau 3)
contenant 15 mM de saccharose pendant 5 jours & la lumiére, & 20°C et sous agitation
(Dubois ef al., 1988). Les embryons somatiques les plus développés sont alors repiqués en
boites de Pétri puis en tubes sur une solution de Heller gélosée (4 6 g.I'" d”Agar) contenant 15
mM de saccharose. La conversion des embryons somatiques en plantules s’effectue en
chambre climatisée (photopériode 12h lumiére a 24°C / 12h obscurité 4 20°C) et durede 1 4 2
mois (figure 16).

IT) EXTRACTION ET PURIFICATION DES ARN TOTAUX

La technique d'extraction des ARN totaux dénive de celle décrite par Chirgwin et al.
en 1979. Les fragments foliaires congelés sont finement broyés puis solubilisés dans un

tampon d’homogénéisation GIT [isothiocyanate de guanidium] (tableau 4).
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Composés Milieu de culture M17 Milieu de culture Heller
(pour 1 litre) (pour 1 litre)
Macroéléments :
solution stock 10x concentrée | 100 ml 100 ml
Microéléments de Heller 1 ml 1 ml
Glutamine 250 mg
Vitamines (Morel et 10 ml 10 ml
Wetmore)
Inositol 100 mg 500 mg
2-iP 0,5 mg
ANA 0,02 mg
KH2PO4 85 mg
Fe-EDTA 19,5 mg 19,5 mg
Saccharose 15¢g 5g
Agar 6 g (pour le milieu gélos¢)
Solution stock M17 Heller
Macroéléments x10 (mg/l)
MgSO,, 7TH,0 1850 2500
CaCl,, 2H,0 2200 750
NH,NO; 8250
KCl 7500 7500
NaNO; 6000
NaH,PO, 1080
Microéléments Heller (1953) mg/l
ZnSO4, 7H20 1
H;BO, 1
MnSO, 0,075
CuSQO,, 5SH,0 0,03
AlCl; 0,03
NiCl,, 6H,0 0,01
K1 0,01
Vitamines de Morel et Wetmore (1951) mg/l
Pantothénate de Ca®* 1
Thiamine 1
Acide Nicotinique 1
Pyridoxine 1
Biotine 0,01

Tableau 3 : Composition des milieux de culture et des solutions méres pour les milieux

M17 et Heller
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Composition du tampon GIT pour 4 extractions
GIT (isothiocyanate de guanidium) 23,6325 g
Acétate de sodium 3M, pH 6 0,4175 ml
B-mercaptoéthanol 0,4175 ml
H,0 traitée au DMPC (diméthyl QSP 50 ml
yrocarbonate)
Composition du tampon CsCl pour 4 extractions
CsCl (chlorure de césium) 43,186 g
Acétate de sodium 3M, pH 6 0,373 ml
H,O traitée au DMPC QSP 45 ml

Tableau 4 : Composition des tampons d’extraction des ARN totaux
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Apres homogénéisation, la solution obtenue est soumise a une centrifugation (15000g,
10 min, 4°C) pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est ensuite prélevé et déposé
sur une solution de Chlorure de Césium (tableau 4). Une ultracentrifugation (125000g, 21h,
20°C) permet de séparer les ARN totaux des autres macromolécules. Ces ARN sont ensuite
précipités dans une solution d’acétate de sodium additionnée d’éthanol absolu (18h
d’incubation). Aprés centrifugation (10000g, 5 min, 4°C), le culot d’ARN totaux est asséché
puis repris dans de I’eau ultra-pure stérile a une concentration finale de 5 mg/ml.

Le dosage des ARN totaux est réalisé par mesure d'absorbance en spectrométrie UV.
Une unité d'absorbance a 260 nm (A260) correspond a 40 pg d'ARN totaux par ml de solution
(Maniatis et al., 1982). La présence de polysaccharides dans I'extrait dARN est estimée a 230
nm (A230) tandis que l'absorbance a 280 nm (A280) quantifie les contaminations protéiques.
Les rapports A260/A280 et A260/A230 doivent étre proches de 2 pour que I'échantillon
d'ARN soit de bonne qualité.

IIT) PREPARATION DES OVOCYTES DE XENOPE

Les femelles adultes de Xenopus laevis, (animalerie du CRBM: Centre de Recherche
de Biochimie Macromoléculaire du CNRS de Montpellier), sont anesthésiées par immersion
dans une solution de tricaine méthane sulfonate a4 2%. Des lobes ovariens sont prélevés et
placés dans un milieu physiologique de référence ND96, pH 7,45 avec NaOH (tableau 5). Ils
sont ensuite dilacérés manueliement en petits groupes de 4 a 5 ovocytes (figure 17).

Toutes les couches externes, a 1’exception de 1’enveloppe vitelline, sont éliminées par
un traitement a la collagénase (Boehringer, 2 mg/ml) dans le milieu ND96 dépourvu en
calcium pendant 2h a température ambiante et sous agitation. Ce traitement enzymatique
permet de supprimer les cellules folliculaires et de faciliter I’implantation des
microélectrodes (figure 18).

Les ovocytes isolés et non lésés aux stades V et VI (classification de Dumont, 1972)
sont transférés dans un milien ND96 additionné de gentamycine (Sigma, 50 pg/ml) et placés

dans un incubateur a 19°C.
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Composition du milieu ND96 mM
NaCl 96
CaCl, 1,8
KCl 2
MgCl, 2
HEPES 5
Composition du milieu d’incubation mM
dépourvu en ions chlorures
NaOH 96
KOH 2
MgOH, 2
CaOH, 1,8
HEPES 5
pH 7,45 avec acide methane sulfonique
Composition du milien d’incubation mM
dépourvu en ions calcium
NaCl 96
KCl 2
MgCl, 2
EGTA 1
HEPES 5
pH 7,45 avec NaOH

Tableau 5 : Composition du milieu de survie ND96 pour la préparation des ovocytes et

des milieux d’incubation dépourvus en ions calcium ou chlorures
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Figure 17 : Obtention et sélection des ovocytes (Photographies d'apres Ceriotti et Colman,
1995)

A- Xenopus laevis femelle adulte anesthésiée (les fleches indiquent la localisation des
incisions)

B- Portion d'ovaire

C- Ovocytes impropres a l'injection

D- Ovocytes sélectionnés pour l'injection
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Figure 18 : Traitement des ovocytes par la collagénase
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IV) INJECTION DANS LES OVOCYTES DE XENOPE

A- INJECTION DES ARN TOTAUX

Les ovocytes sont injectés grice a une micropipette de verre, dont le diamétre
n’excede pas 15 pm, adaptée a une pipette digitale NICHIRYO série 800. Des aliquots de 60
nl d’une solution d’ARN totaux a la concentration de 5 mg/ml sont injectés au niveau de la
région équatoriale de I’ovocyte. Des ovocytes non-injectés ou injectés avec de 1’eau stérile
servent de témoins négatifs.

Les ovocytes sont ensuite incubés & 19°C dans le milieu ND96 additionné de
gentamycine (50 pg/ml, Sigma). Ce milieu est renouvelé chaque jour. Les ovocytes sont testés

entre 3 et 6 jours d’incubation.

B- INJECTION DE SUBSTANCES PHARMACOLOGIQUES

L’injection dans I’ovocyte de substances pharmacologiques diverses est réalisée a
I’aide du méme dispositif expérimental. Le volume injecté dans le cytoplasme de la cellule
est d’environ 40 nl et les concentrations finales dans 1’ovocyte sont calculées en estimant la
dilution dans le volume d’un ovocyte qui est de 1 pl. Au cours de nos expériences, nous avons
injecté deux types de solutions dans les ovocytes :
% 40 nl d’une solution d’InsP; (Sigma) 4 la concentration de 1 mM dissout dans de I’'HEPES
5 mM au pH 7,2 ajusté avec KOH. La concentration finale dans les ovocytes est de 50 uM.
% 40 nl d’une solution de K4 BAPTA (Sigma) 4 la concentration de 25 mM dissout dans de
IP’HEPES 5 mM au pH 7,2 ajusté avec KOH. La concentration finale dans les ovocytes est de
1 mM.

V) MESURES ELECTROPHYSIOLOGIQUES
A- PRINCIPES DE BASE D'ELECTROPHYSIOLOGIE
L’¢électrophysiologie est 1’étude de I’activité des canaux ioniques et des transporteurs

membranaires par la mesure des courants ioniques portés par les ions qui traversent les

canaux ioniques. Ces canaux sont des protéines qui forment des pores au travers des
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membranes cellulaires. Ils jouent un rdle prépondérant dans la physiologie des cellules
animales et végétales. Ainsi, les canmaux ioniques interviennent dans des processus
physiologiques trés variés comme la transduction des signaux extracellulaires, la prolifération
ou I’excitation cellulaire.

Pour I’électrophysiologiste, un canal est une résistance au travers de laquelle peut se
dissiper un courant. L’intensité du courant (Ix) traversant ’ensemble des canaux x d’une

cellule est :
I = ge x [Vm-vx]
ou:
I, est le courant porté par I’10n x
g, est la conductance (ou perméabilité) de la cellule a I’ion x. "g" est inverse
de la résistance. La loi décrite dérive donc directement de la loi d’Ohm V=RL
V- Vi est le gradient électrochimique pour I’ion x
V, est le potentiel membranaire imposé par 1’expérimentateur
V, est le potentiel (ou pile) d’équilibre de I'ion x défini par I'équation de
Nernst :

RxT
Ve = — an[:%]
zx F

ou:
R est la constante des gaz parfaits
T est la température absolue
z est la valence de I’ion x
F est la constante de Faraday
X, et X; sont respeétivement les concentrations extra et intracellulaires de I’ion

x de part et d’autre de la membrane.

Le courant traversant ’ensemble des canaux d’une cellule est donc proportionnel
a la perméabilité de Ia membrane a Pion donné ainsi qu®au gradient électrochimique de
Pion. Ce gradient dépend de la valeur du potentiel imposé par expérimentateur et de la
valeur de la pile d’équilibre de I’ion concerné. La valeur de la pile d'équilibre est définie
par la valence de ’ion (gradient électrique) et par les concentrations de I’ion de part et

d’autre de la membrane (gradient chimique).
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Afin d’étudier les propriétés électriques d’une cellule, différentes valeurs fixes de
potentiel sont appliquées et le courant est mesuré pour chaque potentiel. Cette technique est
appelée potentiel impos€ (« voltage-clamp »). Dans le cas de I’ovocyte de Xénope, nous
utilisons la techmque de potentiel imposé a deux microélectrodes.

Au cours de nos expériences nous avons réalisé deux types de protocoles de potentiel
imposé couramment utilisé par les électrophysiologistes :

& Etude de la dépendance des courants ioniques en fonction du potentiel de
membrane ; lorsque la membrane d’une cellule (dans notre étude, I’ovocyte de Xénope),
maintenue & un potentiel imposé (-35 mV), est brusquement dépolarisée par un échelon de
potentiel ; des courants ioniques qui transitent par les canaux voltage-dépendants sont activés.
L’amplitude du courant dépend de la valeur du potentiel appliqué & la membrane et du
gradient électrochimique de Iion qui porte le courant (figure 19A). La mesure des vanations
de ’amplitude du courant ionique en fonction du potentiel de membrane (ou relation courbe
« courant-potentiel » encore appelée « I-V ») est I’une des premiéres ¢études a réaliser (figure
19B).

% La seconde étude concerne l'analyse des courants de queue. Afin de déterminer la
nature ionique d'un courant, il est possible de définir le potentiel d'inversion du courant
(correspondant a la pile d'équilibre de I'ion qui porte le courant dans le cas d'un courant porté
par un seul ion). Les courants de queue permettent de déterminer le potentiel d'inversion d'un
courant et par la méme la nature ionique de celui-ci. L'analyse des courants de queue est
nécessaire 4 la détermination du potentiel d'inversion d'un courant lorsque ce potentiel
d'inversion est inférieur au potentiel seuil d'activation du courant. Le « courant de queue » est
défini comme étant, en terme de courant, la réponse spécifique générée par les processus de
déactivation d’un courant voltage-dépendant. A la cessation du saut de potentiel, le courant
décroit (« relaxe ») suivant un processus dépendant du temps. Le courant de queue est
représenté par le courant de « relaxation ». L’amplitude du courant de queue peut étre mesuré
a partir de segments d’enregistrements suffisamment longs pour décrire correctement le
décours du courant (figure 19C et D). Le sens de la décroissance du courant de queue
constitue un indicateur graphique du sens du courant a un potentiel donné. Dans le cas d’un
courant qui se désactive pour des valeurs de potentiel incluant la valeur du potentiel
d’inversion, le courant de queue constitue un indicateur du potentiel d’inversion. Ces courants
donnent les informations nécessaires pour la construction de la relation « I-V » du courant de

queue (figure 19C et D).
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Figure 19 : Analyse de I'amplitude des courants ioniques en fonction du potentiel de
membrane et analyse des courants de queue

A- Courant enregistré au niveau d’un ovocyte injecté avec les ARN totaux de feuilles de

chicorée soumis a une hyperpolarisation de -35 a4 -140 mV pendant 1 seconde suivi d’une
dépolarisation a 0, +20 et +60 mV pendant 1 seconde également.

B- Courbe Courant-Potentiel reliant ’amplitude du courant aux différentes valeurs de
potentiel imposé.

C- Protocole de potentiel imposé permettant d'analyser les courants de queue. Le potentiel est
amené de -35 mV a -140 mV puis a +60 mV avant de prendre plusieurs valeurs allant de -65 a
+5 mV.

D- Courants de queue du courant et courbe Courant-Potentiel des courants de queue.
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Grace a cette relation, nous pouvons aisément déterminer le potentiel d’inversion du
courant étudié et ainsi avoir une idée de la nature ionique de ce courant. La valeur du
potentiel pour laquelle le courant de queue enregistré sera nul, correspondra a la valeur du
potentiel d’inversion.

L'activation et l'inactivation des courants ioniques font également l'objet d'une analyse
précise. Dans le cadre de notre étude, les courbes d'activation et d'inactivation des courants
suivent;

% soit une fonction monoexponentielle: y = yo + A g/

% soit une fonction biexponentielle: y = yo + A, glxxolel A, gl-xo)/2
B- TECHNIQUE DE POTENTIEL IMPOSE A DEUX MICROELECTRODES

L’ovocyte est placé dans une cuve expérimentale et perfusé avec le milieu ND96. La
cellule est testée du point de vue de I’expression des transporteurs ioniques a ’aide de la
technique classique de voltage imposé a deux microélectrodes. Dans ce dispositif
expérimental (figure 20), la membrane ovocytaire est traversée par une microélectode de
potentiel et par une microélectrode de courant, toutes deux remplies de KCI 3M et présentant
une résistance de 0,5 4 0,7 MQ.

La technique utilisée consiste a stimuler I’ovocyte en lui appliquant de part et d’autre
de sa membrane une différence de potentiel constante pendant un temps déterminé. Le
potentiel de membrane est mesuré & I'aide de la microélectrode de potentiel et d’une
microélectrode de référence au contact du milieu extracellulaire. Chacune mesure un
potentiel par rapport au potentiel de la terre. La différence entre ces deux potentiels
correspond au potentiel transmembranaire (Vm). Dans les conditions de potentiel imposé,
I’amplificateur opérationnel (Dagan TEV-200, Minneapolis, USA) compare a chaque instant
Vm au potentiel Vi (potentiel imposé par I’expérimentateur) et injecte, par I’intermédiaire de
la microélectrode de courant, le courant nécessaire pour annuler la différence (Vi-Vm). Ce
courant est recueilli et mesuré aux bornes d’une résistance de valeur connue. Il refléte le
courant membranaire global, c’est 4 dire la somme algébrique des courants ioniques

s’écoulant au travers des différents types de canaux ioniques membranaires.
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Figure 20: Schéma du montage électrophysiologique du potentiel imposé a deux
microélectrodes

AO : Amplificateur Opérationnel
EC : Electrode de Courant

EP : Electrode de Potentiel

ER : Electrode de Référence

Vi : Potentiel Imposé

Vm : Potentiel de Membrane

Im : Courant Membranaire global
G : Générateur
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Chaque type de courant, reflétant 1’activité d’une seule classe de canaux ou de
transporteurs ioniques, peut ensuite £tre étudié¢ de maniere spécifique en tenant compte :

- de ses propriétés biophysiques,

- de sa sélectivité 1onique (modification du milieu ionique externe baignant I’ovocyte

au cours du test électrophysiologique),

- de sa pharmacologie (utilisation d’inhibiteurs spécifiques).

Le fonctionnement du dispositif expérimental est géré par ordinateur a 1’aide du
programme clampex du logiciel d’exploitation PClamp (version 5.5, Axon instrument,
Burlingame, USA).

C- MILIEUX D'ENREGISTREMENT

La composition des milieux d’incubation utilisés au cours de nos études est détaillée
dans le tableau 5. Ces milieux sont élaborés a partir du milieu de référence ND96 dépourvu
selon le cas d’ions chlorures ou d’ions calcium.

Les milieux peuvent étre €également additionnés de diverses substances telles que :

% 100 pM de LaCl; (Sigma),

% 5 mM de caféine (Sigma),

% 10 uM de U73122 = 1(6{[17B-3 methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl] amino}hexil)-1H-
pyrrole-2,5-dione ou 10 uM de U73343 = 1-(6{[17B-3 methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl}]
amino }hexil-2,5-pyrrolidine-dione (Calbiochem).

L’ensemble de ces solutions est amené a un pH de 7,45 avec NaOH.
D- ACQUISITION ET TRAITEMENT DES DONNEES

Les données électrophysiologiques sont analysées grace au programme clampfit du
logiciel d’exploitation PClamp (version 5.5, Axon instrument). Les figures ont ét€ réalisc€es
grace au logiciel Origin (version 5.0, Microcal Software Inc.).

L’amplitude des courants enregistrés est exprimée sous la forme : Moyenne * erreur
standard, avec n: nombre d’ovocytes testés et N: nombre d’animaux utilisés pour

Pexpénence.
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La présence des courants enregistrés suite a I’injection des ARN totaux de feuilles de
chicorée dans les ovocytes ainsi que les effets de divers agents pharmacologiques sont
comparés en utilisant Ie test du . Ce test est employé afin de comparer deux pourcentages
grice a un tableau de contingence 2 X 2 (tableau 6). On calcule tout d’abord les effectifs
théoriques par la méthode habituelle (total des lignes multiplié par total des colonnes, divisé
par total général). On forme ensuite :

=3 [(o-c)2/c] (o = observé et ¢ = calculé),
pour I’ensemble des quatre cases.

Si % < 3,84 ; la différence n’est pas significative (a 5%).

Si x> 3,84 ; la différence est significative et le degré de signification est lu dans la
table de x* pour 7 degré de liberté (NB : la méthode n’est valable que si les effectifs calculés

sont supérieurs ou égaux a 5).

