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Flux calciques
et expression génique

L’ion calcium est un second messager universel, utilisé par
tous les types cellulaires dans les étapes précoces de la
réponse a de nombreux stimulus. Les influx calciques ont
une provenance, une fréquence, une amplitude et une éten-
due qui sont autant de parametres permettant de raffiner le
signal afin de lui donner une spécificité. En fonction de ces
parametres, la cellule va élaborer une réponse par I’entre-
mise de protéines liant le calcium comme la calmoduline,
qui ainsi activée va déclencher une cascade d’événements
conduisant au comportement cellulaire approprié. Dans
cette synthése nous décrivons ces événements et leurs effets,
en mettant ’accent sur I'influence des fluctuations calciques
sur I’expression des genes et en particulier sur la transcrip-
tion. Ainsi, le calcium affecte cette derniere a différentes
étapes : le démarrage, mais aussi la vitesse de transcription,
de méme que I’état de compaction de la chromatine.

‘ion calcium est toxique pour
la plupart des cellules. II est
donc probable que les pre-
mieres protéines capables de
le chélater aient servi a
I’empécher de sévir. Au cours de
I’évolution, certaines de ces pro-
téines-tampons sont devenues des
effecteurs, faisant de cet ion non plus
un intrus toxique mais un second
messager universel pouvant coder
des informations cellulaires tres raffi-
nées.
Ainsi, les flux calciques sont a 1’ori-
gine de multiples réponses cellulaires
tant rapides que pouvant se mainte-
nir sur de longues périodes, et cela
dans la grande majorité des cellules,
excitables ou non. Ce travail passe en
revue les conséquences d’une varia-

tion de concentration calcique intra-
cellulaire sur I'expression génique.
Bien que le calcium affecte d’autres
étapes de cette expression (stabilité
des messagers et des protéines, trans-
port, épissage des messagers...), nous
nous limiterons essentiellement au
niveau transcriptionnel.

I Les sources de calcium

Le milieu extracellulaire, le réticu-
lum endoplasmique, les mitochon-
dries, I’appareil de Golgi [1] et,
semble-t-il, I’enveloppe nucléaire
sont riches en calcium. Ainsi, la
concentration en calcium dépasse
rarement les 300nM dans le cyto-
plasme, alors que, dans ces stocks
intracellulaires, elle peut localement
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atteindre et parfois dépasser 1 mM
[2]. Ce gradient de concentrations
est principalement maintenu par des
ompes a calcium nécessitant de
IATP [3-6].
Dans les cellules excitables, le cal-
cium extracellulaire peut entrer suite
a I'ouverture de canaux calciques
transmembranaires sensibles au
potentiel (types T, L, N, P/Q), ou a
la suite de la fixation d’un neuro-
transmetteur, tel que le glutamate,
sur un récepteur. Ce récepteur peut
étre lui-méme un canal (récepteur-
canal, ionotropique) ou activer un
canal indépendant par I'intermé-
diaire d’'une protéine G (récepteur
métabotropique) [5].
Toutes les cellules possédent des
réserves internes de calcium, dont la
principale est le réticulum endoplas-
mique (sarcoplasmique dans les cel-
lules musculaires). On trouve a sa
surface deux types de canaux suscep-
tibles d’enrichir le cytosol en cal-
cium : (1) les récepteurs de I'inositol
1,4,5 triphosphate (InsP3R), qui
s’ouvrent en réponse a la production
d’InsP3 par les phospholipases C
(PLC); (2) les canaux sensibles a la
ryanodine (RyR) [6]. Ces deux types
de canaux peuvent s’ouvrir en
réponse a une entrée de calcium
extracellulaire (calcium-induced cal-
cium release, CICR), quoique cela soit
moins bien connu pour les InsP3R
que pour les RyR (m/s 1999, n°12,
p. 1435) [7]. Ce CICR permet d’intro-
duire des effets de seuil, et donc
d’obtenir des signaux «tout ou rien »
plutét que progressifs [8]. Le méca-
nisme inverse existe aussi: les
canaux de la membrane plasmique
Icrac (calcium release activated calcium
channel) ou SOC (store-operated cal-
cium channel) s’ouvrent lorsqu’ils
sont activés par les canaux InsP3R
ou RyR, probablement par interac-
tion directe [9]. Ces canaux SOC
permettraient de s’affranchir de la
capacité limitée des stocks intracel-
lulaires en utilisant le calcium extra-
cellulaire, par exemple lors de sti-
mulations prolongées.

