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Le signal calcium dans la cellule :
I'enveloppe nucléaire est-elle un réservoir a calcium ?

Le signal calcium apparait actuelle-
ment comme 1'un des facteurs déter-
minants intervenant dans la transduc-
tion intracellulaire d’un stimulus
extracellulaire. Ce signal possede
une dynamique spatiotemporelle trés
complexe qui allie rapidité de propa-
gation et retour a I’état initial dans
un délai tres bref. Le signal calcique
est étroitement associé a de nom-
breux mécanismes de signalisation
cellulaire [1, 2]: régulation de
kinases, de phosphatases, de com-
plexes Ca*/calmoduline qui modu-
lent I’action de nombreuses pro-
téines, expression de geénes précoces,
contraction musculaire, exocytose,
chimiotactisme, croissance dendri-
tique, différenciation et croissance
cellulaire, phototransduction dans
les cellules visuelles, controle de la
méiose et de I'apoptose.

Le rdle du calcium est vital pour tous
les types cellulaires et nécessite une
régulation tres fine des flux cal-
ciques. Ainsi, en I'absence de stimu-
lation, la cellule maintient une
concentration de calcium cytosolique
faible (100 nM), s’opposant a I'effet
cytotoxique induit par une concen-
tration calcique élevée maintenue de
facon prolongée. Cela requiert une
dépense énergétique importante,
combinant un systéme d’échangeurs
ioniques Na*/Ca?", de pompes
dépendantes de I’ATP [3] sur la
membrane plasmique [4] et un pom-
page des ions Ca** vers des citernes
intracellulaires dérivées du réticulum
endoplasmique par des pompes cal-
ciques dépendantes de ’ATP [5]. La
compartimentalisation des ions Ca*
qui en résulte engendre d’importants
gradients calciques entre les diffé-
rents organites [6].

Le signal calcium consiste en une
libération rapide et transitoire des
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ions Ca*?" emmagasinés dans ces
réservoirs, et se manifeste par une
«décharge de calcium» dont I'ampli-
tude et la fréquence dépendent
directement du stimulus extracellulai-
re [7, 8]. Cette décharge de calcium
se propage dans toute la cellule, et
controle les mécanismes de transduc-
tion des signaux délivrés au niveau
de la membrane plasmique.

Actuellement, I'un des mécanismes
les mieux décrits de la signalisation
cellulaire impliquant les ions Ca®* est
la voie d’activation de la phospholi-
pase C qui catalyse ’hydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
(PIP,) en deux seconds messagers
[7] : I'inositol 1,4,5-triphosphate
(IP;) et le diacylglycérol (DAG) [9].
Le récepteur de I'IP, est un canal a
calcium tétramérique localisé dans la
membrane du réticulum endoplas-
mique dont l'ouverture provoquée
par la fixation d’IP, entraine une
libération massive d’ions Ca®* [7, 10].
La dynamique du calcium ainsi libéré
est décrite selon deux modeéles prin-
cipaux [11]. Dans le premier modéle
(Ca*-gating model), le calcium libéré
dans le cytosol (calcium ionisé intra-
cellulaire ou [Ca*],) a une origine
intracellulaire et provient, soit des
réservoirs sensibles a I'IP;, soit des
réservoirs insensibles a '[P, qui
impliquent un mécanisme de libéra-
tion de Ca* induit par le Ca* qui a
été décrit d’abord dans le réticulum
sarcoplasmique [8, 12] et a égale-
ment été étudié dans les hépatocytes
[13].

Dans le second modéle (Ca*-capacita-
tive model), I'augmentation du [Ca?'],
résulte de la libération de calcium de
réservoirs sensibles a I'[P; proches de
la. membrane plasmique qui pro-
voque une entrée de calcium extra-

cellulaire aprés ouverture de canaux
calciques situés dans la membrane
plasmique [14]. L’activation de ces
derniers serait, dans ce cas, la consé-
quence d’une interaction entre le
réticulum endoplasmique et la mem-
brane plasmique quoique celle-ci soit
présumée indirecte, et réalisée par
un messager qui a été identifié [15].
Dans le réticulum sarcoplasmique,
I’ADP-ribose cyclique entraine la libé-
ration de Ca* via les récepteurs de la
ryanodine [16].