VI) DOSAGE DES INSP; (INOSITOL 1.,4,5 TRIPHOSPHATE)

La procédure pour les mesures de la production des InsP; comporte plusieurs étapes.
Les ovocytes (témoins et injectés des ARN totaux de feuilles de chicorée hybride « 474 »)
sont injectés avec 40 nl d’une solution de myo-(2-3H) Inositol a 1250 uCi/ul (Amersham
pharmacia). Aprés 12 h d’incubation, la membrane ovocytaire est amenée a un potentiel de
+60 mV pendant 1.2 seconde a partir du potentiel imposé de repos de -35 mV. Suite a cette
dépolarisation, le métabolisme des InsP; est immédiatement interrompu par broyage des
ovocytes dans 1 ml de tampon contenant 0,1 M d’acide formique / 0,4 M de formate
d’ammonium. La fraction soluble obtenue aprés centrifugation a 35000g pendant 10 mn est
déposée sur une colonne Dowex 1x8 (formate forme, BioRad). La colonne est lavée avec 6 ml
du tampon. Pour éluer les InsP;, on applique a la colonne une solution contenant 0,1 M
d’acide formique / 0,7 M de formate d’ammonium. La radioactivité est mesurée par un
compteur  aprés avoir ajouté du liquide scintillant aux éluats. Les résultats pour les ovocytes
injectés des ARN totaux sont exprimés en pourcentage d’augmentation par rapport au témoin

(ovocytes controles).
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Nombre d’ovocytes | Nombre d’ovocytes Total
présentant le ne présentant pas le
courant courant
Effet du solvant |C; NG, C;+ NG
(DMSO, eau)
Effet de Pinhibiteur |C, NG, C, + NG,
(U73122, caféine...)
Total Ci+GC, NC,; + NC,

Tableau 6 : Tableau de contingence 2 X 2 utilisé pour le test du xz
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VII) IDENTIFICATION DES ELEMENTS DE TRANSDUCTION CHEZ LA CHICOREE PAR LES
TECHNIOUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

A- REACTION DE POLYMERISATION EN CHAINE (POLYMERASE CHAIN REACTION : PCR)

La PCR est une technique utilisée afin d'amplifier le nombre de copies d'une région
spécifique dADN dans le but d'analyser ce fragment disponible alors en quantité suffisante.

La premiére étape consiste & choisir des amorces oligonucléotides synthétiques
capables de shybrider aux bornes de la séquence désirée et de réaliser les réplications qui
assureront la multiplication de la séquence encadrée par les amorces. Pour pouvoir réaliser
cette opération, il est donc indispensable de connaitre an préalable la séquence que I'on désire
amplifier. Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes intéressés a la mise en évidence
d'une séquence correspondant aux phospholipases C specifiques des phosphoinositides (dont
nous avons démontré le roéle primordial au cours de nos travaux) au sein de la population
d'ADN complémentaire (ADNc) de feuilles de chicorée hybride "474". Pour cela, nous avons
déterminé des amorces dégénérées (figure 21), grace au logiciel CODEHOP [COnsensus-
DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers], a partir de blocks conservés de I'alignement
protéique de phospholipases C specifiques des phosphoinositides de plusieurs especes
végétales (trois séquences de Glycine max, trois séquences de Solanum tuberosum, deux
séquences de Arabidopsis thaliana, et une séquence de Nicotiana rustica, Vigna unguiculata
et Brassica napus). Les amorces dégénérées ont été choisies a partir des blocks de séquences
protéiques les plus conservés (figure 22). Notre étude a été réalisée a partir des amorces
dégénérées choisies a partir des séquences protéiques suivantes : acides aminés 421 a 440 et
acides aminés 556 a 584 (figure 22).

Le nombre de copies de la séquence choisie est doublé a chaque réplication et son

augmentation est donc exponentielle.
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5‘ 3!
amorce 1 _,

3‘—5

3 5

amorce 1 5. TCAATCCACAGCAGAGCCARYTCNGGNAC -3

amoree 2 5. GGAGCTCAAATGGITGCTTTTAAYATGCARGG -3

Figure 21 : Amorces dégénérées choisies par le logiciel CODEHOP(COnsensus-
DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers)
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10 20 30 40 50 60

l | | l I I

Glycine max  —------memmo e e mmm e m o MSADQLLRFLHDHQRETDC
Vigna ungui. -MATHNYKVFSCFNRKFTITEPKPPPDVQKAFSEFSDGASSMSAEHLLRFLAEHQGEVDC
Nicotiana rus.---MGSYRVCVCFTRKFRVTEAEPPSDVKEAFKKYAENGNOMNSEQLLKFLIEVQGETLF
Glycine max MTSKQTYSVCFCWRRRFKLALAEAPSEIKTLFNEYSEN-ELMTPSHLKRFLVDVQRQEKA
Glycine max - -—------cem oo e oo e oo MTATHLRSFLAEVQREDNA
Arabidopsis t.-MSKQTYKVCFCFRRRFRYTASEAPREIKTIFEKYSEN-GVMTVDHLHRFLIDVQKQDKA
Brassica n. -MSKQTYKVCFCFNRRFRYTASEAPRDVKTLFDKYSEN -GVMTVDHLQRFLIDVQKQDKA
Solanum t. ~-MSKQTYKVGFFFRRQFTMAAAEAPADIKNLFKRYSDDSGVMSVONLHRFLIEIQKEKNA
Scolanum t. ~-MSKQSYRVCFCFRRRFRVLAAEAPADVKNLEFNRYSDN -GVMSAENLHRFLIEVQKEENA
Solanum t. -MSKQTYRIC-CFQRKFKLKEAEAPDEIKDLFERFSEN-GIMTAEHLCKFLKDVQGEENV
Arabidopsis t.--m-w-mmm s e e a o MSFDELLRFVSEVQGERHA

* | L * *: PR
70 80 S0 100 110 120

| | | l | |

Glycine max SAEDSNRILDSIIQSRKQNDTNAECDHHTDNNNNGLSLDEFFRFLFLVDFN--DPLKSQV

Vigna ungui. TVSDSEQILQ---QSRK------------ EDGETGFDLHDFFHFLQENDLN- -VPLKSQV
Nicotiana rusTVGDADVIVRQILQKRHP--------- ITKLTRQTLALEDFHHFLFNTDLN- -PPINYKV
Glycine max TEEDAQAIIDSFRHFHRRG-----w-----=-- AGLNLETFFKYLFSDDN-PPLLPSHGV
Glycine max TEEEAQAIIDGHKHLSIFHR--------=-=-- SGLNLESFFNYLFSHHNNPPLLPSLGV
Arabidopsis tTREDAQSIINSASSLLHRN-----------ww-- GLHLDAFFKYLFGDNN- - PPLALHKV
Brassica n. TKEDAQSIINAASSLLHSN------=--------- GLHLDAFFKYLFGDSN- -PPLALHEV
Solanum t. SLDNAEAIINNHGGDSKQ----=---=~------- KGLQLDGFFNCLFSDVN-PPLDPKLGI
Solanum t. TLEDAHAIMNNLHDLKILNI------=~--~ FHRRGLHLDAFFKYLFADIN-PPLNSKLGI
Solanum t. TKEEAETVMESALKLVHEHLN------- IVFHRKGLNLDGFFRYLFSDLN-VSISTDKKV
Arabidopsis tGLDYVQDIFHSVKHHNVFH------------ HHGLVHLNAFYRYLFSDTN-SPLPMSGQV

H * * * .

130 140 150 160 170 180

| | l | | |

Glycine max HHDMNAPLSHYFIYTGHNSYLTGNQLSSDCSDVPIIKALQRGVRVIELDLWPNSTKDDID
Vigna ungui. HHDMNAPISHYFIYTGHNSYLTGNQLSSDCSDAPIIKALQRGVRVIELDLWPNSNKDDID
Nicotiana rusHHDMNAPLSHYFIFTGHNSYLTGNQLTSDCSDIPIIKALKKGVRVIELDIWPNSDKDDIH
Glycine max HHDMTLPLSHYFIYTGHNSYLTGNQLSSDCSDVPIINALKKGVRVIELDIWPNASKDSID
Glycine max HQDMSSPLSHYFIYTGHNSYLTGNQLSSDCSDVPIINALEKGVRVIELDIWPNESKDNVD
Arabidopsis tHHDMDAPISHYFIFTGENSYLTGNQLSSDCSEVPIIDALKKGVRVIELDIWPNSNKDDID
Brassica n. HQDMDAPISHYFIFTGHNSYLTGNQLSSDCSEVPIIDALKKGVRVIELDIWPNSNKNDID

Sclanunm t. HHDMNAPLSHYYIYTGHNSYLTGNQLSSDCSDIPIIQALQRSVRVIELDIWPNSDKDDIE

Solanum t. HODMNAPLSHYFIYTGHENSYLTGNQLSSDCSDVPIIQALHRGVRVIELDIWPNSAKDDVE

Solanum t. HHDMTAPLSHYFIYTSHNTYLTGNQLNSDCSDVPIIKALQQGVRVIELDMWPNS SKDNVD

Arabidopsis tHHDMKAPLSHYFVYTGHNSYLTGNQVNSRSSVEPIVQALRKGVKVIELDLWPNPSGNAAE
Koodkk ok akkk ook kkokkkkkk . Kk _k  kk. kk . k. kkkkk.kkk

190 200 210 220 230 240

I l | I | |

Glycine max VVHGRTLTAPVSLIQCLKSIKEYAFVKSDYPVIITLEDHLTPFLQAKVAEMIAQVFGDML
Vigna ungui. VVHGRTLTTPVSLLRCLKSIKEYAFVKSQYPLVITLEDHLTPDLQARVAKMATQVFGELL
Nicotiana rusVLHGRTVTTPVELIRCLKSIKEHAFVASPYPVVITLEDHLTPDLOAKVAQMLTETFGEML
Glycine max VLHGRTLTTPVELIRCLRSIKDHAFVASEYPVVITLEDHELTPDLQAKVAEMVIQTFGDIL
Glycine max VLHGRTLTSPVALIKCLRSIKQHAFVASEYPVVITLEDHLTPDLQARVAEMITQTFGDIL
Arabidopsis tVLHGMTLTTPVGLIKCLKAIRAHAFDVSDYPVVVTLEDHLTPDLQSKVAEMVIEIFGEIL
Brassica n. VLHGRTLTSPVELIKCLRAIKTHAFEVSDYPVVVILEDELTPELQSKVAEMVIEIFGEIL

Solanum t. VLHGRTLTAPVALIKCLRSIKEHAFSASEYPVVITLEDHLTPDLQEKVAEMITQTFGDML
Solanum t. VLHGGTLTTPVALIKCLKSIKEHAFTVSEYPVVITLEDHLTTDLOQAKTAEMITQTFGDML
Solanum t. ILHGGTLTPPVELIQCLKSIKEHAFVASEYPVIITLEDHLTPDLQAKAAEMVTIQVFGDIL

Arabidopsis tVRHGRTLTSHEDLQKCLTAIKDNAFHVSDYPVIITLEDHLPPKLQAQVAKMLTKTYRGML

dk ko.k * skk .k * % * kk .. ckkkkkk o *kk . koK .. ok
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| | | I I |

Glycine max YFPQA-DSLTEFPTPESLKGRILISTKPPKEYLESKQFK------~------ DSDSERES
Vigna ungui. HYPQT-DSLTEFPSPESLKGRILISTKPPKEFLES-------ccm-covemeo—— SEKES
Nicotiana rusFVPES-DSLKECPTPEELKHRIIISTKPPKEYLEASAST-----~-----~- TASKERRN
Glycine max FTPNS-ESVKEFPSPESLKKRIIISTKPPKEYLEAKEKEKGDDSQHEKEKGDDSEHGKAS
Glycine max FAPTS-ESLKEFPSPESLKGRIIISTKPPKEYLEAKEVQ--~------- EKEEESQQEKPA
Arabidopsis tFTPPVGESLKEFPSPNSLKRRIIISTKPPKEYKEGKDVE-----------~- VVQKGKDL
Brassica n. FTPPVGESLKEFPSPNSLKRRIIISTKPPKEYKEGKDED---------~---- VVQKGKAL
Solanum t. FSPSE--SLKELPSPESLRKRVMISTKPPKEYLOSKEVKEK-------n-m-u-vnnm DD
Solanum t. FSSDS--CLKEFPSPESLKRRVLISTKPPKEYLQAKEVNETG---------- A-MKGTDQ
Solanum t. FTCGA-ECLSEFPSPESLKGRIIISTKPPKEYLESKKPSEKD------=--- NGSQKGKKS
Arabidopsis tFRRVS-ESFKHFPSPEELKGKILISTKPPKEYLESKTVH-----~-o-o-c=--- TTRTPT
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Glycine max TEEGSLSP----- CVIPELEAVDEKLNGSDLDEEGLNARDKKSDQQSAPEYKRLITIHAG
Vigna ungui. AEEVSS----=-----cwmmmommomoooo LREN- - -ADEQRTDNKRAPEYKRLITIHAG

Nicotiana rusSSQRSNCSEDDVWGAEPSSLTANQEENEKSDSDNFEDDDDSSHRPQLASAYKRLIAIHAG
Glycine max GEDEAWGKEVPSLKGGTIEDYKDNNVDEDLNDEEE-FDESDKSHHNEAPEYRHLIAIHAG
Glycine max DDEEAWGKEVPSLRGGTISDYKNIEDDDVLDDEED-IDEAEKSRQDAADEYRRLIAIHAG
Arabidopsis tGDEEVWGREVPSFIQRNKSEAKDDLDGNDDDDDD- - - DDEDKSKINAPPQYKHLIAIHAG
Brassica n. GDEEVWGREVPSFIERNKSGDKDDLDDEEDNDED- --DDVEKFKKNAPPQYKHLIAIHAG

Solanum t. TKKEAE------~---~-- QDDVDEEEDEDEDEDD - - -EEDPKSEKKAASEYKRLIAIHAG
Solanum t. TDTEAWGREVSDIKAR - - YNDKDDSDEGEADDSD - ~ ~-EEDPTSQONTAPEYRRLIAIHAG
Solanum t. SEEKAWGAEISDLSQKMIAYSENKDNGECQDDEADSHHENPNIQONIAPEYKHLIAIQAG
Arabidopsis tVKETSWNR---=------cwomm e VANK- - ILEEYKDMESEAVGYRDLIAIHAA

o koKL
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I I I | I I

Glycine max KPKGHVKHHLNNVGG-VKRLSLSEQELEKASATYGSDIVRFTQKNIIRVYPKGTRVTSSN
Vigna ungui. KPKGEIQDELKAAGN-VRRLSLSEQALEKASESYGADVVRFTHNNILRVYPKGTRLNSSN
Nicotiana rusKPKGGLKEALKVDPDKVRRLSLSEQALEKAAESHGTEIVRFTQRNILRVYPKGTRFNSSN
Glycine max KPKGGLVECLKVDPEKVRRLSLSEQQLEKAAINYGQQIVRFTQRNILRVYPKGTRIDSSN
Glycine max KPKGGLTECLKVDPDKVRRLSLSELQLEKAAETHGKEIVRFTQRNILRVYPKGTRITSTN
Arabidopsis tKPKGGITECLKVDPDKVRRLSLSEEQLEKAAEKYAKQIVRFTQHNLLRIYPKGTRVTSSN
Brassica n. KPKGSITACLKVDPDKVRRLSLSEEQLEKAAEKYAKQIVRFTQQONLLRIYPKGTRVTSSN
Solanum t. KGKGGLSDWLRVDLNKVRRLSLSEPELEKAVDTHSKEI IRFTQQONLLRIYPKGIRVDSSN

Solanum t. KGKGGLSDWLRVDPDKVRRLSLSEQELGKAVVTHGKEI IRFTQRNILRIYPKGIRFDSSN
Solanum t. KSKGPTSEWLTVDPIKVKRISLNEEKLINVALNHGKDLIRFTQRNLLRIYPKGMRVDSSN
Arabidopsis tNCKDPSKDCLSDDPEKPIRVSMDEQWLDTMVRTRGTDLVRFTQRNLVRIYPKGTRVDSSN
* * *.ke Kk Kk L serkkk. k. k.kkkk k| k.k

430 440 450 460 470 480
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Glycine max YRPHIGWMYGAQMVAFNMQOGHGKSLWYMQGMFRANGGCGYVKKPAFLIEKGPHNEVFDPK
Vigna ungui. YKPHIGWTYGAQMVAFNMQGHGKSLWYMQGMFRSNGGCGYVKKPNFLIQKGPQDEVFDPK
Nicotiana rusYKPLIGWMHGAQMVAFNMQGYGRALWLMHGMFSSNGGCGYVKKPDFLLNVGPNNEVFDPK
Glycine max YNPLIGWMHGAQMVAFNMQOGYGRSLWLMHGMFRANGGCGYVKKPNFLLETGPDDEVFNPK
Glycine max YNPLIGWMHGAQMVAFNMQGYGRSLWLMQGMFKANGGCGYVKKPDLLLKVGPNNEVFDPR
Arabidopsis tYNPLVGWSHGAQMVAFNMQGYGRSLWLMQGMFRANGGCGYIKKPDLLLKSGSDSDIFDPK
Brassica n. YNPLVGWSHGAQMVAFNMQOGYGRSLWLMQGMFRANGGCGYIKKPDILLKGGSDSDIFDPK
Solanum t. YDPFVGWMHGAQMVAFNMQGYGRSLWLMHGMFRANGGCGYVKKPDLLLKAGPNNEVFDPT
Solanum t. YNPFNAWTHGAQMVAFNMOGYGRSLWLMHGMFRGNGGCGYVKKPDILLKAGPNNEVFDPE
Solanum t. YNPLMGWMHGAQMVAFNMQGHGRPLWLMQOGMFKANGGCGYVKKPELLLKTDANNEVHEDPK
Arabidopsis tYDPHVGWTHGAQMVAFNMOGHGKQLWIMQGMFRGNGGCGYVKKPRILLD---EHTLFDPC

* ok ok ckkkdkkkhhkhkkdk .k, Kk k.kkk _Kkkkwkk kkk k., . Y
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490 500 510

| | |

520

530
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Glycine max RALPVKKTLKVKVYMGNGWSSDFSKTHFDSFSPPDFYTKVCIVGVPADKANKKTKVIQDN
Vigna ungui. IALPVKKTLKVKVYLGKGWSLDFSPSDFDSYSPPDFYVKVCIVGVPADMIKKKTSVISNN
Nicotiana rusAKLPVKKTLKVKVYMGDGWHLDFKQTHFDLYSPPDFYTRVGIAGVPADEIMKKTKTKEDK
Glycine max AKLPVKTTLKVTVYMGEGWYYDFKHTHFDQYSPPDFYTRVGIAGVPNDTIMKRTKAIEDN
Glycine max SHLPVKTTLKVTIYMGEGWFLDFKHTHFDKFSPPDFYARVGIAGVPNDTVMKKTEKVEDN
Arabidopsis tATLPVKTTLRVTVYMGEGWYFDFRHTHFDQYSPPDFYTRVGIAGVPGDTVMKKTKTLEDN
Brassica n. TTLPVKTTLRVTIYMGEGWYFDFRHTHFDQYSPPDFYTRVGIAGVPADTVMKKTKTLEDN

Solanum t. ANLPVKTTLKVTVYMGDGWDKDFDQTHFDTYSPPDFYAKLGIAGVPADEVKKRTKTMDDN
Solanum t. ANLPVKTTLKVTVFMGEGWYYDFEHTHFDAYSPPDFYARIGIAGVDADIVMKKTKTLEDN
Solanum t. RLLSVKTTLKVKVYMGKGWHLDFKRTHFDAYSPPDFYVKIGIAGVAADSRVKKTKAIEDN
Arabidopsis tKRFPIKTTLKVKIYTGEGWDLDFHHTHFDQYSPPDFFVKIGIAGVPRDTVSYRTETAVDQ
SLik kk ok L. ok k% Kk . kk kkokkk. .. Kk k% % Lk ..
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Glycine max WFPVW-DEEFEFPLTVPELALLRIEVREYDKHEKDDFGGQTCLPISELRSGFR
Vigna ungui. WFPVW-NEEFDFPLTVPELALLGIEVREDDKHQKDDFGGQTCLPVSELKSGFR
Nicotiana rusWTPVW-DEEFTFPLTVPELALLRIEVHEYDMSEKDDFAGQTCIPVSELKPGIH
Glycine max WLPTW-NEAFEFPLTVPELALLRIEVHEYDMSEKDDFGGQTCLPIWELRSGIR
Glycine max WSPSW-NQVFKFPLAVPELALLRVEVHEYDMSEKDDFGGQTCLPVWELRSGIR
Arabidopsis tWIPAW-DEVFEFPLTVPELALLRLEVHEYDMSEKDDFGGQTCLPVWELSEGIR
Brassica n. WVPSW-DEVFEFPLTVPELALLRLEVHEYDMSEKDDFGGQTCLPVWELQEGIR

Sclanum t. WIPSW-DEQFEFPLTVPELALLRIKVLDYNLSDKDEFAGQTCLPVAELRQGIR
Solanum t. WIPTW-DEQFEFPLTVPELALLRVEVHEYDMSEKDDFAGQTCLPVSELRQGIR
Solanum t. WIPIW-NDEFEFPLTVPELALLRVEVHEYDMSEIDDFGGQTCIPVSELRTGIR
Arabidopsis tWFPIWGNDEFLFQLSVPELALLWFKVQDYDNDTQNDFAGQTCLPRPELKSGVRPSGFTIE
X ok k. Kk K kokkkkkkk % . ok kkkk ok kk k.
610 620 630

Glycine max AVPLFDQKGEQLK----SVKLLMRFQFX- -
Vigna ungui. SVPLYDEKGDKYK----SVKLLMRFQFR--
Nicotiana rusAVPLCDRKGEKYS----SARLLMRFEFI--
Glycine max AIPLHSQKGDKYN----TVKLLMRFEFINN
Glycine max AVPLYSRKGDKYA----NVKLLMHFEFI--
Arabidopsis tAFPLHSRKGEKYK- ---SVKLLVKVEFV--
Brassica n. SFPLHNRKEEKYK----SVKLLVKVEFV--
Solanum t. AVPLYDRKGEKYS----SVKLLMRFEFI--
Solanum t. AVPLHNRKGEKYN- - - -SVKLLLRFEFI- -
Solanum t. AVPIYNEKGEKYP- - - -SVKLLMRFEFVK-
Arabidopsis tQQGLQEHEASRHVRLGSSLYVSLNLVFFPK

*
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Figure 22 : Alignements des séquences protéiques de diverses Phospholipases C

spécifiques des phosphoinositides du régne végétal (Glycine max, Vigna unguiculata,

Nicotiana rustica, Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Solanum tuberosum).
Les couples d'amorces (représentés en gras) ont €té choisis au sein de régions protéiques

conservées: (acides aminés 136 a 180 et 215 4 240), (acides aminés 421 4 440 et 556 a 584).
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La réalisation pratique de la PCR se déroule en trois étapes :

% une premiére étape de dénaturation : 'ADN contenant le segment & amplifier est
chauffé a une température supérieure a sa Tm (température de dénaturation), dans notre cas la
température est de 94°C,

% la température est ensuite abaissée & une valeur inférieure (55°C) a la température
de dénaturation des amorces afin que les amorces puissent shybrider avec 'ADN dénaturé,

% on augmente ensuite la température (72°C) afin de permettre 4 la DNA polymérase
(thermostable) de répliquer 'ADN dans des conditions optimales.