Quels effect_eurs
pour le calcium?

La calmoduline et ses partenaires

L’un des principaux médiateurs des

s cffets moléculaires du Ca?* est la cal-
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Figure 1. Sources de calcium et voies d’entrée dans le cytosol. Les points
noirs désignent les ions calcium. Le calcium peut entrer depuis le milieu
extracellulaire par (de gauche a droite): un canal couplé via une protéine G a
un récepteur (métabotropique) a 7 domaines transmembranaires, un récep-
teur-canal (ionotropique), un canal sensible au potentiel, ou un canal activé
par les réserves intracellulaires (store-operated calcium channel, SOC). Le
réticulum endoplasmique (RE) (ou sarcoplasmique, RS, dans le muscle) peut
libérer du calcium par les récepteurs de I'InsP3 (InsP3R) ou par les canaux
sensibles a la ryanodine (RyR). Ces réserves internes sont maintenues grace
a l'activité des SERCA (smooth ER calcium ATPase), qui pompent le calcium
a l'inverse du gradient de concentration en consommant de I'énergie. Ces
SERCA sont la cible de la thapsigargine. Le CICR (calcium-induced calcium
release) est I'activation des canaux InsP3R ou RyR par I'ouverture des canaux
sensibles au potentiel. Inversement, les SOC de la membrane plasmique
s’ouvrent lorsqu’ils sont activés par les canaux InsP3R ou RyR. Les canaux
nucléaires, encore hypothétiques, ne sont pas représentés.

moduline (CaM), une petite pro-
téine de 17 kDa capable de changer
de conformation lors de la fixation
de 4 ions Ca* dans des poches de
type «main EF». Ce complexe (Ca*-
CaM) peut activer de nombreuses
cibles moléculaires dont la calcineu-
rine et les CaM-kinases (calcium-cal-
modulin-dependent kinases, CaMK).

La calcineurine est une sérine-thréo-
nine phosphatase exprimée dans un
grand nombre de tissus, alors qu’on
a longtemps cru qu’elle n’était pré-
sente que dans des neurones. Ses
substrats dans le domaine transcrip-
tionnel comprennent entre autres les
facteurs de transcription NF-AT, NF-

KB et MEF2. Sa sous-unité cataly-
tique, CnA, est libérée de sa sous-
unité inhibitrice CnB par fixation du
complexe Ca?-CaM [10].

Les CaM-Kinases constituent une
famille de sérine/thréonine kinases
dévolues soit a des substrats trés parti-
culiers (c’est le cas par exemple de la
kinase qui phosphoryle la chaine
légere de la myosine dans le muscle
lisse), soit a un plus large spectre de
substrats, dont certains facteurs de
transcription (CaMKI, II, IV). Leur
interaction avec le complexe Ca*-
CaM abolirait I'effet d’un repliement
intramoléculaire auto-inhibiteur [11].
La CaMKII possede un grand nombre
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de substrats dans tous les comparti-
ments de la cellule, ce qui lui vaut le
nom de CaMK multifonctionnelle. Sa
translocation vers les synapses, ou elle
phosphoryle localement certains sub-
strats, jouerait un role dans la modu-
lation de la transmission synaptique.
On lui connait depuis peu un inhibi-
teur naturel qui serait spécifique,
CaMKIIN. L’activation de la CaMKII
par le complexe Ca*-CaM est renfor-
cée et prolongée par autophosphory-
lation sur la thréonine 286 [11]. Dans
le cas des CaMKI et IV, ce processus
est assuré par une CaM kinase kinase
cytoplasmique (CaMKK a ou [ selon
les tissus), elle aussi sous controle du
complexe Ca*-CaM [12]. Cette
modulation de la durée du signal a
certainement une importance dans le
contrdle de la transcription, car
seules des activations durables des
CaMK conduisent a une phosphoryla-
tion du facteur de transcription
CREB (cyclic AMP responsive element
binding protein), une de leurs cibles les
mieux caractérisées. Ainsi la CaMKIV,
la seule CaMK détectée dans le noyau
in vivo, stimule faiblement ’activité
transactivatrice de CREB en transfec-
tion, alors que I'expression conjointe
de la CaMKK potentialise fortement
cet effet [12].