Toutefois, les réservoirs dérivés du
réticulum endoplasmique ne sont
pas les seuls compartiments cytoplas-
miques impliqués dans les flux cal-
ciques. Les mitochondries [17] sont
également des cibles potentielles de
cette vague de calcium mais sans
intervenir dans la transmission des
signaux cellulaires. En effet, 'aug-
mentation du [Ca*'], est suivie en
I’espace de quelques secondes par
une élévation de la concentration de
calcium mitochondrial et par I’oxyda-
tion de NADH entrainée par I’activa-
tion de déshydrogénases sensibles
aux variations des concentrations de
calcium. Les ions Ca® de la mito-
chondrie joueraient un role dans le
couplage entre le transport des pro-
tons au niveau de la membrane inter-
ne et la synthese d’ATP.

Si la communauté scientifique
s’accorde dans son ensemble a recon-
naitre le role primordial du calcium
dans les compartiments cellulaires
précédemment cités, la question
concernant la régulation du calcium
nucléaire est actuellement sujette a
des controverses [18]. Des travaux
récents ont démontré que le calcium
est impliqué dans la dégradation de
I'enveloppe nucléaire et dans I’activa-
tion de la transcription [19, 20]. En

outre, il a été montré que la phos-
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phorylation du facteur de transcrip-
tion CREB est induite par le calcium
30 secondes apres la dépolarisation
cellulaire. La concentration du cal-
cium dans le noyau contréle I'action
de diverses protéases et nucléases, la
fonction de la calmoduline nucléaire
dans la synthése de I'ADN, le début
et la progression de la mitose,
I'expression des génes et la répara-
tion de I'’ADN. Le calcium est aussi
impliqué dans la régulation du cycle
de la méiose en intervenant dans la
dégradation des cyclines par la
Ca?*/calmoduline kinase II [21].
C’est, en fait, le mode de transport
du calcium vers le noyau qui demeu-
re au centre des divergences entre les
nombreuses équipes qui I’étudient
[22-24]. Ainsi, deux approches
s’opposent actuellement. La premie-
re propose un libre passage de la
vague de calcium a travers I'envelop-
pe nucléaire [22]. Selon la seconde
hypothése, la concentration calcique
nucléaire, [Ca?'], serait réglée par
un mécanisme semi-autonome [23].
La présence sur I'enveloppe nucléai-
re d’'une calcium ATPase, de récep-
teurs spécifiques de I'IP; [25] et de
I'IP, [26] et la mise en évidence des
enzymes et des métabolites issus du
cycle des phosphoinositides [27, 28]
a l'intérieur du noyau plaident en
faveur de cette hypothése.

William et al. [29] ont montré que
dans les cellules de muscle lisse de la
grenouille, la concentration du cal-
cium est plus importante dans le
noyau que dans le cytosol. Ces cel-
lules, stimulées par dépolarisation,
répondent par une augmentation de
la teneur en Ca?* cytoplasmique uni-
quement. Des observations similaires
ont été décrites pour les cellules mus-
culaires de la paroi vasculaire humai-
ne. Il semble que la double membra-
ne nucléaire forme une barriére
imperméable a toute diffusion de cal-
cium pour des concentrations supé-
rieures a 300 nM [30]. En revanche,
pour des cellules neuronales de
mammiferes en culture [31], le rap-
port [Ca*],/[Ca?*], est supérieur a 1
et une stimulation par divers ago-
nistes des canaux ioniques dépen-
dants du Ca* induit une augmenta-
tion de la [Ca*], supérieure ou égale
a celle observée dans le cytosol. Cer-
taines études [32, 33] ont montré

que les concentrations en Ca*
nucléaire et cytoplasmique ne diffe-
rent pas. Brini et al. [33] utilisaient
de I'zquorine recombinante dans le
noyau (m/s n°1, vol. 10, p. 123). Ces
résultats ont été cependant réfutés
dans un article récent [34] utilisant
une technique identique. Selon Bad-
minton et al. [34], la barriére de cal-
cium nucléocytoplasmique est bien
une réalité.