Ces trois ¢tapes (dénaturation, hybridation et élongation) constituent un cycle au cours
duquel la quantité¢ d'ADN a été¢ doublé. Ces cycles sont renouvelés 20 a 50 fois suivant le but
poursuivi par l'expérimentateur. L'ensemble des étapes est reporté en figure 23 et en figure
24A.

B~ SEPARATION ET REVELATION DES PRODUITS DE PCR

Les produits de PCR sont séparés selon leur taille par électrophorése horizontale en
gel d'agarose a 1,2 % dans un tampon TBE 0,5X (tableau 7), contenant du bromure d'éthidium
(BET) 4 0,5 ug/ml de gel. Aux 5 pl des différents échantillons est additionné 1 ul de tampon
de charge 6X concentré (bleu de bromophénol 0,25%, saccharose 40%). Les échantillons,
ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire (1 kb Ladder, Gibco BRL) sont déposés dans les
puits. Le témoin négatif de la manipulation est réalis¢ dans les mémes conditions que les
échantillons, I'ADNc étant remplacé par de l'eau stérile. LADN chargé négativement migre
vers l'anode, entrainé par un champ électrique conduit par le tampon TBE dont le gel est
recouvert. Le bleu de bromophénol contenu dans le tampon de charge permet de suivre la
migration qui est réalisée a un voltage constant de 100 V. Le BET, agent mutagene et
indicateur fluorescent qui s'intercale entre les bases nucléiques des molécules dADN, permet

la visualisation du résultat sous ultra-violets.
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Taq polymérase,
Amorces
dégénérées,
Tampon,

dNTP

bain-marie
asec
Etape de Etape Etape
séparation des d'hybridation d'élongation
brins des amorces par ia Taq
polymérase
Un cycle de PCR répété 20 4 50 fois
5t 3! Etape de
séparation des
3 5 brins
5! 3'  Etape
d'hybridation
F 5 des amorces
EL 51 Etape
€ d'élongation
\ > , parlaTaq
5 3 polymérase

Figure 23 : Principe de la PCR (réaction de polymérisation en chaine)
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3min, 92°C 30sec, 94°C

1min, 72°C Fmin, 72°C

l
|
|
|
A I
|
|
|
|

Dénaturation initiale Lmin, 65°C Cycle de Terminaison
1
| % x1
Cycles de multiplication
x 45
[ 3min, 92°C 30sec, 94°C
imin, 72°C Fmin, 72°C

Dénaturation initiale
x1

30sec, 55°C Cycle de terminaison

x1

Cycles de multiplication
% 45

Figure 24 : Cycles thermiques utilisés pour A- PCR avec amorces dégénérées et B- PCR
avec amorces M13

Composition du tampon TBE 10X quantité
Tris 108 g
Acide borique S5g
EDTA 0,5M, pH 6,8 40 ml
H,O gspll

Tableau 7 : Composition du tampon TBE 10 fois concentré
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C- LIGATION DE LA SEQUENCE D'INTERET ET CLONAGE

Apres avoir réalisé une purification des produits de PCR par le systéme QIAquick
("kit for PCR purification” de QUIAGEN), les séquences dADN sont insérées dans le
plasmide pGEM-T dans le but de cloner les produits de PCR ("pGEM-T Vector System" de
PROMEGA). La Taq polymérase ajoute un A a I'extrémité 3' des produits de PCR a la fin de
chaque réaction. Le plasmide est linéaire et comporte un T non complémenté a ses
extrémités; la réaction de ligation utilise cette particularité.

La transformation des cellules bactériennes compétentes JIM109 (PROMEGA) est
ensuite réalisée avec les produits de ligation. Apreés étalement et incubation a 37°C pendant
16 heures, la sélection des transformants est basée sur la couleur des colonies (sélection
blanc-bleu). Chez les transformants, 'ADN exogéne s'est inséré dans le géne codant pour la §-
galactosidase, ce qui empéche l'obtention de la protéine fonctionnelle. Les bactéries sont
cultivées en présence du substrat chromogéne de la B-galactosidase : le X-Gal. Les bactéries
transformées sont incapables de métaboliser ce substrat et restent blanches alors que les

bactéries non transformées sont de couleur bleue.

D- SEQUENCAGE

Une PCR, utilisant les amorces dégénérées définies pour notre étude, est réalisée sur
les produits clonés afin d'effectuer la vérification de la ligation de la séquence d'intérét. Une
seconde PCR est ensuite mise en oeuvre utilisant des amorces M13 qui encadrent la séquence
d'ADN d'intérét (figure 24B).

Les produits clonés sont ensuite séquencés suivant la méthode de Sanger (ABIPrism Dye
Primer Cycle Sequencing Core Kit, PERKIN-ELMER) puwis soumis & un analyseur de
séquence automatique (Li-Cor, dNA SEQUENCER Long readir 4200).
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E- ANALYSE DES RESULTATS

1- Analyse des séquences

Les séquences vectorielles sont éliminées des séquences brutes obtenues et les
séquences correspondant aux amorces dégénérées choisies sont recherchées. Les séquences

sont ensuite traduites grice a EXPASY (EXpert Protein Analysis SYstem).

2- Recherche d'homologies

Les séquences protéiques sont alors comparces avec les s€quences enregistrées dans
diverses bases de données (SWISS PROT, TrEMBL, TrEMBL NEW) par l'intermédiaire du
logiciel BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Vill) TECHNIQUE D'IMAGERIE CALCIQUE SUR PROTOPLASTES DE CHICOREE HYBRIDE
" 474"

A- OBTENTION DES PROTOPLASTES DE CHICOREE HYBRIDE "'474"

Le protocole suivi est celui de Sidikou-Seyni ef al. en 1992 avec des modifications.
Des plantules ayant séjourné deux a trois semaines en tubes sont utilisées. Les feuilles sont
coupées a la base du collet et I’épiderme inférieur est lacéré en fins lambeaux de 2 4 4 mm.
Le tout est placé dans une boite de Pétri de 55 mm de diamétre contenant 10 ml de milieu de
macération et scellée par du parafilm.

Le milieu de macération est le milieu MCO (tableau 8) contenant du mannitol, agent
osmotique indispensable pour éviter I’éclatement des protoplastes libérés, ainsi que des
enzymes assurant la digestion des parois pecto-cellulosiques :

- une cellulase Cayla 345L, 1 a 3 mg/ml de MCO

- une pectinase Cayla M2L, 0,5 mg/ml de MCO

Ces enzymes sont mélangées au milieu MCO qui est ensuite stérilisé sur filtre Minisart
0,2 um. Les boites sont placées dans une étuve a 30°C, a I’obscurité, avec agitation douce
pour une durée de 4 a 18 h. Une agitation manuelle rotative toutes les 2 h facilite la libération

des protoplastes.
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Macroéléments KNO; 950 mg/ml

MgS0O,, TH,O 185 mg/ml

CaCl,, 2H,0 440 mg/ml

KH2P04 85 mg/ml
Microéléments de Heller voir tableau 3 1 ml/1

Fe-EDTA 19,5 mg/l
Vitamines de Morel et voir tableau 3 10 mi/
Wetmore

saccharose 10 g/l

glutamine 375 mg/l
Osmoticum mannitol 90 g/1
Tampon MES 3 mM soit 586 mg/1

pH 5,4

Tableau 8 : Composition du milieu MCO pour la préparation des protoplastes
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Aprés la macération, une filtration sur tamis d’acier de 80 pm de taille de vide de
maille permet de séparer les protoplastes des débris de feuilles et une premiére centrifugation
15 mn a 100 g en tube Falcon de 14 ml conduit & I’obtention d’un culot de protoplastes, ainsi
qu’a un anneau en surface. Le reste du surnageant est éliminé dans le but d’enlever les
enzymes de la préparation.

Trois lavages successifs dans le milieu MCO sont ensuite nécessaires pour obtenir un
culot de protoplastes purifiés ot les enzymes et les débris cellulaires ont ét€ éliminés. A

chaque lavage, le milieu est éliminé apres une centrifugation de 10 min a 100 g.
B- TECHNIQUE D'IMAGERIE CALCIQUE

De nombreuses sondes fluorescentes permettent de mesurer la concentration en ions
Ca®" libres intracellulaires. Pour notre travail, nous avons utilisé le fura-2 sous sa forme libre,
sonde calcique synthétisée en 1985 par Grynkiewicz ef al.

Les protoplastes obtenus sont placés pendant 2h a température ambiante dans notre
milieu d’incubation MCO a pH 4,5 supplémenté par le fura-2 libre & la concentration finale de
50 uM (protocole inspiré de Bush et Jones, 1987).

La liaison du Ca?* sur la molécule de fura-2 libre provoque un déplacement du spectre
d’excitation sans modification du spectre d’émission. Le fura-2 libre de Ca>* présente un pic
d’émission de fluorescence pour une longueur d’onde d’excitation A=380 nm alors que le
fura-2 saturé en Ca’* présente un pic d’émission de fluorescence pour une longueur d’onde
d’excitation A=340 nm. Le pic de fluorescence est mesuré dans tous les cas 4 510 nm. Ainsi,
une augmentation de Ca®* intracellulaire se traduit par une augmentation de I’émission de
fluorescence a 510 nm lorsque le fura-2 est excité 4 340 nm et par une diminution de
I’émission de fluorescence lorsque le fura-2 est excité & 380 nm. De cette fagon, le rapport de
la fluorescence mesurée pour ces deux longueurs d’ondes d’excitation peut Etre calculé et
utilisé comme mesure directe du Ca®" libre.

Sur le systéme d’imagerie calcique, les différentes longueurs d’ondes émises par la
lampe a ultraviolets sont sélectionnées par un monochromateur. La lumiére est alors renvoyée
vers la préparation grace a un miroir dichroique. Les cellules chargées en fura-2 émettent de

la fluorescence et celle-ci est transmise au travers du miroir vers une caméra CCD (Caméra
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Digitale, 12 bits). A ce niveau, I’intensité lumineuse est transformée en signal numérique et

quantifiée par un programme Quanticell QC900.

U
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Les ovocytes injectés avec les ARN totaux de feuilles de chicorée sont testés par la
technique électrophysiologique classique de voltage-imposé a deux microélectrodes entre 3 et
6 jours apres l'injection.

Le prélévement chirurgical des ovocytes d'un Xénope conduit & I'élaboration d'une
série de manipulations sur plusieurs ovocytes du méme lot. Chaque série de manipulations
nécessite l'utilisation de témoins dont l'analyse est renouvelée pour chaque lot d'ovocytes et
chaque jour :

% des ovocytes contrdles, c'est 4 dire des ovocytes n'ayant pas subi l'injection des
ARN totaux ou ayant subi I'injection d'un volume équivalent d'eau stérile,

% des ovocytes préinjectés depuis au moins 3 jours avec les ARN totaux et n'ayant fait
l'objet d'aucun traitement supplémentaire. Cette catégoriec d'ovocyte est trés importante a
analyser puisqu'elle constitue le témoin positif (c'est a dire les ovocytes présentant les
courants néo-exprimés). Le nombre d'ovocytes présentant les courants néo-exprimés differe
suivant les saisons et les animaux. Les résultats présentés ci-dessous ont été réalisés a partir
de lots d'ovocytes dont le témoin positif se situe entre 70 et 100 % d'ovocytes développant les
courants nouvellement exprimés,

% lorsque cela s'avére nécessaire, des témoins complémentaires sont utilisés
(I'analogue inactif du produit pharmacologique employé ou le solvant utilisé pour la

dissolution du produit).

I) CARACTERISATION DES COURANTS ENREGISTRES DANS LES OVOCYTES DE XENOPE

INJECTES AVEC LES ARN TOTAUX

L’ovocyte de Xénope est un systéme d’expression fonctionnelle des ARN totaux de
feuilles de chicorée. En effet, suite a I’injection des ARN totaux de feuilles de chicorée dans
les ovocytes, nous enregistrons des courants ioniques qui, sur les ovocytes controles ne sont
pas détectables.

Le protocole de voltage imposé choisi afin de mettre en évidence les courants ioniques
néo-exprimés consiste en un « double-créneau ». La membrane ovocytaire, initialement
maintenue a un potentiel de -35 mV, est amenée a une valeur de -140 mV pendant 1 seconde,
puis a un potentiel de +60 mV pendant 1 seconde également. La valeur de -35 mV a été
choisie d'une part, afin de maintenir la membrane dans des conditions proches du potentiel

transmembranaire de repos de 'ovocyte et, d'autre part, afin de s'affranchir des canaux
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calciques endogénes inactifs a ce potentiel. Ce protocole, illustré en figure 25A, est répété
toutes les 40 secondes, et n’engendre aucun courant membranaire au niveau d'un ovocyte
témoin (figure 25A). A I’inverse, au niveau d'un ovocyte injecté avec les ARN totaux et
utilisé comme exemple représentatif, le méme protocole de voltage imposé conduit a
I’enregistrement d’un courant sortant de forte amplitude (2300 nA) présentant une allure
complexe (figure 25B-F). Au cours de la premiére stimulation, on observe un courant sortant
qui ne s’inactive pas au cours du temps (figure 25B). Apres 40 secondes, I’amplitude du
courant augmente (3200 nA) sans changement notable de cinétique (figure 25C). La cinétique
du courant se modifie ensuite graduellement : 80, 120 et 160 secondes apres la premiére
stimulation respectivement pour présenter une allure d’inactivation (figure 25D-F).

Ce courant sortant enregistré au niveau des ovocytes injectés avec les ARN totaux
de feuilles de chicorée est formé en fait de deux composantes distinctes :

© une premicre composante qui ne s’inactive pas au cours du temps. Ce courant sera
nomme par la suite I; pour « courant (I) non-inactivant (ni) ».

= une seconde composante qui s’inactive au cours de la durée du pulse nommé I;

pour « courant (I) inactivant (i) ».

A- CARACTERISATION DU COURANT SORTANT "NON-INACTIVANT" I

Afin d’étudier le courant « non-inactivant », on applique a la membrane ovocytaire des
créneaux de potentiel imposé allant de -35 mV a +60 mV durant 1,2 seconde.

Ce protocole a été choisi afin d’isoler la composante I; de la composante I; qui n’est
jamais observée dans ces conditions. Ce protocole n’induit aucun courant dynamique au
niveau des ovocytes contrOles (n=32, N=9 ; figure 26A). A I'inverse, ce créneau de potentiel
conduit & I’enregistrement du courant sortant I; au niveau des ovocytes injectés des ARN
totaux. Le courant présente une cinétique d’activation biexponentielle (t,= 68,7 £ 15,5 ms ;
17,= 4672 £ 65,3 ms ; =12, N=2 ; figure 26B). L’amplitude moyenne de I; est de 2915 + 848
nA a +60 mV (n=11, N=2) et diminue de moiti¢ en t;, = 86 + 47 secondes (n=13, N=2 ;
figure 26B-C). L'amplitude du courant s'annule complétement en 153 + 64 secondes (n=11;
N=2). Etant donné le "run-down" (diminution de l'amplitude du courant au cours du temps) de
I, il est difficile de déterminer le potentiel d'inversion du courant. Pour cette raison, nous

avons utilisé des outils pharmacologiques pour la détermination de la nature ionique de L.
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Figure 25: Changement de cinétique du courant sortant enregistré au niveau d’un
ovocyte injecté avec les ARN totaux de feuilles de chicorée
A- Courant sortant enregistré au niveau d’un ovocyte contréle soumis au protocole de voltage

imposé -140 4 +60 mV (n=32, N=9).

B a F- Courant sortant enregistré dans les mémes conditions de voltage imposé chez un

ovocyte injecté des ARN totaux. La cinétique du courant change graduellement au cours du

temps. Au début de ’expérience (B) et 40 secondes apres (C), le courant ne s’inactive pas au

cours du pulse. 80 (D), 120 (E) et 160 (F) secondes apres le début de I’expérience, le courant

sortant augmente d’amplitude et présente une cinétique d’inactivation de plus en plus

marqueée.
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Figure 26 : Propriétés électrophysiologiques du courant sortant I,,;

A- Ovocyte controle soumis & une dépolarisation de -35 & +60 mV pendant 1,2 seconde
(n=32, N=9).

B- Ovocyte injecté des ARN totaux soumis au méme protocole de voltage imposé toutes les
40 secondes. La figure illustre la diminution d’amplitude du courant au cours du temps
(« run-down ») ; n=11, N=2.

C- Courbe retracant la cinétique du run-down de I; enregistré sur un ovocyte.
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La substitution des ions chlorures par les ions méthane-sulfonates du milieu extracellulaire
provoque 1’abolition compléte du courant (n=5, N=2; figure 27A).