Signalons enfin la découverte toute
récente d’une nouvelle kinase pro-
apoptotique dont l'activité dépend
du complexe Ca?-CaM: la DAP-
kinase (death associated protein kinase)
Exprimée dans de nombreux types
cellulaires, cette kinase est associée
au cytosquelette et son activation
conduit a I'apoptose de fibroblastes
en culture primaire [13].

Dialogues avec d’autres voies

On recense de nombreux phéno-
menes de couplage entre la cascade
des CaMK et d’autres voies de signali-
sation. Ainsi, la PKA peut phosphory-
ler deux sites présents dans la
CaMKK et inhiber son activité. Cette
relation fonctionnelle avec la voie de
I’AMP cyclique existe aussi dans
I’autre sens: ’adénylate cyclase de
type I peut étre activée par fixation
du complexe Ca?-CaM. Toutefois, la
CaMKIV peut empécher cet effet en
phosphorylant son domaine de fixa-
tion de CaM [12]. De plus, le phéno-
mene de potentialisation a long
terme (LTP), phénomeéne d’activa-
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tion neuronale lié a la mémoire,
nécessite I'action indirecte de la PKA
sur la CaMKII. En effet, PKA active-
rait par phosphorylation PP1-I, un
inhibiteur de la phosphatase PP1,
empéchant ainsi la déphosphoryla-
tion de la CaMKII [14].

Il existe également des connexions
entre la cascade des CaMK et les
voies des MAP-kinases. Les MAP-
kinases ERK, p38 et JNK sont activées
par trois cascades différentes en aval
de Ras, en réponse a de nombreux
stimulus mitotiques ou de stress. Or,
I’activation forcée de la CaMKIV ou
de la CaMKK permet une activation
de ERK, p38 et JNK a des degrés
divers, ce qui favorise la transcription
de leurs geénes-cibles [15]. Par
ailleurs, le calcium peut activer les
MAPK par l'intermédiaire de PYK2,
une tyrosine-kinase capable de recru-
ter des facteurs d’échange pour Ras,
ce qui a pour effet d’activer la MAPK
ERK [16]. Le mécanisme de cette
activation de PYK2 par le calcium
reste encore mystérieux (figure 2).
Les glycoprotéines de la famille Wnt
sont des facteurs de croissance dont
les effets sont tres variés, le plus spec-
taculaire étant la duplication de I’axe
rostro-caudal des embryons de
xénope. Récemment, plusieurs

groupes ont montré que certains des
récepteurs pour les Wnt n’utilisaient
pas la voie classique de la B-caténine
mais lui préféraient une voie impli-
quant le calcium. Ainsi, probable-
ment par I’entremise d’une protéine
G hétérotrimérique, ces récepteurs
activeraient la phospholipase C,
entrainant une production d’InsP3 et
donc une libération de calcium par
les réserves internes, suffisante pour
activer la CaMKII [17]. Cette signali-
sation intracellulaire particuliere de
certains récepteurs pour les Wnt
pourrait contribuer a leur faire jouer
un role différent de celui des autres
récepteurs de la famille au cours du
développement.

Tres récemment, il a été démontré
que la voie de signalisation activée
par les cytokines de la famille TGF-f,
qui implique les protéines SMAD, est
sous controle des flux calciques.
Ainsi, la CaMK II phosphorylerait
certaines SMAD, modifiant leur loca-
lisation subcellulaire, leur activité
transcriptionnelle et leurs préfé-
rences de dimérisation. Il en décou-
lerait une modulation de la signalisa-
tion en aval du TGF-§ [18]. Cette
découverte illustre a nouveau la
facon dont des signaux calciques
peuvent enrichir et moduler d’autres
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Figure 2. Principales voies activées par Ca?-CalM. Ce schéma récapitule la
cascade des CaM-kinases et les spécificités fonctionnelles de CaMKIl. Les
principales voies qui affectent ou sont affectées par cette cascade sont repré-
sentées en grisé. Les fleches désignent soit des activations, soit, lorsqu’elles
sont barrées, des inhibitions. Ainsi, les CaMK | et IV nécessitent I'activité
CaMKK pour étre pleinement activées, tandis que CaMK |l peut s’autophos-
phoryler (fleche circulaire). Les dialogues entre la PKA et les CaMK sont
représentés, ainsi que lI'influence du calcium sur Pyk2, et donc sur la voie des

MAP-kinases en aval de Ras.
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signaux impliqués, par exemple,
dans la prolifération cellulaire et le
développement.