Toutes ces données (parfois contra-
dictoires) ne permettent pas de
conclure quant a I'existence d’un
mécanisme de transmission du signal
calcique dans le noyau et/ou un pos-
sible contréle autonome de 'homéo-
stasie calcique nucléaire. S’il apparait
que dans certaines cellules la vague
de calcium traverse sans difficulté
I'enveloppe nucléaire, il semble diffi-
cile de n’envisager que la libre diffu-
sion pour expliquer les nombreux
mécanismes controlés par le calcium
dans le noyau.

Afin de mettre en évidence une éven-
tuelle régulation autonome du cal-
cium nucléaire, il nous a paru indis-
pensable d’analyser les échanges
calciques dans un systéme nucléaire
isolé et fonctionnel. Celui-ci consiste
en une préparation de noyaux de
foie de rat [35] dépourvus de toute
contamination cytoplasmique [36,
37]. Ces noyaux présentent une mor-
phologie intacte et constituent un
matériel idéal pour la mesure des
flux calciques nucléaires [25, 26].
Nos études effectuées dans ce syste-
me ont montré que les noyaux isolés
d’hépatocytes de foie de rat sont per-
méables au calcium pour des concen-
trations extranucléaires n’excédant
pas 300 nM. Au-dela de cette concen-
tration, aucune entrée supplémentai-
re de calcium n’est observée. En
revanche, en présence d’ATP ou
d’inositol 1,3,4,5-tétraphosphate
(IPy), la capture du calcium par les
noyaux exceéde de deux ou trois fois
celle observée dans des conditions de
diffusion passive. Néanmoins,
I'action de ces deux effecteurs sur
I’entrée de calcium n’est pas la
méme. Lorsque I'IP, est I'effecteur,
la capture de calcium n'est possible
que pour des concentrations de cal-
cium extranucléaire supérieures a
300 nM, c’est-a-dire lorsque le gra-
dient calcique va de I'extérieur vers