L’ovocyte de Xénope possédant une importante densité de canaux chlorures
dépendants du Ca®* (Miledi, 1982 ; Barish, 1983 ; Miledi et Parker, 1984 ; Hartzell, 1996 ;
Gomez-Hernandez et al., 1997 ; Kuruma et Hartzell, 1999 et 2000 ; Callamaras et Parker,
2000), nous avons cherché a déterminer la dépendance de I; vis a4 vis du Ca?*. L’élimination
des ions Ca®" du milieu extracellulaire n'a pas d'effet sur l'amplitude du courant I; (n=12,
N=3 ; figure 27B). L’amplitude moyenne de I; et la cinétique de « run-down » du courant
sont similaires en milieu de référence ND96 et en milieu dépourvu d’ions Ca®*" (2915 + 848
DA, t;,= 86 £ 47 secondes; n=11, N=2 pour 1; enregistré en milieu ND96 et 3772 + 1507 nA,
t;, =78 + 43 secondes; n=12, N=3 pour I; enregistré en milien dépourvu d’ions Ca’"). La
perfusion extracellulaire du milieu dépourvu de Ca’* pendant 10 minutes n’a aucun effet sur
les ovocytes contrbles soumis au méme protocole de voltage imposé. Afin d’évaluer le role
des ions Ca*" intracellulaires sur le développement de I;, nous avons injecté du BAPTA (40
n! d'une solution & 25 mM), chélateur puissant des ions Ca™, dans les ovocytes. Nous avons
compar¢ ensuite le nombre d’ovocytes présentant I; lorsque le BAPTA a été injecté (n=19,
N=4) et lorsque le chélateur n’a pas été injecté (n=28, N=4). L’injection de BAPTA réduit
significativement de 76% (P<0,001) le nombre d’ovocyte présentant I; (figure 27C).

Nous déduisons de ces résultats que L est un courant porté par les ions chlorures et

fortement dépendant du Ca” intracellulaire.

B- CARACTERISATION DU COURANT SORTANT ""INACTIVANT" I,

Suite au run-down total de I;, chaque ovocyte est soumis au protocole de potentiel
imposé identique a celui appliqué en figure 25. Ce protocole induit alors le courant sortant
présentant une cinétique d’inactivation au cours du pulse : L.

Cette composante présente une activation rapide monoexponentielle (= 47,6 + 13,6
ms ; n=17, N=3) et une inactivation biexponentielle (1= 219 + 38,6 ms; 1,= 398,1 = 16.5
ms ; n=6, N=2 ; figure 28B). L’amplitude moyenne de I; est de 4461 + 1605 nA a +60 mV

(n=13, N=2). Ce courant n’est jamais observé au niveau des ovocytes controles (figure 28A).
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Figure 27 : Propriétés pharmacologiques du courant sortant I

Le courant est induit par le protocole de voltage imposé amenant la membrane ovocytaire de
-35 4 +60 mV pendant 1,2 seconde.

A- Effet de la substitution des ions chlorures du milieu extracellulaire par les ions méthane-
sulfonates. Enregistrement obtenu en milieu de référence (ND96) et en milieu dépourvu des
ions chlorures (OCl) ; n=5, N=2.

B- Effet de I’application extracellulaire d’un milieu dépourvu d’ions Ca®* et additionné
d’EGTA. Notons que le rundown du courant en conditions de référence et en milieu dépourvu
de calcium sont similaires (n=12, N=3).

C- L’injection intracellulaire de 40 nl de K,. BAPTA a la concentration de 25 mM conduit &

I’abolition totale du courant L.
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Figure 28 : Caractéristiques du courant sortant I

également (n=32, N=9).

C- Courbe Courant-Potentiel de I;.

3 20 -10 O
Potentiel (mV)

A- Courant enregistré au niveau d’un ovocyte témoin soumis a une hyperpolarisation de -35 a

-140 mV pendant 1 seconde suivi d’une dépolarisation de -140 a +60 mV pendant 1 seconde
B- Courants ; enregistrés & 0, +20 et +60 mV a partir de -140 mV (n=13, N=2).

D- Courants de queue de I; et courbe Courant-Potentiel des courants de queue.
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La figure 28C illustre la courbe reliant I’amplitude maximale du courant en fonction
du potentiel imposé choisi par I’expérimentateur (dans le cas présent, le potentiel imposé an
cours de la seconde partie du protocole varie de -35 a2 +65 mV).

A T’aide de cette courbe courant-potentiel (cf. : Matériels et Méthodes), nous pouvons
déterminer le seuil d’activation pour I; aux alentours de -25 mV (-22,3 £ 7mV ; n=8, N=2).

Afin de déterminer le potentiel d’inversion du courant et ainsi la nature ionique du
courant (cf.: Matériels et Méthodes), nous observons les courants de déactivation (ou
courants de queue) lorsque le potentiel imposé prend différentes valeurs suite au créneau
d’imposition & +60 mV. Le courant de queue suivant le test 4 +60 mV est clairement de sens
entrant a -25 mV et de sens sortant & +5 mV (figure 28D). A partir de la courbe courant-
potentiel reliant le potentiel imposé a ’amplitude du courant de queue, nous pouvons
déterminer la valeur du potentiel d’inversion du courant I; 4 -13,6 + 8,2 mV (n=11, N=3). Ce
potentiel d’inversion étant trés proche de celui des ions chlorures dans nos conditions
ioniques (-20 mV), nous suggérons donc que le courant sortant est porté principalement par
les ions chlorures. De plus, la substitution des ions chlorures du milieu extracellulaire par les
ions méthane-sulfonates provoque la disparition totale du courant I; (n=7, N=2 ; figure 29A).

A Pinverse de I,; qui est activé par le Ca®* d'origine intracellulaire, le développement
du courant I; est dépendant du Ca’" extracellulaire. En effet, le courant est absent lorsque les
ovocytes sont placés en milieu extracellulaire dépourvu d’ions Ca®* (n=13, N=2 ; figure 29B).
La perfusion extracellulaire du milieu dépourvu d’ions Ca®* pendant 10 minutes est sans effet
sur les ovocytes contrdles soumis au méme protocole.

L’ensemble de ces résultats démontrent qu’un influx de Ca® est nécessaire a
Pactivation de I;. Notre interprétation est la suivante :

% le développement de I; dépendant uniquement du Ca’* intracellulaire, nous
pouvons supposer que les ions Ca®* en question proviennent des réserves intracellulaires,

% la vidange des réserves intracellulaires de Ca?* provoquant classiquement un influx
de Ca®" depuis le milieu extracellulaire ("Entrée Capacitative de Calcium"), nous pouvons

supposer également que cet influx de Ca®" est nécessaire au développement de I,
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Figure 29 : Dépendance du courant sortant I; vis a vis des ions chlorures et calcium

extracellulaires

Les ovocytes sont soumis 4 une hyperpolarisation de -35 a -140 mV pendant 1 seconde suivi
d’une dépolarisation de -140 a4 +60 mV pendant 1 seconde également.

A- Effet de la substitution des ions chlorures du milieu extracellulaire par les ions méthane-
sulfonates. Enregistrement obtenu en milieu de référence (ND96) et en milieu dépourvu des
1ons chlorures (OCl) ; n=7, N=2.

B- Effet de I’application extracellulaire d’un milieu dépourvu d’ions Ca®* (n=13, N=2).
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Ainsi, le Ca” libéré des stocks calciques intracellulaires activerait I; qui, en
retour, stimulerait I’entrée capacitative de calcium responsable de Pactivation de I;.

Afin de tester cette hypothese, nous avons utiliser l'inhibiteur le plus drastique de
I’entrée capacitative de calcium au niveau des ovocytes de Xénope a savoir l'ion lanthane :
La** (Gillo er al., 1996 ; Yao et Tsien, 1997). L’application extracellulaire de La** a la
concentration de 100 uM conduit a I’abolition totale du courant I; sortant (n=12, N=3 ; figure
30A).

Pour confirmer le rdle de l'entrée capacitative de calcium, nous avons regardé 1'effet
de l'augmentation du gradient de Ca®* sur I'amplitude du courant I; (figure 30B). Au cours de
cette expérience, la membrane ovocytaire est tout d’abord hyperpolarisée a différentes valeurs
de potentiel (allant de -35 a -135 mV) puis dépolarisée a +60 mV. Le courant I; est activé a
+60 mV seulement lorsqu’il y a eu hyperpolarisation préalable a des valeurs inférieures a -50
mV. Ce résultat est clairement montré grace a la courbe courant-potentiel, reliant 1’amplitude
du courant I; &8 +60 mV aux différentes valeurs de potentiel hyperpolarisant imposé (figure
30B).
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Figure 30 : Effet de I’application_extracellulaire de La** sur le courant I; et courbe

d’activation du courant

Les ovocytes sont soumis & une hyperpolarisation de -35 a -140 mV pendant 1 seconde suivi
d’une dépolarisation de -140 a +60 mV pendant 1 seconde également.

A- Courants enregistrés en conditions de référence (ND96) et lorsque le La®* est additionné
au milieu de perfusion extracellulaire (La>") ; n=12, N=3.

B- La courbe d’activation de I; est obtenue en hyperpolarisant la membrane & différents
potentiels allant de -35 4 -135 mV pendant 1 seconde puis en dépolarisant la membrane a +60

mV. Le courant mesuré a +60 mV pour chaque ovocyte a été normalisé (n=7, N=3).
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C- SYNTHESE DES RESULTATS

L’ensemble des résultats précédemment exposé nous permet de proposer une
explication concernant la nature du courant I;. Ce courant est un courant chlorure activé
par le Ca®* Iibéré des réserves intracellulaires. Plusieurs arguments nous permettent
d’avancer cette explication :

= Le courant est porté par les ions chlorures du fait que la substitution de ces ions
du milieu extracellulaire conduit a ’abolition totale du courant.

= Le développement de I; est indépendant du Ca® extracellulaire puisque le
courant se développe méme si les ions Ca’* sont absents du milieu de perfusion.

= Le courant nécessite du Ca®* intracellulaire pour son essor : en effet, I’injection
intracellulaire de BAPTA (chélateur des ions Ca®") empéche tout développement de 1;.

= L’amplitude de I,; décline de moitié en 86 + 47 secondes. Cette diminution de
I’amplitude du courant pourrait refléter la cinétique de libération du Ca** des réserves

intracellulaires.

Plusieurs données nous permettent d'établir la nature du second courant I, & savoir
qu’il s°agit d’un courant porté par les ions chlorures et activé par le Ca’* provenant de
Pentrée capacitative :

= I; est un courant chlorure puisque la substitution des ions chlorures du milieu
extracellulaire empéche tout développement de ce courant. De plus, le potentiel d'inversion
du courant I; est proche du potentiel d'inversion des ions chlorures.

= A P’inverse de L;, I nécessite absolument pour son développement la présence
d’ions Ca®" dans le milieu de perfusion.

= La libération de Ca®" des réserves intracellulaires conduit a I’activation d’un influx
de Ca®* depuis le milieu extracellulaire ("Entrée Capacitative de Calcium"). Ce phénoméne
est clairement démontré dans les ovocytes de Xénope par Putney en 1990. Au cours de notre
travail, nous avons montré que le second courant I; ne se développe qu’aprés 1’apparition du
premier courant I; Ce dernmier étant le reflet du relargage de Ca® des stocks
intracellulaires, nous pouvons supposer que I; est le reflet de I’entrée capacitative de
Ca®".
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= Le courant [; est visualisé & +60 mV lorsque la membrane ovocytaire a été soumise
au préalable a un potentiel imposé hyperpolarisant inférieur & -50 mV. Cette donnée a été
clairement établie par Hartzell en 1996 concernant 1’entrée capacitative de calcium dans
I’ovocyte. Cette hyperpolarisation préalable est nécessaire afin d’établir un gradient
électrochimique suffisant permettant au Ca®* d’entrer de facon massive dans le
cytoplasme. Cette entrée de Ca’* aboutit 2 la stimulation des courants chlorures
dépendants du Ca®*.

= Le courant I; est complétement inhibé par Papplication extracellulaire de La*
connu comme étant P’inhibiteur le plus puissant de P’entrée capacitative de I’ovocyte de

Xénope (Yao et Tsien, 1997).
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En résumé, nous avons démontré, par la technique de potentiel imposé a double
microélectrodes, que la dépolarisation de la membrane plasmique conduit a
Penregistrement de deux conductances ioniques dans les ovocytes ayant subit une
injection des ARN totaux de feuilles de chicorée hybride ""474'". Ces deux courants ne
sont pas détectables sur les ovocytes controles dans les mémes conditions. Ces deux
courants ioniques sont le reflet d’une part :

=> de la libération de calcium des réserves intracellulaires,
et d’autre part :

> de I’entrée capacitative de calcium.

Ces variations de [Ca2+ ]Ji sont visualisées via « I’Index chlore calcium dépendant »
de Povocyte de Xénope (cf. : "Introduction”).

L’ensemble de ces résultats sont présentés a 1’aide d’un schéma récapitulatif illustré

en figure 31.

Les données exposées ci-dessus ont fait I'objet d’une publication a "Journal of Membrane
Biology" jointe au manuscrit en annexe 1.
« A Calcium Homeostasis Mechanism Induced by Heterologous Expression of Total RNA
from Chicory Leaves in Xenopus Qocytes »
M.Debarbiewx™?, H. Quadid-Ahidouch’, N. Delpierre’, J. Vassewr” and N. Prevarskaya’.
J. Membrane Biol. 167, 25-33 (1999)
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Figure 31: Illustration des mécanismes induits par l'expression hétérologue des ARN
totaux de feuilles de chicorée hybride ''474" dans les ovocytes de Xénope

La dépolarisation membranaire induit par un meécanisme indéterminé la libération du
Ca®* des réserves intracellulaires. Cette libération de Ca®* engendre l'activation de courants
chlorures dépendants du Ca®": (i) un canal chlorure activé directement par le Ca®* libéré est
activé. On enregistre alors L; [1].

La vidange du Ca®" des réserves active ensuite l'entrée capacitative de calcium (ECC)
via des canaux calciques membranaires (CRAC). CCE entraine une augmentation de la
[Ca®"]i conduisant & l'activation d'autres canaux chlorures dépendants du Ca®*: (i) un canal
chlorure activé par le Ca®" interne et dépendant du Ca®* extracellulaire est activé. On
enregistre alors I; [2].
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II) ORIGINE DU CALCIUM INDUISANT Iy

L'ensemble des résultats déja exposés montre clairement 1’existence d’un mécanisme
participant a la libération de Ca®" des réserves intracellulaires suite 4 une dépolarisation
membranaire des ovocytes injectés avec des ARN totaux. Néanmoins, le mécanisme par
lequel s’opére cette libération demeure inconnu. Nous avons exposé précédemment (cf.:
"Introduction") les différents processus permettant au Ca”* d°étre libéré des réserves internes
des cellules végétales. Parmi ces mécanismes, la voie de signalisation empruntant les
phosphoinositides semble €tre la plus répandue. Nous nous sommes donc intéressé a

I’implication de cette voie dans le relargage de Ca®" mis en évidence dans notre travail,

A- EFFET DE L'INJECTION INTRACELLULAIRE D'INSP; DANS LES OVOCYTES

PREALABLEMENT INJECTES AVEC LES ARN TOTAUX ET DANS LES OVOCYTES CONTROLES

La figure 32A illustre le courant I; décrit auparavant au niveau des ovocytes injectés
des ARN totaux. L’injection intracellulaire d’InsP; dans des ovocytes contrdles engendre
un courant Isyore d'amplitude moyenne 7220 + 1660 nA, n=20, N=2 . Ce courant posséde
les mémes propriétés que I; (figure 32C). La partie B de la figure montre I’absence totale de
courant au niveau des ovocytes témoins soumis aux mémes conditions de potentiel imposé
mais sans injection d’InsP;.

L’InsP; est injecté a nouveau dans des ovocytes témoins apres le run-down complet de
Istore (tin= 54,8 + 17 sec, n=12, N=2) et aucun courant n’est alors enregistré suite a cette
seconde injection (n=12, N=2; figure 33A-b). Nous nous sommes alors intéressé a 1’effet
d’une injection d’InsP; apres le run-down complet de I;. La figure 33B-c montre que cette
injection n'entraine ’enregistrement que d’un faible courant sortant d’une amplitude
moyenne de 1650 + 1781 nA (n=18, N=2).

Ces données nous permettent d’avancer I’hypothése selon laquelle la libération de
calcium, requise pour Pactivation de I, fait intervenir des éléments de la cascade de
transduction impliquant PInsP;. En effet, I'injection d’InsP; aprés le run-down de I; est
pratiquement inefficace. La seconde injection de I'InsP; au niveau des ovocytes témoins est

quant 3 elle totalement inefficace.
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Figure 32 : Le développement de I; peut étre mimé par Pinjection intracellulaire d’InsP;
dans des ovocytes controles

Les ovocytes sont soumis 4 une dépolarisation de -35 a +60 mV pendant 1,2 seconde toutes
les 15 secondes.

A- Diminution de I’amplitude du courant I; dans les ovocytes injectés des ARN totaux de
feuilles de chicorée. (a) premiére stimulation, (b) run-down total du courant.

B- Courant enregistré au niveau des ovocytes controles avant 1’injection d’InsPs.

C- Courant enregistré au niveau des ovocytes contrdles aprés I’injection d’InsPs. (a) courant
Istore d’amplitude moyenne 7220 + 1600 nA (n=20 ; N=2), (b) run-down total du courant.
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Figure 33 : Effet de Dinjection d’InsP; dans des ovocytes controles et des ovocytes

injectés des ARN totaux
Les ovocytes sont soumis a une dépolarisation de -35 a +60 mV pendant 1,2 seconde toutes

les 15 secondes.
A- Partie supérieure: courants enregistrés (a) aprés une premieére injection d’InsP; dans un
ovocyte controle et (b) aprés une seconde injection d'InsPs.

Partie inférieure: courbe représentant I'évolution du courant chlore Igyorg enregistré
chez un ovocyte controle subissant deux injections d'InsP; (représentés par des fléches)
B- Partie supérieure: courants enregistrés (a) lors de la premié¢re dépolarisation d'un
ovocyte injecté avec des ARN totaux, le courant I; est 2 son amplitude maximale; (b) apres le
run-down complet de I; et (c) apres injection d’InsP;. L’amplitude moyenne du courant
enregistré est alors de 1650 = 1781 nA (n=18, N=2).

Partie inférieure: courbe représentant 1'évolution du courant chlore enregistré chez un
ovocyte préalablement injecté des ARN totaux et subissant une injection dInsP;
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B- EFFET DE L'APPLICATION EXTRACELLULAIRE DE CAFEINE SUR LE DEVELOPPEMENT DE
In

La caféine est connue pour inhiber le récepteur a ’InsP; de ’ovocyte de Xénope
(Parker et Ivorra, 1991 ; Hague et al., 2000). La figure 34A illustre le courant I; ainsi que la
diminution de son amplitude au cours du temps. L’application extracellulaire de caféine a
la concentration de 5 mM pendant 20 minutes réduit significativement, par rapport aux
conditions contrdles en milieu ND96, le nombre d’ovocytes présentant I; de 85% (n=39,
N=4 ; P<0,001 ; figure 34B).

C- MESURES DU TAUX D'INSP; INTRACELLULAIRE

Les résultats acquis nous conduisent & impliquer la voie de signalisation de I'TnsP;
dans l'activation des canaux chlorures des ovocytes préalablement injectés avec les ARN
totaux. Nous avons donc voulu savoir si le métabolisme de 1I'InsP; est modifié¢ dans des
ovocytes préalablement injectés avec les ARN totaux et ayant subit une dépolarisation
membranaire par rapport a des ovocytes contrOles ayant, eux aussi, subit la méme
dépolarisation. Aprés une dépolarisation de -35 a +60 mV, le métabolisme des InsP; est
stoppé et le taux d’InsP; est mesuré. Les mesures réalisées au niveau des ovocytes injectés
des ARN totaux montrent une trés nette augmentation du taux d’InsP; (245 + 14%, n=21,
N=2 ; figure 35) par rapport aux ovocytes témoins (100 + 5%, n=9, N=2 ; figure 35).

D- SYNTHESE DES RESULTATS

Des études ont suggéré que la production d’InsP; peut dépendre du potentiel
membranaire dans les cellules animales (Ganitkevich et Isenberg, 1993 et 1996; Charpentier
et al., 1995 ; Gromada et Dissing, 1996 ; Audigier e al., 1998 ; Nilsson, 1998). Les travaux
de Ganitkevich et Isenberg décrivent la modulation de la production d'InsP; dans le sens d'une
augmentation lors d'une dépolarisation. Les auteurs avancent 'hypothese d'une sensibilité des
protéines G ou des phospholipases C aux variations de potentiel membranaire. A l'inverse,
une hyperpolarisation membranaire entraine une diminution de l'hydrolyse des PiP,, et donc

de la production d'InsP; (Itoh et al., 1990).
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Figure 34 : Effet de ’application extracellulaire de caféine sur le développement de I;
Les ovocytes injectés des ARN totaux de feuilles de chicorée sont soumis a une
dépolarisation de -35 & +60 mV pendant 1,2 seconde toutes les 15 secondes.