Enfin, au sein méme de la voie CaMK
existent des antagonismes: les CaMK
I et IV peuvent empécher la nucléari-
sation de la CaMKII en phosphory-
lant un résidu proche de son signal
de localisation nucléaire (NLS) [12].
Le calcium apparait donc comme un
modulateur général de nombreuses
voies de signalisation, permettant
Iintégration de signaux tres divers.
Dans des systemes artificiels, le cal-
cium affecte encore beaucoup
d’autres cascades que celle des
CaMK, mais il faut remarquer que
ces systémes tiennent rarement
compte des spécificités temporelles
et spatiales du signal calcique enre-
gistré in vivo.

Flux maintenus
ou flux oscillatoires?
Flux nucléaires
ou cytoplasmiques?

La facon dont la concentration en
calcium intracellulaire évolue au
cours d’une stimulation n’est pas
anodine. Suivant que cette variation
présente un caractére oscillatoire ou
maintenu, les effets se manifestent de
facon tres différente au niveau trans-
criptionnel. Griace a des méthodes
qui permettent de créer des oscilla-
tions contrdlées de Ca? intracellu-
laire [9, 19, 20], I’effet de ces oscilla-
tions calciques sur la réponse
transcriptionnelle a été mesuré au
moyen de genes indicateurs contrd-
lés par plusieurs facteurs de trans-
cription susceptibles de relayer les
effets calciques (NF-kB, Oct-1 ou NF-
AT). Le résultat a été inattendu: la
réponse transcriptionnelle est plus
intense si les variations de concentra-
tion du Ca* intracellulaire sont oscil-
latoires que si elles sont maintenues.
En outre, la réponse spécifique
dépend de la fréquence des oscilla-
tions: seul par exemple NF-kB
répond aux oscillations de faible fré-
quence [20]!

Les CaMK nucléaires semblent agir
comme des décodeurs de fréquence
vis-a-vis des bouffées de calcium
nucléosolique [21]. L’importance
des oscillations calciques dans la
modulation de la plasticité synap-
tique suggere un role des CaMK dans

s ces processus [22]. C’est également
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une CaMK qui phosphoryle IKB (un
inhibiteur de NF-KB), ce qui active sa
dégradation: cette relation établit
peut-étre une cascade de signalisa-
tion oscillatoire.

La réponse transcriptionnelle va
dépendre également du comparti-
ment cellulaire qui subit la variation
de concentration en Ca?%*. Ainsi, il
semblerait que le site CRE (cAMP res-
ponsive element, cible de CREB) ne
réponde qu’a des variations de
concentration du Ca? intranucléaire
consécutives a une activation des
canaux calciques de type L, les types
N et P/Q restant inefficaces. Dans les
mémes conditions, le site SRE (serum
responsive element, cible de SRF, serum
response factor) répondrait a des stimu-
lus calciques cytoplasmiques [23]
(figure 3). En paralléle, une transloca-
tion rapide (1 min) du complexe
Ca?-CaM peut étre observée dans des
neurones pyramidaux de ’hippo-
campe, du cytoplasme vers le noyau,
ce qui pourrait rendre compte de cer-
tains effets nucléaires du calcium
[24]. Cependant, aucune transloca-
tion de protéine n’est nécessaire pour
obtenir 'activation de CREB lors
d’une dépolarisation : en I’absence de

toute translocation de calmoduline,
la propagation du calcium libre vers
le noyau pourrait seule rendre
compte de 'activation de CREB par
les CaMK nucléaires [25].

Ces résultats introduisent la notion
de compartimentation des réserves
calciques non seulement dans la cel-
lule [26], mais aussi dans le noyau.
L’enveloppe nucléaire possede en
effet ses propres récepteurs pour
I'InsP3, ses propres pompes d’établis-
sement du gradient, et possede aussi
la faculté d’engendrer des bouffées
transitoires de calcium dont la fré-
quence constitue en soi une informa-
tion. Ainsi, une faible stimulation
déclenche une «bouffée» (puff)
locale de calcium, tandis qu’une sti-
mulation soutenue provoque une
«vague » (wave) globale qui peut
éventuellement se propager de cel-
lule a cellule, dans certains types cel-
lulaires [27]. Pour 'instant, ces phé-
nomenes sont a peine identifiés, et
un enjeu important de la recherche
dans ce domaine est de comprendre
comment un type particulier d’influx
calcique (site, durée, fréquence)
active une voie de signalisation adap-
tée.