I'intérieur du noyau. Cela semble
indiquer que la liaison de I'IP, sur
son récepteur induit probablement
un mécanisme de diffusion facilitée
du calcium. En revanche, si I'effec-
teur est 'ATP, la capture du calcium
extranucléaire est effective pour des
concentrations de Ca?* extracellu-
laires faibles (a partir de 50 nM).
L’ATP agit donc selon un mécanisme
semblable a celui décrit sur le réticu-
lum endoplasmique ou I’hydrolyse
d’ATP par les Ca*-ATPases permet
I’accumulation du Ca?* contre un
gradient de concentration. Nous
avons, par ailleurs, observé que
lorsque la concentration calcique
extranucléaire croit de 1 a 10 pM
(figure 1), I'action de I'ATP décroit
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Figure 1. Entrée du calcium nucléai-
re. Capture du calcium par le noyau
en présence d’ATP (1 mM) ou d’IP,
(100 nM) pour des concentrations de
calcium libre variables. Les noyaux
purifiés sont incubés en présence de
différentes concentrations de Ca** de
maniére a obtenir les concentrations
en calcium libre indiquées [43] et de
4Ca? servant de traceur isotopique.
L’incubation se fait a 37 °C pendant 5
min et la réaction est arrétée par fil-
tration sous vide. En I’'absence d’IP,
ou d’ATP, aucune capture significati-
ve de *Ca* n’a pu étre mesurée, ce
qui implique qu’aucune diffusion
libre de Ca** n’a lieu vers le noyau.
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Figure 2. Mécanismes du transport du calcium. Les facteurs extracellulaires transmettent un signal a la cellule en se
fixant sur leurs récepteurs spécifiques localisés dans la membrane plasmique. Certains récepteurs sont couplés a des
protéines G qui activent la phospholipase CB1 (PLCB1) et d’autres sont des récepteurs tyrosine kinases qui activent
la phospholipase Cy1 (PLCy1). Ces phospholipases hydrolysent le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate et liberent
ainsi l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP;) et le diacylglycérol (DAG). L’IP; en se fixant spécifiquement sur son récepteur
(IP;R) localisé dans le réticulum endoplasmique provoque la libération de calcium. Sous I’effet de stimulations hor-
monales, le calcium extracellulaire peut entrer dans le cytosol par I’ouverture de canaux calciques situés dans la
membrane plasmique et vice versa. A la suite de I'élévation de la concentration de calcium cytoplasmique, la pro-
téine kinase C (PKC) inactive se transloque vers la membrane plasmique ou la liaison au DAG la rend active. Le
signal calcique se propage vers le noyau délimité par I'’enveloppe nucléaire. Celle-ci est constituée d’une membrane
externe distincte de la membrane interne. Dans la membrane nucléaire externe se trouvent la pompe a calcium
dépendante de I'ATP et le récepteur de l'inositol 1,3,4,5-tétraphosphate (IP,R). Cette localisation facilite I'entrée de
calcium dans le lumen nucléaire et ne peut avoir lieu qu’en présence d’ATP ou d'IP,. L'IP, est obtenu dans le cytosol
par phosphorylation de I'IP; par I'lP;-3-kinase. Selon nos travaux et ceux d’autres groupes, I'lP;R est localisé dans la
membrane nucléaire interne. En accord avec ce modéle, I'action de I'lP; (relayée par son récepteur IP;R) est de pro-
voquer la libération du Ca?* du lumen nucléaire vers le nucléoplasme, d’ot le Ca? peut diffuser a travers les pores
nucléaires vers le cytosol. De cette fagon, le transport du calcium dans le noyau se fait en deux étapes réglées par
des molécules spécifiques présentes dans les membranes nucléaires externe et interne. Ce modéle nécessite une
production d’'IP; dans le noyau qui n‘a pas encore été démontrée expérimentalement. Le clivage montré dans la figu-
re est le clivage entre le réticulum endoplasmique et le noyau qui a lieu lors de la purification des noyaux (pour
détails, voir [36]). La plupart des études concernant le transport calcique nucléaire qui ont permis d’établir ce mode-
le ont €té réalisées sur des noyaux de cellules de foie de rats ainsi purifiés. DAG : diacylglycérol ; PKC : protéine
kinase C; PIP, : phosphatidylinositol 4,5-biphosphate; PLC : phospholipase C,; IP, : Inositol 1,4,5-triphosphate; IP, :
inositol 1,3,4,5-tétraphosphate ; IP;R : récepteur de I'lP;; IP,R : récepteur de I'IP,
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d’autant plus fortement que la
concentration est élevée. [.’action de
I'[P,, en revanche, augmente lorsque
la concentration du calcium extranu-
cléaire croit fortement (par exemple,
lors de I'arrivée d'une onde calcique
a proximité du noyau).