A- Courants enregistrés en conditions de références (ND96). L amplitude moyenne est de
6650 + 2290 nA (n=32, N=4). (a) premiére stimulation, (b) run-down total du courant.

B- Courant enregistré aprés incubation des ovocytes en caféine 5 mM pendant 20 minutes.
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Figure 35 : Mesures des taux d’InsP;
Les mesures montrent une nette augmentation des taux d’InsP; au niveau des ovocytes

injectés des ARN totaux (245 + 14 % ; n=21, N=2) par rapport aux ovocytes contrdles (100 *
5 % ; n=9, N=2).
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Par ailleurs, des travaux, réalisés sur des cellules musculaires, montrent qu'une
dépolarisation membranaire induite par 'application extracellulaire d'une forte concentration
de KCl, conduit & un changement de configuration des PiP,. Ces molécules seraient alors plus
susceptibles d'étre transformées par les PLC en InsP;. I en résulte donc une augmentation de
la [Ca*"]i (Best et Bolton, 1986).

Au vu des résultats acquis au cours de notre travail et des données bibliographiques,
nous proposons que la dépolarisation imposée 2 la membrane des ovocytes injectés avec

les ARN totaux de feuilles de chicorée engendre une production d'InsP; (figure 36).
III) MECANISME D'ACTIVATION DE LA PHOSPHOLIPASE C

Les ¢tudes précédemment citées (Ganitkevich et Isenberg, 1993 et 1996) nous
amenent a penser que la dépolarisation membranaire peut induire une production d’InsP; via
Iactivation de la PLC. Afin d’appréhender l'implication de la PLC dans la production d’InsPs,

nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de cet enzyme.
A- EFFET DE L'INHIBITION DE LA PHOSPHOLIPASE C

L’application extracellulaire de U73122, un inhibiteur spécifique de la PLC, a la
concentration de 10 uM (dans DMSO 1/1000 pendant 30 minutes) réduit significativement,
par rapport aux conditions contrdles, le nombre d’ovocytes présentant 1; de 52 % (n=47,
N=4 ; P<0,001 ; figure 37A).

Afin de vérifier que I’action de 1’U73122 est bien spécifiquement ciblée sur la PLC,
nous avons utilisé un analogue structural trés proche de 1’'U73122 (U73343) qui est inefficace
sur P’activité de la PLC. L’application de U73343 (10 uM dans DMSO 1/1000 pendant 30
minutes) n’a aucun effet sur le nombre d’ovocytes présentant le courant I; (n=38, N=4 ;
figure 37B). L'incubation en DMSO 1/1000 pendant 30 minutes d'ovocytes injectés des ARN
totaux n'a également aucune influence sur le nombre d'ovocyte développant le courant I; par

rapport aux ovocytes incubés en ND96 (n=33, N=4 ; figure 37C).
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Figure 36: Implication des molécules d'InsP; dans la libération de calcium des réserves
intracellulaires

L'ensemble des événements reportés ci-dessus sont identiques a ceux décrits précédemment
en figure 31. L'élément nouveau est constitué par le fait que la libération de Ca®* est induite
par 1'InsP;.
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Figure 37 : Effet de I’application extracellulaire d’U73122 et de son analogue inactif
U73343 sur le développement de L;

Les ovocytes injectés des ARN totaux de feuilles de chicorée sont soumis & une
dépolarisation de -35 a +60 mV pendant 1,2 seconde toutes les 15 secondes.

A- Courant enregistré aprés incubation extracellulaire des ovocytes en U73122 (10 uM)
pendant 30 minutes (n=47, N=4).

B- Courants enregistrés aprés incubation extracellulaire des ovocytes en U73343 (10 uM)
pendant 30 minutes. L’amplitude moyenne est de 7640 + 1950 nA (n=38, N=4). (a) premiére
stimulation, (b) run-down complet de I,;.

C- Courants enregistrés apres incubation extracellulaire des ovocytes en DMSO 1/1000
pendant 30 minutes. L’amplitude moyenne est de 8340 + 2160 nA (n=33, N=4). (a) premiére
stimulation, (b) run-down complet de I;.
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B- SYNTHESE DES RESULTATS

Ces résultats démontrent que le développement de I; peut étre mimé par I’injection
intracellulaire d’InsP; dans les ovocytes témoins. De plus, nous avons démontré que
I’injection d’InsP; apres le run-down de I; est pratiquement inefficace. La seconde injection
de I'InsP; au niveau des ovocytes témoins est, quand a elle, totalement inefficace. Plusieurs
explications sont possibles afin d'éclaircir ces données :

= les réserves de Ca®* intracellulaires peuvent étre respectivement vides ou quasiment
vides aprés la premiére injection d’InsP; dans les ovocytes témoins ou aprés le
développement puis le run-down de I; au niveau des ovocytes préalablement injectés avec les
ARN totaux,

= des ¢léments de la cascade de transduction impliquant 1’InsP; peuvent €tre inactivés
(par exemple les récepteurs-canaux activés par I'InsP; sont susceptibles d’étre moins
sensibles a 1'InsP;).

Nous proposons donc I’implication de 1’InsP; dans le relargage de Ca** qui provoque
le développement du courant I;. Afin de confirmer cette hypothése nous avons utiliser un
inhibiteur des récepteur-canaux sensibles a I’'InsP;, 4 savoir la caféine. L’application
extracellulaire de cet inhibiteur réduit considérablement le nombre d’ovocytes présentant le
courant I; De plus, les mesures réalisées au niveau des ovocytes injectés des ARN totaux
montrent une trés nette augmentation du taux d’InsP; par rapport aux mesures exécutées dans
les ovocytes témoins.

Afin d’élucider le mécanisme par lequel la dépolarisation induit la production d’InsP;,
nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de la PLC qui pourrait tre 1’élément sensible aux
variations de potentiel membranaire au cours d’une production d’InsP;. L’application
extracellulaire de cet inhibiteur (U73122) réduit significativement le nombre d’ovocytes
présentant le courant I;.

Il est a souligner que 1U73122 est un inhibiteur des PLC spécifiques des
phosphoinositides dans les cellules animales comme dans les cellules végétales (Staxen ef al.,
1999). Ceci confirme le fait que 1U73122 est un inhibiteur ubiquitaire qui trouve sa

spécificité dans le monde animal et dans le monde végétal.

L’ensemble de ces données nous conduit a penser que la dépolarisation

transmembranaire, imposée aux ovocytes préalablement injectés des ARN totaux,
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engendre la production d’InsP; via P’activation de la PLC. Plusicurs hypothéses peuvent
étre avancées afin d’expliquer ce résultat :

= Charpentier et al. en 1995, ont proposé le fait qu’une dépolarisation itérative de la

membrane ovocytaire résulte en ’activation de la PLC endogene a 'ovocyte qui catalyse
I’hydrolyse des PiP, produisant alors 1’InsP; et le DAG. Au cours de notre €étude, une simple
dépolarisation de -35 a +60 mV n’induit aucun courant dans des ovocytes contrbles mais
engendre un courant sortant de forte amplitude, a savoir I;, au niveau des ovocytes
préalablement injectés des ARN totaux de feuilles de chicorée.

Une explication possible est que P’expression hétérologue des ARN totaux de
feuilles de chicorée conduit 2 des modifications de la PLC endogéne de I'ovocyte de
Xénope (telles que des changements conformationnels ou des modifications post-
traductionnelles) résultant en une augmentation de sa sensibilité aux variations de
potentiel.

= La plupart des é¢léments impliqués dans la cascade de transduction des
phosphoinositides, tels que les protéines G, les PiP, ou simplement les PLC, ont des
équivalents structuraux ou fonctionnels chez les plantes. Il a d’ailleurs été clairement établi
que les tissus végétaux sont capables de dégrader et d’élaborer les inositols phosphates
produits par I’action de la PLC (cf. : "Introduction"). De plus, Staxen et al. (1999) démontrent
que 1'U73122 est un inhibiteur spécifique de l'activité des phospholipases C spécifiques des
phosphoinositides chez les plantes.

Une autre explication peut étre avancée : I’injection des ARN totaux de chicorée
provoque Pexpression d’une nouvelle PLC d’origine végétale. Cette PLC serait sensible

aux variations de potentiel.



RESULTATS 127

En résumé, notre travail nous a permis de mettre en évidence un mécanisme
d’homéostasie calcique révélé suite a Pinjection des ARN totaux extraits a partir de
feuilles de chicorée hybride 474" dans les ovocytes de Xénope. Ce mécanisme implique
1a voie des phosphoinositides et plus spécifiquement la PLC.

Un schéma général des données obtenues au cours de nos expériences est reporté en

figure 38.

Les résultats exposés ci-dessus font [’objet d’une publication soumise jointe au manuscrit en
annexe 2.
« InsPs-mediated Calcium Release induced by Heterologous Expression of Total Chicory
Leaf RNA »

M Debarbieux-DeleporteI’z’ *, B. Delbreilz, T. Collir®, P. Delcourtl, J. Vasseurz, N.
Prevarskaya', and H. Ouadid-Ahidouch’
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Figure 38: Illustration du signal de transduction impligquant Ia voie des phosphoingsitides
induit par I'expression hétérologue des ARN totaux de feuilles de chicorée dans les
ovocytes

L'ensemble des événements reportés ci-dessus sont identiques a ceux décrits précédemment
en figures 31 et 36. L'élément nouveau est constitué¢ par le fait que la dépolarisation
membranaire de I'ovocyte induirait 'hydrolyse des PiP2 par la PLC en InsP; et en DAG.




RESULTATS 129

IV) CARACTERISATION D'UN FRAGMENT DE PHOSPHOLIPASE C CHEZ LA CHICOREE

HYBRIDE "'474"

Les résultats obtenus par les techniques électrophysiologiques sur les ovocytes de
Xénope mettent en avant un mécanisme d’homéostasie calcique impliquant la PLC. Nous
nous sommes donc engagé dans la voie de la caractérisation des PLC chez la chicorée hybride
"474".

Les phospholipases C spécifiques des phosphoinositides d'origine végétale révelent de
fortes homologies de séquences qui nous ont permis de définir des amorces dégénérées a
partir des séquences conservées (cf : "Matériel et Méthodes").

Les résultats acquis, grace a la technique de PCR a partir d'une population dADNc de
feuilles de chicorée hybride 474 et des amorces dégénérées, montrent I'amplification d'une
bande de 0.4 Kb qui correspond a la taille attendue d'apres les amorces choisies (figure 39).

Nous avons cloné et séquenceé les fragments d'ADN amplifiés par PCR. Le séquengage
a été réalisé sur quatre clones. L'alignement des séquences protéiques et nucléotidiques des
quatre clones nous a permis de former deux groupes de deux séquences identiques et ainsi de
définir deux consensus. Il est a noter que les variations des séquences nucléotidiques sont
silencieuses puisque les deux consensus correspondent a la méme séquence protéique. En
effet, plusieurs codons peuvent correspondre au méme acide aminé et dans le cas présent les
codons TAC et TAT correspondent tous deux a I'acide aminé tyrosine (Y) et les codons GTC
et GTT correspondent tous deux a l'acide aminé valine (V). Les alignements nucléotidiques et
protéiques des deux consensus sont représentés en figure 40.

Les résultats obtenus démontrent une forte homologie de séquence entre les
fragments amplifiés et diverses phospholipases C spécifiques des phosphoinositides du
régne végétal. Le pourcentage d'identité correspond aux acides aminés identiques alors que le
pourcentage d’homologie correspond aux acides aminés de la méme famille. Les degrés
dhomologie sont présentés dans le tableau 9. Les comparaisons établissent jusqu'a 87 %
d’homologie entre le fragment de PLC de la chicorée et la PLC de Brassica napus. Notons que
si les pourcentages dhomologies oscillent aux alentours de 85 % pour les PLC d'origine
végétale, ils ne sont que de 49 % pour les PLC d'origine animale ou humaine. Il semble donc
que les séquences protéiques des PLC végétales et animales soient différentes et que la PLC

de chicorée hybride "474" soit bien de la famille des PLC végétales.
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Témoin ADNc Ladder
négatif 1/10 1/40 1/80

400 pb

Ficure 39 : Séparation en gel d'agarose des produits de PCR obtenus avec le couple
d'amorces dégénérées sur diverses dilutions (1/10, 1/40, 1/80) des ADNc¢ de feuilles de
chicorée hybride ''474"
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Figure 40 : Séquences nucléotidigues et protéiques des consensus de quatre clones (n°15 et 21,
n°13 et 19) correspondants 4 un fragment de PLC de chicorée hybride 474"

Les séquences codant les amorces dégénérées sont notées en gras. Les acides aminés
correspondants apparaissent au-dessous de chaque codon.
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Organisme

Appelation et
n°accession

Identité (%)

Homolegie (%)

Brassica napus

Phosphoinositide-specific
phospholipase C
>tr/Q9XEK4

77

87

Glycine max

idem
>11/Q43443

80

85

Glycine max

Phosphatydylinositol-
specific phospholipase C
>1r/Q43439

80

85

Glycine max

Phosphoinositide-specific
phospholipase C
>tr/Q43444

72

83

Glycine max

idem
>tr/Q43442

69

77

Arabidopsis thaliana

Phosphoinositide-specific
phospholipase C-like
protein
>tr-newCAB87848

78

87

Arabidopsis thaliana

Phosphoinositide-specific
phospholipase C
>tr/Q39033

76

86

Solanum tuberosum

idem
>tr/049952

75

34

Solanum tuberosum

idem
>tr/049951

72

81

Solanum tuberosum

Phosphatydylinositol-4,5-
bisphosphate
phosphodiesterase
>tr/049950

69

82

Pisum sativum

Phospholipase C
>tr/024297

74

86

Nicotiana tabacum

idem
>tr-new/AAF33824

72

86

Nicotiana rustica

Phosphatydylinositol-4,5-
bisphosphate
phosphodiesterase
>tr/049902

70

77

Nicotiana rustica

Phosphoinositide-specific
phospholipase C
>tr/P93341

70

77

Homo sapiens

Phospholipase C
>tr/Q15111

33

49

Drosophila
melanogaster

Phosphoinositide-specific
phospholipase C
>sp/P13217

32

49

Tableau 9 : Comparaison de la séquence protéique du fragment de Ia PLC de chicorée hybride
474" avec celles contenues dans les banques de données (SWISS-PROT, Tr-EMBL. Tr-EMBL
NEW)
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I) DISCUSSION GENERALE

Notre travail s'articule autour d'un élément essentiel au fonctionnement d'une cellule,
qu'elle soit amimale ou végétale: le calcium en tant que second messager ubiquitaire. Grace a
l'approche utilisant l'ovocyte de Xénope comme systéme d'expression fonctionnelle, nous
avons pu mettre en évidence un mécanisme dhoméostasie calcique. A l'aide d'outils
pharmacologiques appropriés et du dosage des molécules d'InsP;, nous avons pu démontrer
'activation d'une signalisation intracellulaire basée sur la voie des phosphoinositides dans les
ovocytes injectés avec les ARN totaux de feuilles de chicorée. Les résultats mettent en
évidence deux types de courants chlorures dans les ovocytes préalablement injectés avec les
ARN totaux par rapport aux ovocytes controles, et ceci aprés dépolarisation membranaire. Le
premier courant est activé par le Ca®" libéré des réserves intracellulaires et le second courant
est activé par l'influx de Ca®* via les canaux CRAC. Nous montrons que le relargage de Ca*
est induit par 1InsP; et que la PLC est impliquée dans l'initiation de la cascade de
transduction. En effet, la dépolarisation membranaire engendre une augmentation du taux
d'InsP; via l'activation d'une PLC. Nous avangons donc lhypothése d'une PLC d'origine
végétale qui montre une sensibilit€¢ aux variations de potentiel membranaire.

Ce résultat suscite de nombreuses réflexions quant a l'implication de cette voie de
signalisation au cours de processus physiologiques variés, et en particulier l'embryogenese
somatique, chez la chicorée hybnide "474".

Chez les plantes, les transports ioniques interviennent dans de nombreux processus
physiologiques : régulation stomatique (Schroeder et Hagiwara, 1990), polarisation et
fécondation de Fucus (Roberts et Brownlee, 1995), réponses aux stress (Cowan, 1994). Le
calcium semble jouer un role primordial dans les phénomenes de transduction des signaux
(Poovaiah et Reddy, 1993). En effet, 'augmentation de la [Ca®i chez les plantes, est un des
phénoménes inducteurs initiaux lié aux processus de modification cellulaire provoqués par
différents stimuli tels que les contacts mécaniques, les variations de température ou l'action
d'hormones comme auxine (Bush, 1995). Les ions Ca*" sont impliqués également dans le
processus d'embryogenése somatique des cellules végétales (Timmers ef al., 1989 et 1996;
Jansen et al., 1990) et en particulier chez la chicorée embryogene "474" (Verdus et al., 1993),
(voir partie "Introduction”).

Malgré les multiples travaux suggérant le rble primordial du Ca®* au cours de

I'embryogenese somatique des cellules végétales, aucune donnée n'existe concernant la
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caractérisation précise des mécanismes contrélant 1'homéostasie calcique de ces cellules. En
particulier, aucun travail visant a caractériser les conductances ioniques chez la chicorée
"474" n'a été décrit dans le littérature. Il va donc de soi que l'é¢tude de l'implication des
conductances ioniques au cours de I'embryogenése somatique reste également a €lucider.

Grice a notre travail, nous pouvons suggérer un réle important de la PLC, et plus
généralement de la voie de transduction dont cet enzyme est l'effecteur, au cours de la
transduction des signaux chez la chicorée.

Une étude récente démontre clairement I'implication des phospholipases C spécifiques
des phosphoinositides dans la fermeture des stomates consécutive a 'action de I'ABA sur les
cellules de garde (Staxen ef al., 1999). Les auteurs rapportent l'existence d'oscillations
calciques intracellulaires au niveau de cellules perfusées par 'ABA et montrent que le
mécanisme par lequel 'ABA génére ces oscillations est lié aux phospholipases C. Ce travail
démontre sans ambiguité le réle primordial des phospholipases C au cours d'un
phénoméne physiologique au sein du régne végétal.

Au vu de ces résultats et des données établies dans le cadre de notre étude, il serait
judicieux de rechercher le role éventuel des phospholipases C (et par la méme du Ca®™) au
cours d'autres processus physiologiques et plus particulicrement lors des mécanismes
d'induction embryogeéne chez la chicorée "474".

Sachant que de nombreux facteurs peuvent étre impliqués au cours des stades
précoces de l'embryogenese somatique tels que la température, les stress mécaniques
(blessure, agitation) ou l'application d'hormones végétales, de nombreuses questions peuvent

se poser mais l'une d'elles permet de refléter globalement les objectifs poursuivis :

% Quels sont les événements cellulaires ou moléculaires spécifiques conditionnant la

mise en oeuvre du processus embryogeéne ?

Les résultats obtenus au cours de ce travail appellent & discuter également de la
signification de la sensibilité apparente de la PLC aux variations de potentiel membranaire.
Les cellules végétales sont-elles soumises a des stimuli amenant & des variations de la polarité
membranaire? De nombreux stimuli extracellulaires tels que les auxines (Bates et Goldsmith,
1983; Marten et al., 1991), 'ABA (Ishikawa et al., 1983) ou la lumiére (Spalding et Cosgrove,

1989, 1992) induisent en effet une dépolarisation membranaire.
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Ces dépolarisations sembleraient étre induites par une inhibition des H'-ATPase ou
par l'activation de camaux K* (pour revue, voir Schroeder et Hedrich, 1989; Tester et
McRobbie, 1990). Ces dépolarisations membranaires seraient associ€es a des variations de la
[Ca™]i (Felle, 1988; Leonard et Helper, 1990; Ranjeva et al., 1992). Par ailleurs, des
dépolarisations membranaires a des valeurs supérieures 4 +50 mV ont été décrites chez les
plantes (Williamson et Ashley, 1982). De plus, dans le cadre de leurs travaux, Thuleau er al.
(1994a et b) rapportent la nécessit¢ d'une dépolarisation de la membrane plasmique des
protoplastes de carotte afin d'obtenir un recrutement croissant des canaux calciques
dépendants du voltage.