Neurotransmetteurs
Dépolarisation

Cytoplasme

Figure 3. Spécificité spatiale des effets du calcium sur la transcription. Fon-
dée sur le travail de Hardingham et al. [23], cette figure montre comment le
calcium affecte, selon la localisation cytoplasmique ou nucléaire de l'influx
calcique, la transcription dépendante de SRE (serum responsive element) ou
de CRE (Ca-cAMP responsive element). Les flux calciques nucléaires suffi-
raient a déclencher la transcription dépendant de CREB sans translocation de

la CaM.
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Calcium et facteurs
de transcription

Certaines des voies de signalisation
décrites ci-dessus convergent vers des
facteurs de transcription, qui en inte-
grent les signaux. L’état de phospho-
rylation d’un facteur de transcription
peut moduler sa localisation subcel-
lulaire, sa stabilité, son activité intrin-
séque ou son association avec des
cofacteurs, ou encore une combinai-
son de ces divers parametres. Selon
son état d’activation, un facteur de
transcription aura donc un effet dif-
férent sur la machinerie basale de
transcription, constituée de I’ARN
polymérase et des facteurs généraux
de transcription. La résultante de
Pactivité de tous les facteurs présents
sur un promoteur détermine donc le
niveau d’activation de la transcrip-
tion du gene correspondant.

Translocation cytoplasme-noyau

Les facteurs de transcription comme
NF-AT (nuclear factor AT) ou Oct-1
(protéine liant la séquence octamere
présente dans le promoteur de nom-
breux genes, dont ceux des immuno-
globulines) sont la cible de la calci-
neurine, une phosphatase activée par
le complexe Ca*-CaM. NF-AT est un
complexe qui comprend une pro-
téine constitutivement nucléaire, NF-
ATn, et une protéine qui fait la
navette entre le noyau et le cytosol,
NF-ATc. En I’'absence de stimulation,
NF-ATc réside dans le cytoplasme et
sa translocation vers le noyau est acti-
vée par déphosphorylation de sérines
présentes dans un motif répété (SP
repeat: SPXXSPXXSPXXXXXD/
ED/E) situé dans sa région amino-
terminale. Ces répétitions encadrent
un motif faisant office de NLS qui est
ainsi exposé [10].

La translocation de NF-AT se fait en
association avec le complexe Ca*-
CaM-calcineurine qui entre alors en
compétition dans le noyau avec des
kinases qui vont phosphoryler a nou-
veau les sérines régulatrices [10]. Le
temps de résidence nucléaire de NF-
ATc est donc sous la dépendance: (1)
du NLS et d’un signal d’export
nucléaire (NES); (2) de la déphos-
phorylation des sérines présentes dans
les répétitions SP par le complexe
Ca*-CaM-calcineurine; et (3) de leur
rephosphorylation antagoniste par
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des kinases. La nature de ces kinases
peut varier suivant les variants de NF-
AT concernés. Ainsi pour NF-ATcl,
une premiere phosphorylation par
PKA serait requise pour créer des sites
reconnus par la glycogene synthase
kinase 3 (GSK3), qui donnerait ainsi
le coup de grace, renvoyant ce facteur
dans le cytoplasme. En revanche,
pour NF-ATc3, ce sont JNK, MEKKI
et caséine kinase 1 a qui seraient
impliquées [10] (figure 4).

De nombreuses observations mon-
trent que la transcription sous la
dépendance des facteurs NF-AT n’est
effective que si d’autres voies de
signalisation sont sollicitées de facon
conjointe [28]. En fait, il semblerait
que, dans des conditions physiolo-
giques, NF-ATc ne soit pas capable
de lier avec une affinité suffisante les
séquences d’ADN qu’il est sensé
reconnaitre. Cette liaison serait obte-
nue par synergie avec d’autres fac-
teurs de transcription tels que c-MAF,
GATA4 ou AP1 (jouant alors le role
de NF-ATn cité plus haut). La néces-
sité d’un partenaire introduit ainsi
une convergence entre la voie
controlée par la calcineurine et
d’autres systtmes comme ceux de la
PKC [28] ou de Ras, ce qui permet

au contexte cellulaire de s’exprimer
pleinement au travers de modula-
tions qui affinent la complexité du
signal (figure 5).

De plus, il semble que la déphospho-
rylation de NF-AT par la calcineurine
affecte non seulement sa localisation
mais également sa capacité de tran-
sactivation [29].