Le noyau cellulaire est constitué d’un
nucléoplasme (ou matrice nucléaire)
entour¢ d'une membrane lipidique
double, I'enveloppe nucléaire (figu-
re2). Cette enveloppe est formée
d’'une membrane externe et d’'une
membrane interne [38] fusionnant
localement au niveau d'une structure
complexe ct trés organisée, le pore
nucléaire [39]. Ces deux membranes
sont bien distinctes, que ce soit du fait
de leur composition protéique, leur
densité, leur environnement ou de
leur fonction. En effet, si la membra-
ne externe forme un continuum avec
le réticulum rugueux et lisse, le rap-
port cholestérol/lipides de ces deux
membranes ct leur composition en
protéines sont différents. La membra-
ne interne est étroitement liée au
réseau de lamines du nucléoplasme,
et nos études les plus récentes mon-
trent que le récepteur nucléaire de
I'IP, y est localisé exclusivement alors
que le récepteur de I'IP,, ainsi que la
pompe i Ca* dépendante de 'ATP
sont localisés sur la membrane
nucléaire externe. La localisation du
récepteur de I'IP, dans les mem-
branes nucléaires est encore débattue.
Notre groupe a montré qu’il est pré-
sent exclusivement dans la membrane
nucléaire interne [23]. Ce résultat a
été confirmé par le groupe de Peter-
son ef al. [40] utilisant des techniques
de microscopice confocale. Ils ont
montré également que ’ADP-ribose
cyclique entraine des augmentations
transitoires de Ca?* nucléaire indi-
quant que le récepteur de la ryanodi-
ne est aussi présent dans la membrane
nucléaire interne. Les études par
patch-clamp proposant une localisation
du récepteur de I'IP; dans la membra-
ne externe nucléaire [39, 42] restent
incomplétes. En effet, dans ces expé-
riences de stimulation des membranes
externes par I'IP,, il aurait été impor-
tant de vérifier I'effet de I'IP, sur les
membranes internes. Les résultats des
études par microscopice confocale
[40], ou des expériences sur des

mssssssss Mcmbranes nucléaires internes [23],
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sont cn ce sens plus convaincants.
Nous avons par ailleurs observé que le
calcium accumulé en présence d’ATP
ou d’'IP, peut étre relargué du noyau
aprés ajout d'IP, [36].

L’ensemble de ces résultats nous a
amenés a développer I'hypothese
selon laquelle le lumen nucléaire
(c’est-a-dire I'espace compris entre la
membrane externe et interne du
noyau) posseéde une fonction sem-
blable a celle des réservoirs de cal-
cium cytoplasmiques. Ce modele,
illustré sur la figure 2, permet d'envi-
sager la présence a la périphérie du
noyau d’'un réservoir de calcium ali-
menté par sa face cytoplasmique
selon un mode actif (Ca*-ATPase)
ou par diffusion facilitée (présence
d’un gradient calcique et d’IP,). Ce
calcium emmagasiné peut étre relar-
gué dans la matrice nucléaire. En
effet, selon notre modele, I'IP, serait
capable, en se liant a ses récepteurs
de la membrane interne, de libérer
rapidement (en quelques secondes)
le calcium concentré dans le lumen.
Le retour au niveau basal sc¢ ferait
plus lentement par diffusion du cal-
cium a travers les pores nucléaires.
En accord avec le modéle proposé
dans cette revue, fondé sur le travail
mené dans notre laboratoire et
confirmé par d’autres groupes de
recherche, le transport du Ca* dans
le noyau est réglé par des molécules
spécifiques situées dans I'enveloppe
nucléaire. Cette enveloppe sert de
bouclier pour le Ca* et, de notre
point de vue, la diffusion des ions
Ca?* ayant un role fonctionnel a
I'intérieur du noyau n’existe pas.
L’accumulation du Ca* dans I'enve-
loppe nucléaire constitue le point
majeur de cette hypotheése. Le Ca*, a
partir de I’enveloppe nucléaire, peut
étre libéré dans le nucléoplasme a
partir de I'activation des récepteurs
[P, situés dans la membrane interne.
Dans le cadre de ce scénario, I'IP,
doit prendre naissance a l'intérieur
du noyau et des preuves expérimen-
tales pour étayer ce phénomeéne sont
activement recherchées

Note ajoutée aux épreuves

Hennager et al. [44] ont démontré
que I'IP4R fait face au nucléoplas-
me et peut ainsi étre activé par
I'IP3 synthétisé a l'intérieur du
noyau. C’est de cette facon que
I'IP3 nucléaire régle le calcium
nucléaire et les fonctions qui en
dépendent. En fait, le principal
message de cette mini-synthése est
soutenu par les données expéri-
mentales décrites dans ce travail
(44].
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