Il apparait donc que la dépolarisation de la membrane plasmique des cellules
végétales soit un phénomene largement répandu dans la transduction des signaux de
I'environnement. La sensibilité au voltage de la PLC que nous avons décrite pourrait donc

prendre part a l'initiation d'une cascade de transduction chez la chicorée.

Les travaux entrepris ayant permis d'établir les bases d'une approche dynamique des
signaux de transduction chez la chicorée hybride "474", de nombreuses perspectives se

présentent.

1I) PERSPECTIVES

A- IMPLICATION DE LA VOIE DES PHOSPHOINOSITIDES LORS DE L'INDUCTION DU
PROCESSUS D'EMBRYOGENESE SOMATIQUE CHEZ LA CHICOREE HYBRIDE ''474"

Afin d'appréhender l'implication éventuelle du mécanisme dhoméostasie calcique qui
a été mis en évidence au cours de notre étude & partir de feuilles de jeunes plantules (donc
non induites en conditions embryogénes), dans le mécanisme d'induction du processus
embryogéne, il serait possible d'additionner au milieu de culture des substances connues pour
inhiber la voie des phosphoinositides. Ainsi, nous pourrions analyser l'influence de
l'adjonction d'U73122 dans le milieu d'induction sur le développement et le nombre des
embryons somatiques. Cette approche nécessite 1'atilisation de témoins appropriés permettant
une interprétation précise des résultats (par exemple, l'utilisation de I'analogue inactif U73343
de 1'U73122). 11 sera indispensable également de réaliser les mémes expériences sur une

variété de chicorée non-embryogéne qui nous servira de témoin.
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B- ETUDE DES MECANISMES D'"HOMEOSTASIE CALCIQUE SUR CELLULES ISOLEES

1- Visualisation des variations de calcium intracellulaire par imagerie calcique sur

protoplastes

L'imagerie calcique sur cellules isolées est une technique utilisée dans le régne animal
et dans le régne végétal (cette technique est utilisée essentiellement sur cellules isolées et non
sur un tissu végétal intact). Elle permet d'appréhender de fagon précise, directe et dynamique
les variations intracellulaires de la concentration en divers ions (H™ ou Ca’"). La sonde
fluorescente utilisée, le fura-2, permet d'analyser et de quantifier la nature des variations
calciques intracellulaires en réponse a divers stimuli.

Des résultats préliminaires sont représentés en figure 41. Ils concernent un début de
développement de la technique d'imagerie calcique sur une préparation de protoplastes de
chicorée hybride "474". La figure 41A illustre une préparation de protoplastes issus de feuilles
de chicorée. Au centre de l'image, nous visualisons un protoplaste sphérique dont
I'némisphére droit est empli de chloroplastes. La partie B de la figure montre la méme
préparation soumise a une longueur d'onde d'excitation A=340 nm. Chaque protoplaste, et en
particulier celui du centre de l'image, présente une forte fluorescence correspondant a
I'autofluorescence de la chlorophylle contenue dans les chloroplastes. Il est indispensable
de masquer cette autofluorescence si l'on désire visunaliser le signal calcique. L'élimination de
cette autofluorescence (les pics d'émission de fluorescence de la chlorophylie se situent entre
680 et 750 nm) est réalisée a l'aide d'un filtre de bande passante 510 + 40 nm qui permet de
visualiser spécifiquement I'émission de fluorescence du fura-2 a 510 nm. La figure 41C
montre clairement I'élimination de 1'autofluorescence chlorophyllienne des protoplastes grice
au filtre.

Le probléme de Il'autofluorescence étant résolu, il s'agit & présent de charger les
cellules avec la sonde fura-2 qui nous permettra de visualiser les variations de la [Ca“]i. La
figure 41D illustre la charge d'un protoplaste avec la sonde fluorescente en présence du
filtre 510 £ 40 nm. Lorsque le protoplaste est stimulé par une longueur d'onde A=340 nm, la

fluorescence émise correspond a la sonde fura-2 liée au calcium.
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Figure 41: Imagerie calcique sur protoplastes de la chicorée "474"

A: Préparation de protoplastes

B: Autofluoresence des protoplastes due a la chlorophylle

C: Elimination de I'autofluorescence par un filtre 510 = 40 nm

D: Protoplaste de chicorée chargé avec la sonde fura-2. Conditions de charge: fura-2 libre
50 uM, pH 4, 2h, objectif 100, filtre 510 * 40 nm.
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Les images présentées constituent des essais préliminaires a la mise au point de la
technique d'imagene calcique sur protoplastes de chicorée hybride "474" qui ouvre de larges

perspectives :

Y Quels sont les mécanismes impliqués dans I'homéostasie calcique des protoplastes
de chicorée?

Gréce a l'utilisation d'outils pharmacologiques appropriés, il sera possible de mettre en
évidence les mécanismes permettant au calcium d'étre libéré des réserves intracellulaires (en
particulier la vacuole). Par exemple, l'utilisation de thapsigargine (molécule stimulant la
vidange des stocks calciques intracellulaires chez les animaux par inhibition des Ca’*-ATPase
du réticulum endoplasmique), nous permettra éventuellement de visualiser la libération des
ions Ca®* depuis la vacuole vers le cytoplasme de la cellule et ainsi d'étudier les modalités de

cette libération (par 1'InsP;, le CADPR, les canaux calciques voltages-dépendants...).

% Découlant directement des informations obtenues lors de la premiére étape de
I'étude, la technique d'imagerie calcique nous permettra d'aborder la transduction de signaux
hormonaux ou physiques extracellulaires d'un point de vue dynamique. Ainsi, il sera possible
d'analyser les modalités d'action de divers stimuli impliqués en particulier dans le processus
d’'embryogeneése somatique tels que les stress mécaniques, osmotiques, les variations de

température ou l'application extracellulaire dhormones végétales.

Des études ont déja été réalisées concernant la réponse a 'ABA des cellules de garde.
Ainsi, Staxen ef al., en 1999 ont utilisé des cellules de garde isolées chargées en fura-2. Les
cellules ont ensuite été perfusées par de I'ABA a différentes concentrations en présence ou
non dU73122. Les auteurs rapportent la genese d'oscillations calciques intracellulaires en
réponse a l'application extracellulaire d'ABA. Ils démontrent également que ces oscillations
calciques prennent naissance par la voie des phosphoinositides puisque l'application

d'U73122 empéche leur développement.

La technique d'imagerie calcique sur protoplastes isolés de feuilles de chicorée "474"
ouvre de nombreuses possibilités quant & une meilleure compréhension des mécanismes de

transduction des signaux extracellulaires liés en particulier au phénoméne
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d'embryogenése somatique tels que les variations de température, les stress mécaniques,

osmotiques et hormonaux.

2- Etude des transporteurs ioniques des protoplastes de chicorée par la technique du

patch-clamp

Ces demnieéres années, la technique du patch-clamp (Hamill ef al., 1981), a été étendue
a d'autres systémes que les cellules animales a savoir les bacténes, les champignons et les
plantes.

L'avantage de cette technique est la possibilit¢ d'étudier le mécanisme de
fonctionnement d'une seule cellule vivante, ou méme dun seul canal ionique dans un
fragment de membrane avec un accés pharmacologique aux faces externes et internes de la
membrane. Cette technique est trés performante et constitue une approche efficace pour
I'identification des €tapes biochimiques impliquées dans une réponse donnée.

Les études de patch-clamp sur cellules végétales isolées ont permis de mieux
comprendre le fonctionnement des transporteurs ioniques et des mécanismes de fransduction
des signaux chez les plantes (Thuleau er al., 1994a et b ; Ward et Schroeder, 1994 ;
McRobbie, 1997 ; Leckie et al., 1998).

11 serait intéressant d'appliquer cette technique aux protoplastes de chicorée hybride
"474" afin d'établir une cartographie de leurs transporteurs ioniques et de leurs éléments de

transduction.

Notons que les travaux réalisables sur cellules isolées (par les techniques d'imagerie
calcique et de patch-clamp) ne permettront pas d'attribuer tel ou tel type de mécanisme au
processus d'embryogenése somatique. En effet, il est impossible, a ce jour, de différencier les
protoplastes issus de cellules qui deviendront embryogenes des protoplastes issus de cellules
non-embryogénes. De plus, jusqu'a présent, la modélisation du passage protoplaste de

chicorée & embryon somatique n'a pas encore €té €tablie.
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C- UTILISATION DE L'OVOCYTE DE XENOPE COMME SYSTEME D'EXPRESSION
FONCTIONNELLE

1- Expression hétérologue d'ARN totaux de feuilles de chicorée induites ou non en

conditions embryogeénes

Notre étude s'est basée jusqu'a présent sur l'expression hétérologue d'ARN totaux
extraits de feuilles non induites en conditions embryogénes.

Il serait intéressant d'analyser les courants néo-exprimés suite & l'injection dARN
totaux extraits de feuilles de chicorée a différents stades du processus d'embryogenése
somatique. Des différences qualitatives et/ou quantitatives pourraient se manifester et il sera
alors indispensable de raisonner en terme de spécificité du signal en faisant la preuve de la
relation au processus embryogene. Cela nous conduira & utiliser comparativement un matériel

végétal qui ne présente pas la propriété de produire des embryons somatiques.

2- Etude du fonctionnement de récepteurs hormenaux membranaires potentiellement

néo-exprimeés

Sachant que le modele ovocytaire permet l'expression de plusieurs structures de
maniére concomitante, il est possible que l'injection des ARN totaux engendre I'expression de
récepteurs hormonaux dans la membrane ovocytaire. L'application extracellulaire dhormones
végeétales (telles que 'ANA ou I'ABA) sur les ovocytes préalablement injectés avec les ARN,
permettra, le cas échéant, d'appréhender le fonctionnement de ces récepteurs. Ainsi, la
fonctionnalité du récepteur a4 'ABA, hormone végétale connue pour augmenter la [Ca®']i
(McAinsh et al., 1992), pourrait étre analysée via 1'index chlore Ca2+-dépendant de l'ovocyte
de Xénope.

3- Identification moléculaire et expression hétérologue des éléments de transduction de la

chicorée hybride ''474"

Plusieurs points seraient intéressants a développer au vu des résultats obtenus (voir

partie "Résultats") :
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& parvenir a la séquence compléte de la PLC dans le but de réaliser l'expression
fonctionnelle de la protéine dans le modéle ovocytaire (par injection dans le noyau de
T'ovocyte de la séquence nucléotidique préalablement insérée dans un vecteur d'expression
adapté ou par injection directe dans le cytoplasme des ARNm codant pour cette séquence). La
séquence complete de la PLC peut étre obtenue par la technique de Race-PCR (Rapid
Amplification of CDNA Ends) : cette technique permet 'amplification préférentielle des
extrémités 5' ou 3' d'un ADNc codant pour un géne donné. Le principe consiste a modifier
I'une des extrémités de 'ADNc, par exemple par une queue poly-C, et d'utiliser pour la PCR
une amorce spécifique du gene d'intérét et une amorce poly-G dans le cas présent.

Cette approche permettra de mieux comprendre le fonctionnement des PLC végétales
et leur implication dans le signal de transduction li€ a la libération de calcium des réserves
intracellulaires. Une perspective possible est également de réaliser une étude de la relation
structure-fonction de la protéine en utilisant la technique de mutagenése dirigée sur la
séquence nucléotidique,

% dans le but de définir le role des phospholipases C spécifiques des
phosphoinesitides au cours des stades précoces de I'embryogenése somatique chez la
chicorée, il serait intéressant d'analyser l'expression de cette PLC au cours de ces premiers
stades (jour 1 a jour 5). La stratégie adoptée peut utiliser la méthode quantitative de northern
blot : I'hybridation de sondes spécifiques peut Etre réalisée sur une population d'ARN extraits
de feuilles de différents stades précoces de l'embryogeneése somatique. Cette approche
quantitative nous permettra d'analyser 1'évolution de la présence des PLC au cours des stades
précoces de l'embryogenése somatique et ainsi d'appréhender le role de cet élément de

transduction dans ce processus.
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L'étude des conductances ioniques a partir d'un matériel végétal, grice aux techniques
électrophysiologiques, est relativement peu répandue. En particulier, aucun travail a notre
connaissance, visant a caractériser les conductances ioniques chez la chicorée, n'a été décrit
dans la littérature.

Nous avons analysé, pour la premiére fois, les modifications de 1'homéostasie
calcique apportées par l'expression fonctionnelle d'ARN totaux de feuilles de chicorée
dans les ovocytes de Xénope. Nous avons démontré que cette expression hétérologue
induit la libération de Ca®" des réserves intracellulaires par les récepteurs InsP; et que la
PLC est impliquée dans l'initiation de la cascade de transduction.

Ces résultats ont ét¢ obtenus grice au couplage des techniques de biologie
moléculaire et de l'utilisation du vecteur d'expression fonctionnelle qu'est 1'ovocyte de
Xénope. Il serait intéressant a présent d'utiliser ces approches afin d'étudier d'autres
composants des signaux de transduction depuis les récepteurs membranaires jusqu'aux

transporteurs ioniques.

Les travaux réalisés dans le cadre de ce doctorat possédent un caractére original et
novateur.

L'approche adoptée a permis d'établir une passerelle entre le regne végétal et le regne
animal.

Les résultats obtenus ouvrent de larges perspectives quant a une meilleure
compréhension des signaux de transduction des cellules végétales amenant a une approche

dynamique des processus physiologiques des cellules végétales.
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Abstract. Xenopus oocytes were injected with total RNA
from chicory leaf tissues and then examined by the volt-
age-clamp technique.

A double-step voltage protocol was used, with an
initial hyperpolarization step from the holding potential
of =35 to —140 mV followed by a second depolarization
step to +60 mV. Two different outward currents were
observed, one noninactivating (/,;), and one inactivating
(7). Only the noninactivating outward current (I,,;)) could
be induced by depolarization from -35 to +60 mV. The
mean amplitude of I,; was 2915 + 848 nA (n = 11).
This current, carried by chloride ions, declined nearly to
the baseline in 153 + 64 sec (n = 13), and was highly
dependent on intracellular calcium. After the rundown
of I;, the same oocyte was depolarized from —140 to +60
mV. This protocol induced an inactivating outward cur-
rent (/;) with a mean amplitude of 4461 + 1605 nA (n =
13). I; was also carried by chloride ions and dependent
on extracellular calcium. I, was strongly inhibited by
100 uM extracellular La®*.

These two types of chloride currents were also ob-
served after IP; injection in control ococytes. I,; and I,
were not observed in noninjected cocytes or water-
injected oocytes.

We suggest that the expression of total chicory leaf
tissue RNA in Xenopus oocytes reveals a calcium ho-
meostasis mechanism responsible for calcium mobiliza-
tion from internal stores and subsequent calcium entry.

Key words: Plant — Cichorium — Xenopus oocytes —
Calcium — Chloride conductances — Voltage-clamp
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Introduction

Many physiological plant signal transduction processes
involve calcium ions as a key element. Variations in
cytosolic free calcium concentrations in response to a
variety of external stimuli have been observed in several
cell types (for reviews, see Bush, 1995; Webb et al,,
1996). Numerous studies have reported that calcium
may be involved in higher plant somatic embryogenesis
(Timmers, De Vries & Schel, 1989; Jansen et al., 1990;
Overvoorde & Grimes, 1994). In vitro somatic embryo-
genesis has been defined as a process producing an em-
bryo from a somatic cell. Somatic embryogenesis pro-
vides a valuable system for studying early embryo de-
velopment events in plants. In carrots, an increase in
cytosolic calcium concentration has been described dur-
ing somatic embryo development from the late globular
to the torpedo-shaped stage (Timmers et al., 1996). In
the chicory hybrid ‘474", embryogenic cells were char-
acterized, in leaf tissues after five days of cuiture, by
accumulation of calcium in the vacuole (Verdus et al.,
1993) and by a callose deposit in the cell wall (Guedira,
Dubois & Vasseur, 1990). This callose deposit may be
triggered by calcium as shown in Catharenthus roseus
(Kauss, Waldmann & Quader, 1990).

No electrophysiological data about calcium homeo-
stasis in Cichorium have been published so far. How-
ever some calcium transport systems have been de-
scribed in other plant cell types. Two major pathways
for calcium increase in the cytosol have been shown, i.e.,
entry from the extracellular compartment (apoplast)
through the plasma membrane and/or release from inter-
nal stores, mainly through the tonoplast (vacuolar mem-
brane). Studies have provided evidence for the existence
of mechanosensitive calcium channels (Cosgrove &
Hedrich, 1991) and voltage-gated calcium channels in
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the plasma membrane (White, 1993, 1994; Thuleau et
al., 1994q,b; Pineros & Tester, 1995, 1997). Several dif-
ferent calcium transport systems have been described in
the tonoplast: a ligand-gated calcium channel, activated
by IP; (Inositol 1,4,5-trisphosphate) (Schumaker & Sze,
1987; Ranjeva, Carrasco & Boudet, 1988; Alexander et
al., 1990; Brosnan & Sanders, 1990; Johannes, Brosnan
& Sanders, 1992; Canut et al., 1993; Allen, Muir &
Sanders, 1995; Muir et al., 1997), an IP,-sensitive Ca*
store other than the vacuole has been reported (Muir &
Sanders, 1997), a voltage-gated calcium channel (Jo-
hannes, Brosnan & Sanders, 1992; Ping, Yabe & Muto,
1992; Gelli & Blumwald, 1993; Allen & Sanders, 1994;
Ward & Schroeder, 1994; Ward, Pei & Schroeder, 1995)
and a cyclic-ADP-Ribose (cADPR)-gated pathway
(Allen et al., 1995; Muir et al., 1997).

Xenopus oocytes have provided a powerful heterolo-
gous expression system for animal as well as plant ge-
netic material. Several studies have already been pub-
lished showing the expression in Xenopus oocytes of
plant transport proteins, including a KAT, potassium
channel (Schachtman et al., 1992; Cao et al., 1992), a
chloride channel (Lurin et al., 1996), a nitrate transporter
(Tsay et al., 1993), and an H*/hexose cotransporter
(Boorer et al., 1992).

In the present study, we suggest for the first time that
the expression of total RNA from chicory leaf tissues in
Xenopus oocytes reveals a calcium homeostasis mecha-
nism responsible for calcium mobilization from internal
stores and subsequent calcium entry from the external
medium.

Materials and Methods

PLANT MATERIAL AND CULTURE CONDITIONS

The chicory hybrid clone ‘474" (Cichorium intybus L. x Cichorium
endivia L.) was propagated in vitro from styles by somatic embryo-
genesis as previously described by Dubois et al., 1988. Plantlets were
grown on Heller medium containing 15 mm sucrose, in a growth cham-
ber with a 12 hr light/12 hr dark regime. The temperature was 22°C/
24°C with a cool-white fluorescent light (S0 uM - m™2 - sec™!). Leaves
were delicately cut off four to six week-old plantlets and put into liquid
nitrogen for RNA extraction.