Modulation de P’activité
transcriptionnelle

L’intégration de plusieurs voies de
signalisation peut se décliner d’une
toute autre manieére. Ainsi, un méme
site de phosphorylation peut étre la
cible de nombreuses kinases, comme
c’est le cas pour le facteur de trans-
cription CREB. Ce dernier appartient
a la superfamille des protéines a
domaine bipartite bZIP (basic domain-
leucine zipper) dans lesquelles le pre-
mier domaine, en position aminoter-
minale, contient une série de lysines
et d’arginines et contacte directe-
ment ’ADN, alors que le second,
constitué par une répétition de leu-
cines tous les 7 acides aminés, est res-
ponsable de la dimérisation [30].
Plusieurs variants engendrés par épis-
sage alternatif peuvent former des

Ca2+

Inactive

Kinase (s)

Cytoplasme

Noyau

Figure 4. Calcineurine et localisation de NF-AT. La sous-unité catalytique
CnA de calcineurine est activée lorsque sa sous-unité régulatrice, CnB, est
chassée par fixation de Ca%-CaM. Cette forme active déphosphoryle alors
NF-AT, permettant son importation dans le noyau grace a un NLS. Certaines
kinases nucléaires décrites dans le texte entrent en compétition avec CnA-
Ca?*-CaM car elles phosphorylent NF-AT de maniére a rendre son NES
(séquence d’export nucléaire) fonctionnel, et a le renvoyer dans le cyto-
plasme. La localisation subcellulaire de NF-AT est donc la résultante d’'un
équilibre dynamique entre les activités de la calcineurine et de kinases

nucléaires.
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Figure 5. NF-AT: un facteur bipartite

intégratif. Les facteurs NF-AT sont

constitués d'une composante nucléaire, qui peut étre AP1, c-MAF, GATA4,

MEF2... et d'une composante qui fait

la navette entre le noyau et le cyto-

plasme, NF-ATc. La diversité des partenaires de NF-ATc et I'activation de NF-
ATc et n par des voies trés différentes permettent, en intégrant différents
aspects du contexte cellulaire, une combinatoire étendue dans la formation

de dimeéres, et une modulation fine de

homodimeéres ou bien s’associer a
ATF-1 (activating transcription factor 1)
ou a 'un des variants de CREM
(cAMP response element modulator). Ces
derniers sont soit des répresseurs
(CREM a, B, y), soit des activateurs
(CREMT) de la transcription et, au
contraire de CREB et d’ATF-1, ils
présentent des profils d’expression
tres spécifiques de certains tissus (tes-
ticule, cerveau, axe neuroendocrine)
[30]. Ainsi, par des mécanismes
d’épissage alternatif, ou encore de
I'utilisation de promoteurs alternes,
cette famille de protéines montre
une grande diversité qui assure une
flexibilité importante.

Dans la protéine CREB, deux sites
majeurs de phosphorylation consti-
tués par les sérines 133 et 142 sont
présents au sein d’'un motif suscep-
tible d’étre phosphorylé par de mul-
tiples kinases (KID: kinase inducible
domain). Initialement décrite a la
suite d’une augmentation de la
concentration intracellulaire en
cAMP, la phosphorylation de la
sérine 133 est également observée
aprés augmentation de la concentra-
tion du Ca? intracellulaire. En fait, la
méme sérine est phosphorylée in
vitro par les kinases CaMKI, II, IV,
PKA, PKC et les MAPKAPK (MAPK-
activated protein kinases)! 11 est donc
vraisemblable que, selon le type cel-
lulaire et le mode de stimulation, de

I'expression génique.

nombreuses voies de signalisation
convergent vers la sérine 133 (figure
6). De plus, la CaMKII phosphoryle
en méme temps la sérine 142 de
CREB (ce qui a un effet inhibiteur),
alors que la CaMKIV ne ciblerait que
la sérine 133, avec pour résultat une
stimulation de la transactivation [30].
De nombreux travaux, parfois contra-
dictoires, ont cherché a déterminer
le role joué par la phosphorylation
de CREB: recrutement sur le CRE,
augmentation de la stabilité du com-
plexe CREB-CRE, recrutement de
partenaires. L’hypothese d’une liai-
son constitutive de CREB sur 'ADN
in vivo (pour ses sites de haute affi-
nité) a permis d’identifier des parte-
naires, ce qui a conduit a la purifica-
tion de la protéine CBP (CREB
binding protein). CBP fixe CREB
quand il est phosphorylé sur la sérine
133 et sert alors de pont moléculaire
entre CREB et le reste de la machi-
nerie transcriptionnelle [31]
(figure 7). 11 semble toutefois que
I’action de CBP dépasse largement le
cadre des effets de CREB. En effet,
CBP seule peut activer la transcrip-
tion en réponse a un stimulus cal-
cique relayé par la CaMKIV et la voie
des MAPK, quand elle est artificielle-
ment fusionnée a un domaine de liai-
son a 'ADN [32]. Cela suggere que
d’autres facteurs de transcription
peuvent ainsi contribuer, via CBP, a