EXTRACTION AND PURIFICATION OF TOTAL RNA

The total RNA extraction method was derived from Chirgwin et al,,
1979. Leaves stored in liquid nitrogen at -70°C were ground to a
powder using a mortar and pestle, then solubilized in GIT buffer
(isothiocyanate guanidium 4 M; B-mercapto-ethanol 0.1 M; sodium ac-
etate 25 mM, pH 6). After centrifugation (15,000 x g, 10 min, 4°C), the
supernatant was settled in a cesium chloride solution (5.7 M) with
potassium acetate (25 mm), pH 6. After ultracentrifugation (125,000 x
& 21 hr, 20°C), the RNA pellet was solubilized in a sodium acetate
solution (0.3 M) and precipitated by adding ethanol (v/v 0.3:0.7) for 18
hr at —=20°C. The pellet was drained after centrifugation (10,000 x g, 5
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min, 4°C) and, finally, suspended in sterile water. All solutions, except
the final sterile water, were treated with DMPC (dimethyl pyrocarbon-
ate v/v 1:100).

OOCYTE PREPARATION

Ovaries were dissected from tricaine methane sulphonate-anaesthetized
temale Xenopus laevis (CRBM Montpellier. France). Ovarian follicles
were removed and oocytes were isolated in normal Ringer (ND96),
without calcium, containing 2 mg/ml collagenase A (Boehringer,
France). Stage V and VI oocytes (Dumont classification, 1972) were
selected for electrophysiological measurements. QOocytes were injected
with 60 nl of a 5 mg/ml solution of total RNA from Cichorium leaves.
Noninjected oocytes were used as negative control; oocytes injected
with sterile water had a behavior similar to that of noninjected oocytes
(as previously described by Fournier et al., 1989; Tomaselli et al.,
1990; Schroeder et al., 1994; Tosco et al., 1998). Qocytes could be
maintained for 2-6 days at 19°C in a ND96 medium containing (in
mMm): NaCl, 96; KCl, 2; CaCl,, 1.8; MgCl,, 2; HEPES, 5; pH 7.45 with
NaOH; and supplemented with 50 pg/ml gentamicin.

ELECTROPHYSIOLOGICAL MEASUREMENTS

Electrophysiological measurements were performed from day three to
day five after injection, using the standard two-microelectrode voltage-
clamp technique with the TEV-200 amplifier (Dagan Instruments, Min-
neapolis, MN). Oocytes were placed in a recording chamber (300 wl)
and impaled with 3 M KCl-filled electrodes (0.5~1.5 m(} resistance).
In all experiments, cocytes were depoiarized every 40 sec from ~35 or
—-140 mV to different test potentials for | sec or 1.2 sec. Stimulation of
the preparation, data acquisition and analysis were performed using
pCLAMP software (ver. 5.5, Axon Instruments, Burlingame, CA).

SOLUTIONS

Solutions were applied externally by addition to superfusate (gravity-
driven superfusion).

We used: (i) a chloride-free medium (in mm): NaOH, 96; KOH,
2; MgOH,, 2; CaOH,, 1.8; HEPES, 5; pH 7.45 titrated with methane
sulfonate; (i1) a calcium-free medium (in mMm): NaCl, 96; KCl, 2;
MgCl,, 2; HEPES, 5; EGTA, 1; pH 7.45 with NaOH.

INTERNAL PERFUSION

Oocytes were impaled with a third additional micropipette (Nichiryo
Digital Micropipette). We injected 40 nl of a 25 mm solution of K,.
BAPTA or | mm IP,, dissolved in HEPES KOH (pH 7.2), to give,
respectively, a final calculated concentration in the oocyte of 1 mM or

50 pm.

ANALYSIS

Results were expressed as mean + SE, n indicating the number of
oocytes tested and N the number of frog donors.

Results

MEMBRANE CURRENTS IN xEnopUs QOocytes Injected
with Total RNA from Cichorium Leaves

The double-step voltage protocol designed to reveal
membrane currents in oocytes consisted of an initial hy-
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perpolarization step from the holding potential of -35
mV (resting potential of oocytes 3 days after incubation
in ND96 medium) to —140 mV, followed by a second
depolarization step to +60 mV. This protocol was re-
peated every 40 sec. In noninjected oocytes, this double-
step voltage protocol induced only a small outward cur-
rent at +60 mV (Fig. 1A). In Xenopus oocytes injected
with total RNA from Cichorium leaves, a large outward
current was observed under the double-step voltage pro-
tocol. The membrane currents elicited by depolarization
steps from a holding potential of —140 to +60 mV ex-
hibited complex behavior. During the initial stimulation,
a noninactivating outward current was observed (Fig.
1B). After 40 sec, the current amplitude was increased
without any change in the kinetics (Fig. 1C). Eighty sec-
onds later (Fig. 1D), the current kinetics changed gradu-
ally to an inactivating behavior (Fig. 1E-F, 120 and 160
sec after the first stimulation, respectively). As demon-
strated later, this outward current displayed (i) 2 nonin-
activating component (/,;) with a decay in amplitude
over time, known as ‘‘rundown’’, and (ii) an inactivating
component (I;).

CHARACTERIZATION OF THE NONINACTIVATING
OUTWARD CURRENT

To study the noninactivating outward current, depolar-
ization steps from —-35 to +60 mV were applied to the

oocytes. This protocol was used to isolate the noninac-
tivating outward current as the inactivating outward cur-
rent was never observed under these conditions. This
protocol did not induce any current in noninjected oo-
cytes (n = 32, N = 9; Fig. 24). When the same protocol
was used on oocytes injected with total RNA, a nonin-
activating outward current (Z,,;) was observed, with rapid
biexponential activation kinetics (T, = 68.74 + 15.49
msec; T, = 467.20 = 65.29 msec; n = 12, N = 2; Fig.
2B). The mean amplitude of /,; at +60 mV was 2915 =
848 nA (n = 11, N = 2). This current declined nearly
to the baseline in 153 = 64 sec (n = 13, N = 2; Fig.
2B-C).

We investigated the ionic nature of ;. As indicated
in Fig. 3A, substitution of external chloride ions com-
pletely abolished I, (n = 5, N = 2). As Xenopus oo-
cytes contain a large density of endogenous calcium-
activated chioride channels (Barish, 1983; Miledi &
Parker, 1984; Hartzell, 1996), calcium dependence of /,;
was then explored. The removal of external calcium had
no effect on I; (n = 12, N = 3; Fig. 3B). The mean
amplitude and run-down kinetics of /,; recorded in Nor-
mal Ringer or Ca-free external solution were similar
(2915 £ 848 nA, 153 £ 64 sec; n = 11, N = 2 for [,
recorded in Normal Ringer and 3772 + 1507 nA, 106 =
188 sec; n = 12, N = 3 for I, recorded in Ca-free
external solution). Perfusion of Ca-free extemal solution
for 10 min had no effect on control oocytes depolarized
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Fig. 2. Electrophysiological properties of the noninactivating compo-
nent of the outward current. (A) Noninjected and (B and C) injected
oocytes were depolarized from —35 to +60 mV for 1.2 sec (the time
between each pulse was 40 sec). (A) Current trace recorded in a non-
injected oocyte (n = 32, N = 9). (B) Typical traces showing the
amplitude decrease of [; (n = 11, N = 2). (C) Time course of the
decrease of I,

from -35 to +60 mV. To assess the role of intracellular
calcium in I,; development, we injected K,. BAPTA
into the oocytes. We then compared the expression of 1,
in BAPTA-injected oocytes (n = 19, N = 4) and in
oocytes from the same batches not injected with BAPTA
(n = 28, N = 4). BAPTA injection reduced the number
of oocytes expressing 1,; by 76% (Fig. 30).

Thus, we suggest that ,; is a chloride current highly
dependent on intracellular calcium concentration.

CHARACTERIZATION OF THE INACTIVATING
OUTWARD CURRENT

As already shown, in oocytes injected with total RNA,
depolarization from a holding potential of =35 up to +60
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Fig. 3. Pharmacology of the noninactivating outward current. I, was
induced by depolarization from ~35 to +60 mV for 1.2 sec. (4) Effect
of the substitution of chloride ions by methane sulfonate on I,,,. Traces
before (Normal Ringer) and after (0 C}) perfusion of 0 Cl solution (n =
5, N = 2). (B) Effect of a Ca-free solution on /,;. Note that the time
course of the decrease of [,; in Normal Ringer and in Ca-free solution
was similar (n = 12, N = 3). (C) Intracellular injection of 40 nl of 25
mM K,. BAPTA completely abolished [,,;.

mV induced a large noninactivating outward component
displaying a rapid run-down (Fig. 2B). After total dis-
appearance of I, the same oocyte was depolarized from
~140 to +60 mV. This protocol induced an inactivating
outward current (/) which displayed monoexponential
fast activation (t = 47.61 £ 13.59 msec; n = 17, N =

3) and biexponential inactivation (t; = 218.95 = 38.6

msec; T, = 398.14 + 1647 msec; n = 6, N = 2; Fig.

4B). The mean amplitude of I; was 4461 + 1605 nA at
+60 mV (n = 13, N = 2). These currents were never
observed in noninjected oocytes (Fig. 4A4). Figure 4C
illustrates a typical current-voltage relationship showing .
an activation threshold around =25 mV (-22.33 = 7.06
mV;n =8§,N = 2).
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Fig. 4. Characteristics of the inactivating outward
current. (A) Current trace recorded on a
noninjected oocyte depolarized from -35 to -140
mV for 1 sec then to +60 mV for 1 sec (n = 32,
N = 9). (B) Typical traces recorded at 0, +20 and
+60 mV (n = 13, N = 2). (C) Current-voltage
relationship of /.. (D) Tail current-voitage
relationship of /..
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To identify the reversal potential and therefore the
ionic nature of the inactivating outward current, we stud-
ied tail currents following repolarization to different
holding potentials. As shown in Fig. 4D, the tail current
following a test pulse to +60 mV was clearly inward at
-25 mV and outward at +5 mV. From the current-
voltage relationship of the tail currents, the reversal po-
tential of the outward current was estimated to be -13.54
+8.17mV (n = 11, N = 3). The reversal potential was
close to the chloride equilibrium potential in our ionic
conditions, suggesting that J; was predominantly carried
by chloride ions. Moreover, the substitution of external
chloride ions led to a total disappearance of the inacti-
vating outward current (n = 7, N = 2; Fig. 54).

In contrast to I, which was activated by intracellu-
lar calcium, I; was dependent on extracellular calcium.
I; was completely abolished by perfusing total RNA-
injected oocytes with a Ca-free solution (n = 13, N = 2;
Fig. 5B). Extracellular perfusion of Ca-free solution for
10 mn had no effect on control oocytes depolarized from
-140 to +60 mV.

These results are consistent with the hypothesis that
calcium influx is required for /; activation. Our interpre-
tation is that depletion of calcium stores activates I,

i

which, in turn, stimulates the capacitative calcium entry
responsible for I; activation. To test this hypothesis, we
used capacitative calcium entry blockers. The inorganic
calcium channel blocker La** was the most potent ca-
pacitative current blocker in Xenopus oocytes (Gillo,

20 -10 0

Potential (mV)

Sealfon & Minke, 1996; Yao & Tsien, 1997). Addition
of 100 wM La** completely abolished /; (n = 12, N = 3;
Fig. 6A4). Moreover, the amplitude of I; increased when
the driving force for calcium entry was higher (Fig. 6B).
In this protocol, oocytes were first hyperpolarized to dif-
ferent potentials (between —35 and -135 mV) and then
depolarized to +60 mV, which completely activated I,
Like the capacitative calcium entry in Xenopus oocytes
previously demonstrated by Hartzell (1996), the inacti-
vating outward current was only activated at negative
potentials greater than ~50 mV. The current-voltage re-
lationship recorded in injected oocytes shows that the
inactivating outward current was activated only when the
membrane was hyperpolarized to negative potentials
greater than —50 mV (n = 7, N-= 3; Fig. 6B).
Recently, two endogenous chloride currents were
reported following IP, injection in Xenopus oocytes
(Hartzell, 1996; Centinaio, Bossi & Peres, 1997). Cur-
rents recorded in oocytes injected with IP; and oocytes,
from the same batches, injected with total RNA from
Cichorium leaf tissues, shared the same characteristics
(Fig. 7). Figure 7A and B illustrate currents recorded in
oocytes following IP; injection (n = 27, N = 6). Dur-
ing the early phase following IP; injection (Fig. 7A4),
depolarization steps from -35 to +60 mV induced an
outward current, Jgrorg, With the same charactenistics as
I; (Fig. 7C). The mean amplitude of Igrore Was 6730 =
1968 nA (n = 17, N = 3), declining nearly to the base-
line in 113 + 48 sec (n = 17, N = 3). Induction of
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Fig. 5. Dependence of the inactivating outward current on the extra-
cellular chloride and calcium ions. The oocyte was depolarized from
~140 to +60 mV for 1 sec. (4) Current traces recorded before (Normal
Ringer) and after (0 Cl) the perfusion of 0 Cl solution (» = 7, N = 2).
(B) Currents recorded in Normal Ringer and when the oocyte was
shifted into a Ca-free solution (0 Ca) (n = 13, N = 2).

Istorge Was independent of extracellular calcium and was
abolished by intracellular K,. BAPTA injection (n = 5,
N = 2; data not shown). This current (Igrorg) is 2 cal-
cium-activated chloride current induced by caicium re-
lease from internal stores. After the development of
IsTorE> @ second current was recorded on the same oo-
cyte under a depolarization from —140 to +60 mV (n =
15, N = 3; Fig. 7B). This current (/cg) had the same
characteristics as I; (Fig. 7D). The mean amplitude of
Iecg was 5610 = 2100.8 nA (n = 15, N = 3), it was
highly dependent on extracellular calcium and was
blocked by extracellular application of 100 um La** (n
= 4, N = 2; data not shown). Like I, this current was
significantly activated only at negative potentials greater
than =50 mV (n = 6, N = 3; data not shown). This
current (Iocp) Was the consequence of an extracellular
calcium influx through store-operated channels after cal-
cium-release from internal stores.
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Fig. 6. Effect of extracellular La®* on the inactivating outward current
and activation curve of I,. (A) Current traces recorded in Normal Ringer
and when 100 M La** was added to the bath (n = 12, N = 3).(B) The
I; activation curve was determined by hyperpolarizing the membrane
from a holding potential of ~35 mV to different prepotentials between
~35 and =135 mV for | sec and then depolarizing to a test potential of
+60 mV for 1 sec. The current for each oocyte was normalized (n =
7,N = 3).

Discussion

For the first time, we have characterized a mechanism
responsible for intracellular calcium regulation in cells
from chicory leaf tissues, by injecting total RNA into
Xenopus oocytes. We reported that injection of total
RNA led to two different outward calcium-activated
chloride currents in Xenopus oocytes.

I,; 1S A Ca-ACTIVATED CHLORIDE CURRENT INDUCED BY
CALCIUM-RELEASE FROM INTRACELLULAR STORES

We propose that I,; is a chloride current activated by

calcium released from intracelluiar stores for the follow-
ing reasons: (i) I,; is highly dependent on extracellular .
chloride ions (Fig. 34). (it) I,; is independent of extra-.
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Fig. 7. Comparison of currents recorded on cocytes injected with IP; and oocytes injected with total RNA from chicory leaf tissues. (A and B)
Current traces obtained in oocytes following IP; injection. (C and D) Current traces obtained in oocytes injected with total RNA from chicory leaf
tissues. (A4) Typical traces recorded after 40 nl injection of 1 mm IP; solution in a Ca-free extracellular solution (n = 27, N = 6). (B) Typical traces
recorded at 0, +20 and +60 after a prepulse at —140 mV from a holding potential of -35 mV in Normal Ringer (n = 15, N = 3). (C) Typical traces
of I; in a Ca-free extracellular solution (n = 12, N = 3). (D) Typical traces of /; in Normal Ringer (n = 13, N = 2).

cellular calcium. The current is activated by depolariza-
tion even when calcium is removed from the external
medium (Fig. 3B). (iii) /,; requires intracellular calcium
for activation, as it was abolished by intracellular injec-
tion of K,. BAPTA (Fig. 3C). (iv) The I,; amplitude at
+60 mV declines to the baseline in 153 + 64 sec (Fig. 2B
and C). These kinetics may reflect the time course of
calcium store depletion.

I, 18 A Ca-ACTIVATED CHLORIDE CURRENT INDUCED BY
CaPACITATIVE CALCIUM INFLUX

We propose that [; is a chloride current stimulated by
capacitative calcium influx for several reasons: (i) /; is
highly dependent on extracellular chioride ions (Fig. 54).
(ii) Contrary to [, I; is highly dependent on extracellular
calcium (Fig. 5B). (iii) As demonstrated by Putney
(1990), calcium-release from internal stores in Xenopus
oocytes triggers extracellular calcium influx. In these
studies, we have shown that 7, is activated after I ; (Fig.

1B-F). Thus, I; may be the consequence of CCE. (iv) /;
is activated at negative potentials greater than =50 mV, at
which capacitative calcium entry was significantly acti-
vated in Xenopus oocytes (Hartzell, 1996). (v) The in-
organic calcium channel blocker La>*, the most potent
capacitative calcium entry blocker in Xenopus oocytes
(Gillo et al., 1996; Yao & Tsien, 1997), completely abol-
ished I; (Fig. 64).

These results are supported by studies of two differ-
ent chioride currents in Xenopus oocytes activated by
calcium release from internal stores and capacitative cal-
cium influx induced after injection of IP; (Hartzell, 1996;
Centinaio et al., 1997). The characteristics of currents
recorded in oocytes injected with total RNA extracted
from Cichorium leaf tissues are similar to those observed
after IP, injection (Fig. 7).

In summary, we suggest that injection of total RNA
from Cichorium leaves induces the activation of two out-
ward chloride currents which are the consequence of (i)
calcium-release from internal stores and (ii) capacitative
calcium entry.
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Several transport mechanisms capable of triggering cal-
cium release from internal stores, mainly the vacuole,
have been reported in plant cells. Schumaker & Sze
(1986), first reported the existence of IP;-gated calcium
channels in the vacuolar membrane vesicles of oat roots.
They suggest that IP; may operate as a second messenger
in the mobilization of intracellular calcium in plant cells.
Another calcium-release channel has been reported in
beet vacuoles (Johannes et al., 1992). This channel is
voltage-sensitive and channel opening is largely pro-
moted by negative potentials (potential in the cytosol
relative to the vacuole). Channel activities are neither
affected by IP; nor by alteration of cytosolic free calcium
concentrations. Only Zn** and the lanthanide (Gd>*)
have been shown to be effective inhibitors. The follow-
ing calcium transport system reported in the vacuole is
another voltage-sensitive calcium-release channel which
may be involved in the calcium-induced calcium-release
mechanism (Ward & Schroeder, 1994; Ward et al.,
1995). This channel is activated at positive potentials
and is strictly dependent on cytosolic free calcium. The
last calcium transport system was reported in individual
plant vacuoles. A cyclic-adenosine 5’-diphosphoribose
(cADPR), which interacts with a ryanodine receptor in
certain animal cells (Clapper et al., 1987), was also
shown to elicit calcium release at the vacuolar membrane
of beet storage root and analysis by patch-clamping dem-
onstrated that the cADPR-gated pathway is voltage-
dependent (Allen et al., 1995; Muir et al., 1997).

Which of these calcium transports could be ex-
pressed in our system? Since IP;-gated calcium channels
has been reported in plant cells, we do not totally exclude
the hypothesis of the expression of exogenous IP;-gated
calcium channels in the endoplasmic reticulum of Xeno-
pus oocytes. Moreover, neo-expression of exogenous
voltage-dependent calcium channels or cADPR-gated
calcium channels in intracellular membranes is possible.
This would imply a conformational coupling where a
portion of the intracellular membrane must lie within 10
nm of the plasma membrane to allow a depolarization-
induced calcium release as described in skeletal muscle
(Gilly, 1981). A similar close juxtaposition of the endo-
plasmic reticulum to the cell surface has been described
in Xenopus oocytes (Gardiner & Grey, 1983; Berridge,
1997). Further experiments are needed to elucidate
which of these Ca®* channels are responsible for the
calcium-release reported in our study.

In summary, this paper reports for the first time, a
calcium homeostasis mechanism induced by heterolo-
gous expression of total RNA from chicory leaf tissues in
Xenopus oocytes.
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Abstract

A calcium dependent-chloride current (I;) has been recorded in Xenopus oocytes
injected with total RNA from chicory leaf tissues, after a depolarization from -35 to +60 mV.
Development of I; can be mimicked by InsP; injection in control oocytes. Injection of InsP;
after the run-down of I; was ineffective, as was the second InsP; injection on control oocytes.
Extracellular application of 5 mM caffeine, a specific inhibitor of the InsP; pathway, reduced
the number of oocytes displaying I; by 85%. Measurements of InsP; production in
depolarized oocytes injected with chicory RNA showed a net increase in the InsP; level (254
*+ 14%) compared with control oocytes (100 + 5%). Extracellular application of 10 pM
U73122, a selective inhibitor of Phospholipase C (PLC), reduced the number of oocytes
presenting I; by 52%.

Thus, we demonstrated that the calcium homeostasis mechanism, induced by
heterologous expression-of total RNA from chicory, implied the InsP; signalling pathway.
Our interpretation is that the oocyte membrane depolarization generates InsP; production via

the activation of PLC or the availability of PiP,.

KeyWords : Cichorium - Calcium regulation - InsP; - PLC activation - Xenopus oocytes.



1. Introduction

Calcium has many important structural and physiological roles in plants. It plays an
essential role in cellular homeostasis and plant development, most notably as an intracellular
second messenger (Sanders, Brownlee & Harper, 1999). Changes in cytosolic calcium
concentrations have been reported in plant cells in response to a variety of external stimult
(for reviews, see Bush, 1995 ; Webb et al., 1996). Calcium may enter the cytosol either from
the extracellular space via an influx across the plasma membrane or release from intracellular
compartments (Pifieros & Tester, 1997).

Our previous study suggested, for the first time, that expression of total RNA from
chicory leaf tissues in Xenopus oocytes allows the development of a calcium homeostasis
mechanism. The present mechanism was revealed by the appearance of two distinct calcium
dependent chloride currents namely I; and I; that reflect respectively emptying of internal
calcium stores and the consecutive calcium entry (Debarbieux et al., 1999). Nevertheless, the
nature of the transport mechanism capable of triggering calcium release from oocyte’s
internal stores remained to be elucidated.

The best characterized calcium release mechanism in plants is by for the
phosphoinositide system in the heart of which InsP; operates as a second messenger in the
mobilization of intracellular calcium (Sanders et al., 1999 ; Leckie et al., 1998 ; Muir et al,
1997).

The present report proposes that membrane depolarization can induce InsP; formation
in chicory leaf RNA-injected oocytes. We thereby pharmacologically demonstrate that the
non-inactivating calcium dependent chioride current (I;) elicited by depolarization is

supported by an InsP;-mediated calcium release.



2. Materials and Methods
2.1 Plant material and culture conditions

The chicory hybrid clone "474" (Cichorium intybus L. x Cichorium endivia L.) was
propagated in vitro from styles by somatic embryogenesis as previously described by Dubois
et al, 1988. Plantlets were grown on Heller medium containing 15 mM sucrose, in a growth
chamber with a 12 h light / 12 h dark regime. The temperature was 22°C / 24°C with a cool-
white fluorescent light (50 uM. m™. s™). Leaves were delicately cut off four to six week-old

plantlets and put into liquid nitrogen for RNA extraction.

2.2 Extraction and purification of total RNA

The total RNA extraction method was derived from Chirgwin et al., 1979 (Chirgwin et
al., 1979). Leaves stored at -70°C were ground in liquid nitrogen to a powder using a mortar
and pestle, then solubilized in GIT buffer (isothiocyanate guanidium 4 M ; B-mercapto-
ethanol 0.1 M ; sodium acetate 25 mM , pH 6). After centrifugation (15 000 g, 10 min, 4°C),
the supernatant was settled in a cesium chloride solution (5.7 M) with potassium acetate (25
mM), pH 6. After ultracentrifugation (125 000 g, 21 h, 20°C), the RNA pellet was solubilized
in sodium acetate solution (0.3 M) and precipitated by adding ethanol (v/v 0.3 : 0.7) for 18 h
at -20°C. The pellet was drained after centrifugation (10 000 g, 5 min, 4°C) and, finally,
suspended in sterile water. All solutions, except the final sterile water, were treated with

DMPC (dimethyl pyrocarbonate v/v 1 : 100).



2.3 Oocyte preparation

Ovarnies were dissected from ftricaine methane sulphonate-anesthetized female
Xenopus laevis (CRBM Montpellier, France). Ovarian follicles were removed and oocytes
were isolated in normal Ringer (ND96), without calcium, containing 2 mg/ml collagenase A
(Bochringer, France). Stage V and VI oocytes (Dumont, 1972) were selected for
electrophysiological measurements. Oocytes were injected with 60 nl of a 5 mg/ml solution of
total RNA from Cichorium leaves. Non-injected oocytes were used as negative control ;
oocytes injected with sterile water had a behaviour similar to that of non-injected oocytes
(Fournier et al., 1989 ; Tomaselli et al., 1990 ; Schroeder, 1994 ; Tosco et al., 1998). Oocytes
could be maintained for 2-6 days at 19°C in a ND96 medium containing (in mM): NaCl, 96 ;
KCl, 2 ; CaCl,, 1.8 ; MgCl,, 2 ; HEPES, 5 ; pH 7.45 with NaOH ; and supplemented with 50

pg/ml gentamicin.

2.4 Electrophysiological measurements

Electrophysiological measurements were performed from day three to day five after
injection, using the standard two-microelectrode voltage-clamp technique with a TEV-200
amplifier (Dagan Instruments, Minneapolis, MN). Oocytes were placed in a recording
chamber (300 ul) and impaled with 3 M KClfilled electrodes (0.5-1.5 MQ resistance). In all
experiments, oocytes were depolanized every 15 s from -35 mV to +60 mV for 1.2 s.
Stimulation of the preparation, data acquisition, and analysis were performed using pPCLAMP

software (ver. 5.5, Axon Instruments, Burlingame, CA).



2.5 Solutions

Solutions were applied externally by addition to superfusate (gravity driven
superfusion).

We used: (1) ND96 medium supplemented with 5 mM caffeine, pH 7.45 with NaOH ;
(i1) ND96 medium supplemented with U73122 or its inactive analogue U73343. U73122 or 1-
(6{[178-3 methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl] amino}hexil)-1H-pyrrole-2,5-dione, (10 uM)
and U73343 or 1-(6{[17B-3 methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-yl] amino}hexil-2,5-pyrrolidine-
dione, (10 uM) were dissolved in Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (final concentration 1/1000),
pH 7.45 with NaOH.
Oocytes were incubated for 20 to 60 min in medium containing chemicals before being

impaled. Appropriate controls (DMSO 1/1000) were performed for each experiment.

2.6 Internal perfusion
Oocytes were impaled with a third additional micropipette (Nichiryo digital
micropipette CO., LTD). We injected 40 nl of a 1 mM IP; solution, dissolved in HEPES KOH

(pH 7.2), to give a final calculated concentration in the oocyte of 50 uM.

2.7 Analysis

Current amplitude was expressed as mean + standard error, 7 indicating the number of
oocytes tested and N the number of frog donors.

The presence of I; as well as its modulation by the pharmacological agents was
express as the percentage comparison validated by a x* analysis. Significance was assumed

with P< 0.05.



2.8 Procedure for measurements of InsP; production in control oocytes and in oocytes
injected with chicory RNA.

For the measurements of InsP; production, the cells were microinjected with 40 nl of a
solution containing 1250 uCi/ul of myo-(2-3H)inositol (Amersham pharmacia). Oocytes were
depolarized once time from -35 to +60 mV for 1.2 s. InsP; metabolism was then arrested by
crushing the oocyte in 1ml of ice cold buffer containing 0.1 M formic acid/ 0.4 M ammonium
formate. The soluble fraction obtained by centrifugation at 35000 x g for 10 min was loaded
on to a 0.6 ml Dowex 1x8 (formate form ; Bio-Rad) column. The column was washed with 20
ml of 0.1 M formic acid/ 0.7 M ammonium formate. Radioactivity was determined by liquid

scintillation counting.



3. Results
3.1 Development of 1,,; can be mimicked by InsP;injection in control oocytes.

Figure 1A shows typical current traces induced by depolarization from -35 to +60 mV
and the decrease in I; in injected oocytes. Control oocytes without InsP; injection displayed
any outward current (Fig. 1B). Development of I; can be mimicked by InsP; injection in
control oocytes (mean current amplitude was 7220 + 1660 nA ; n=20, N=2 ; Fig. 1C). This
current, named Istorg, declined nearly to the baseline in about 60 s as did 1 ;.

InsP; was injected in control oocytes again after the rundown of Istorg and any
outward current was recorded (n=12, N=2 ; Fig. 2A). We investigated the effect of InsP;
injection on injected oocytes after the total rundown of I;;. The InsP; injection induced only a
small outward current (mean current amplitude was 1650 + 1781 ; n=18, N=2 ; Fig. 2B).

Taken together, these results are consistent with the hypothesis that the calcium
release required for I; activation implies elements of an InsP;-mediated signalling pathway.
Indeed, InsP; injection after the rundown of I; was ineffective, as was the second InsP;

injection on control oocytes.

3.2 Effect of extracellular caffeine application on I,,; and measurements of InsP; levels.
Caffeine is known to be an InsP; receptor inhibitor in Xenopus oocytes (Parker &
Ivorra, 1991 ; Hague et al., 2000). Fig. 3A shows typical current traces showing the decrease
in amplitude of I, Extracellular incubation with caffeine 5 mM for 20 min reduced
significantly the number of oocytes dfsplaying I; by 85% (n=39, N=4 ; P< 0.001 ; Fig. 3B).
Several studies had suggested that the production of InsP; in animal cells was
dependent on membrane potential (Charpentier, Béhue & Fournier, 1995 ; Ganitkevich &
Isenberg, 1996 ; Gromada & Dissing, 1996). We investigated whether the depolarization from

-35 to +60 mV could induce the InsP; formation stimulation. After a depolarization from -35



to +60 mV durning 1.2 s, the InsP; metabolism from control or injected oocytes was arrested
and measurement of InsP; level was performed as previously described. Measurement in
injected oocytes showed a net increase in the InsP; level (245 = 14% ; n=21, N=2 ; Fig4)
compared with control oocytes (100 + 5% ; n=9, N=2 ; Fig. 4).

To elucidate how the depolarization induces the InsP; pathway stimulation, we used a
specific PLC mhibitor. In fact, several study previously reported led us to think that the
oocyte membrane depolarization generated InsP; production via the activation of PLC or the

availability of PiP,.

3.3 Effect of extracellular application of a specific PLC inhibitor (U73122) and its inactive
analogue (U73343).

As shown in Fig. 5A, incubation with extracellular U73122 (10 pM in DMSO 1/1000)
for 30 min reduced significantly the number of oocytes presenting I; by 52% (n=47, N=4; P<
0.001). To venfy that the action of U73122 was specifically mediated through PLC inhibition,
a close structural analogue of U73122 (U73343), which is inefficient at inhibiting PLC, was
tested. Extracellular incubation with U73343 (10 uM in DMSO 1/1000) for 30 min had no
effect on the number of oocytes displaying I; (n=38, N=4; Fig. 5B). Appropriate controls

were performed using oocytes incubated in DMSO 1/1000 for 30 min (n=33, N=4; Fig. 5C).



4. Discussion

In this paper, we show that the development of [; can be mimicked by InsP; injection
in control oocytes (Fig. 1). We demonstrated that InsP; injection after the run-down of I; was
ineffective, as was the second InsP; injection on control oocytes (Fig. 2). These results could
be explained by the following reasons : (i) internal stores could be empty after the first InsP;
injection on control oocytes, or (ii) some elements of the InsP; signalling pathway could be
inactivated. We then proposed that the calcium release reported in our study implied InsP;
signalling. To confirm this hypothesis, we used caffeine, which is known to reduce or abolish
the current evoked by microinjection of InsP; on Xenopus oocytes (Parker & Ivorra ; 1991).
As shown in Fig. 3, extracellular application of caffeine 5 mM significantly reduced the
number of oocytes displaying I; (P< 0.001). Moreover, measurements of InsP; production in
depolarized oocytes injected with chicory RNA showed a net increase in the InsP; level
compared with control oocytes (Fig. 4).

To elucidate how the membrane depolarization induces InsP; pathway stimulation, we
used a selective PLC inhibitor (U73122). In fact, several studies have suggested that the
production of InsP; in animal cells is dependent on membrane depolarization and that this
depolarization generates InsP; production via the activation of PLC (Ganitkevich & Isenberg,
1996 ; Gromada & Dissing, 1996 ; Audigier, Wang & Greengard, 1998 ; Nilsson, 1998). In
our experiments, U73122 (10 uM) significantly reduced the number of oocytes presenting I,;;.
In contrast, the inactive analogue, U73343 (10 pM), had no such effect (Fig. 5).

These data led us to think that the oocyte membrane depolarization generated InsP;
production via the activation of PLC or the availability of PiP,. There may be several
explanations for this phenomenon: (i) Charpentier et al. (1995) proposed that sustained

depolarization of the oocyte membrane results in the activation of endogenous PLC which
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catalyses PiP, hydrolysis and promotes the generation of DAG and InsP;. In our study, a
single depolarization from -35 to +60 mV induced no outward current on control oocytes.
However, in injected oocytes, the same protocol induced I;. One possible explanation is that
heterologous expression of chicory RNA led to modifications in Xernopus oocyte PLC (such
as conformational changes or post-translational modifications) resulting in an increased
voltage-sensitivity. (ii) Another explanation is that injection of chicory RNA led to the
expression of a chicory PLC in Xenopus oocytes. Most components in the PLC-signalling
pathway, such as G-protein or PiP,, have structural or functional equivalents in plants and it
remains clear that plant tissues are capable of both degrading and elaborating inositol
phosphates produced by the action of PLC (Coté & Crain, 1993). This signalling pathway has
been implicated in a variety of plant physiological processes such as osmotic regulation or
responses to pathogens and stress (Coté & Crain, 1993 ; Munnik, Irvine & Musgrave, 1998).
In summary, this study reports a calcium homeostasis mechanism, implying the InsP;
signalling pathway and especially the PLC enzyme, induced by heterologous expression of
total RNA from chicory leaf tissues in Xenopus oocytes. This signalling pathway may be
implicated in a number of chicory physiological processes such as osmotic stress or defence

respormses.
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Legends to Figures

Fig. 1 : Development of L;; can be mimicked by InsP; injection in control oocytes.
Oocytes were depolarized from -35 to +60 mV for 1.2 sec every 15 sec.
A- Typical traces showing the decrease in amplitude of I;; on total RNA-injected oocyte.
a- First step
b- Total Rundown of I ;
B- Current trace recorded on control oocyte before InsP; injection.
C- Current traces recorded on control oocyte after InsP; injection.
a- Lo recorded after InsP; injection. The current amplitude was 7220 + 1600 nA
(n=20 ; N=2).

b- Total rundown of L

Fig. 2 : Effect of InsP; injection on injected and control cocyte.
Oocytes were depolarized from -35 to +60 mV for 1.2 sec every 15 sec.
A- Current trace recorded on control oocyte after a second InsP; injection (n=12 ; N=2).
B- Current traces recorded on injected oocyte, after the rundown of I;; and InsP; injection.
a- Total rundown of L;
b- Current recorded after InsP; injection. The amplitude was 1650 + 1781 nA (n=18 ;

N=2).

Fig. 3 : Effect of extracellular caffeine application on I;.
Injected oocytes were depolarized from -35 to +60 mV for 1.2 sec every 15 sec.

A- Current traces recorded in Normal Ringer. The mean current amplitude was 6650 + 2290

nA (n=32 ; N=4).
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a- First step
b- Total rundown of I;

B- Current recorded after incubation in caffeine S mM for 20 min (=39 ; N=4).

Fig. 4 : Measurements of InsP; levels.
Measurements in injected oocytes showed a net increase in the InsP; level (245 £ 14% ; n=21,

N=2) compared with control oocytes (100 + 5% ; n=9, N=2).

Fig. 5 : Effect of extracellular application of U73122 and its inactive analogue U73343 on
injected oocytes.
Oocytes were depolarized from -35 to +60 mV for 1.2 sec every 15 sec.
A- Current trace recorded on injected oocyte after incubation in U73122 (10 uM) for 30 min
(n=47 ; N=4).
B- Current traces recorded on injected oocyte after incubation in U73343 (10 uM) for 30 min.
The mean-cunent amplitude was 7640 + 1950 nA (n=38 ; N=4).

a- First step

b- Total randown of I;
C- Current traces recorded on injected oocyte after incubation ih DMSO 1/1000 for 30 min.
The mean current amplitude was 8340 +2160 nA (n=33 ; N=4).

a- First step

b- Total rundown of I;
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RESUME

Les ions Ca’" jouent un réle primordial dans les signaux de transduction au cours de
divers processus physiologiques chez les plantes.

Nous nous sommes intéressés plus particuli¢érement au phénomeéne d'embryogenese
somatique chez la chicorée hybride "474". L'embryogenése somatique concerne le
développement d'embryons asexués a partir de cellules somatiques. Certains mécanismes
ioniques, et en particulier calciques, interviennent au cours de ce phénomene. Cependant a ce
jour, aucune donnée n'existe concernant la caractérisation précise des mécanismes controlant
I'homéostasie calcique des cellules de chicorée ainsi que l'implication des conductances
ioniques au cours du processus embryogene.

L'objectif de notre travail consiste en la caractérisation des mécanismes ioniques,
principalement liés aux ions Ca®* de la chicorée hybride "474" en utilisant I'ovocyte de
Xénope comme systéme d'expression fonctionnelle.

Deux types de courants chlorures sont nouvellement enregistrés dans les ovocytes
préalablement injectés avec les ARN totaux par rapport aux ovocytes controles. Le premier
courant est activé par le Ca®" libéré des réserves intracellulaires et le second courant est
activé par l'influx de Ca®* via les canaux CRAC. Nous montrons que le relargage de Ca’" est
induit par 1'InsP; et que la PLC est impliquée dans l'initiation de la cascade de transduction.
En effet, la dépolarisation membranaire engendre une augmentation du taux dInsP; via
T'activation dune PLC. Nous avangons donc I'hypothése dune PLC d'origine végétale qui
montre une sensibilité aux variations de potentiel membranaire.

Cette approche dynamique des processus physiologiques des cellules végétales ouvre
de larges perspectives quant a une meilleure compréhension des signaux de transduction chez

les plantes.

MOTS CLES : Chicorée hybride "474", Expression hétérologue, Homéostasie calcique, Ovocyte
de Xénope, Signaux de transduction.




ABSTRACT

Transduction signals of various plant physiological processes involve calcium as a
second messager. Numerous studies have reported especially that calcium may be involved in
higher plant somatic embryogenesis which has been defined as a process producing an
embryo from a somatic cell. The chicory hybrid "474" is our experimental model for the study
of somatic embryogenesis. However, no electrophysiological data about calcium homeostasis
in Cichorium, particularly during somatic embryogenesis, have been published so far.

The aim of our study was to characterize ionic transport, and specifically calcium
transport, in Xenopus oocytes injected with total RNA from chicory leaf tissues.

Two different chloride currents were observed in injected oocytes after membrane
depolarization. The first current was activated by calcium released from intracellular stores
and the second was stimulated by capacitative calcium influx. We demonstated that the
calcium release was induced by InsP; and that the phospholipase C enzyme was involved in
the signalling pathway. We conclude that the oocytc membrane depolarization generates
InsP; production via the activation of PLC. We thus propose that injection of chicory RNA
leads to the expression of a voltage-sensitive chicory PLC in Xenopus oocytes.

The dynamic approach of physiological processes in plant cells that we have

developped in this work allowed us to gain more insight in plant signal transduction.

KEY WORDS : Calcium homeostasis, Chicory hybrid "474", Heterologous expression, Signal

transduction, Xenopus oocytes