relayer des effets transcriptionnels
sous le controle du calcium
nucléaire. Des résultats récents mon-
trent que tel est le cas pour c¢-JUN, en
I’absence de toute activation des JNK
(JUN amino terminal kinases) et sans
que les sites canoniques sérine 63 et
sérine 73 soient impliqués [33].
Dans les neurones, les influx cal-
ciques issus des canaux sensibles au
potentiel de type L ou des récepteurs
ionotropiques du glutamate (de type
NMDA) stimulent la phosphorylation
de CREB. Or, seule l'activation des
canaux L conduit & une expression
de c-fos tandis que les récepteurs
NMDA sont inefficaces, méme a de
fortes concentrations de glutamate. Il
semble donc que le site d’entrée du
calcium détermine 1’activation
génique [34], vraisemblablement par
un couplage différentiel aux réserves
intracellulaires, en particulier celles
de I’enveloppe nucléaire.

La famille des facteurs de transcrip-
tion MEF2 (myocyte enhancer binding
factor2) représente encore un autre
exemple de la multiplicité des
signaux déclenchés par le calcium
[35]. Cette famille est caractérisée
par un domaine de liaison a 'ADN
apparenté a celui de SRF, appelé
MADS box, et on trouve ses membres
exprimés, entre autres, dans les myo-
cytes, les neurones et les lympho-
cytes. Certains membres de cette
famille sont directement activés a la
fois par la calcineurine et par la CaM-
KIV, ce qui stimule fortement I’acti-
vité transcriptionnelle de MEF2. En
outre, MEF2 est susceptible de for-
mer un complexe tripartite avec NF-
AT (lui-méme activé par la calcineu-
rine) et ’ADN. Enfin, ces deux
facteurs interagissent avec CBP, lui-
méme activé directement par la CaM-
KIV [32] : ce systeme intégrateur, qui
interviendrait dans la différenciation
musculaire et ’apoptose des lympho-
cytes T, récapitule ainsi la plupart des
effets transcriptionnels du calcium
[36].

L’activation de la transcription par le
calcium intervient trés souvent sous
forme d’une synergie. Parfois méme,
une voie impliquant le calcium est
tres peu efficace seule mais potentia-
lise tres fortement l'effet d’'un autre
signal. C’est le cas de la signalisation
déclenchée par les nucléotides extra-
cellulaires dans les ostéoblastes, dans
lesquels les récepteurs membranaires

m/s n° 10, vol. 17, octobre 2001
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Figure 6. CREB: une cible multiple des voies activées par le calcium. Le com-
plexe calcium/CaM peut activer la phosphorylation de CREB par les CaMK Il
et IV. Cependant , outre la sérine 133, CaMKII phosphoryle aussi la Ser 142,
qui a un effet inhibiteur. CREB est aussi phosphorylé sur Ser 133 suite a
I'activation de la cascade des MAPK via Pyk2 ou Ras-GRF.

Figure 7. Roles de CBP. A la fois activé par CaMKIV et par recrutement sur
CREB phosphorylé, CBP sert a la fois: (1) de pont moléculaire entre les acti-
vateurs spécifiques (ici CREB) et la machinerie de base de la transcription
(ARN polymérase et facteurs généraux associés), vraisemblablement via
RHA, une ARN hélicase; et (2) d’histone acétyl-transférase, permettant une
décompaction de la chromatine propice a l'activation de la transcription.
CREB lui-méme interagit directement avec certains facteurs associés a I’ARN

polymérase (Pol Il), comme TAF130.

métabotropiques P2Y activent tres fai-
blement I’accumulation du messager
c-fos par libération de calcium intra-
cellulaire. En revanche, 'effet de
I’hormone parathyroidienne (PTH)
est fortement potentialisé. Etant don-
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née la courte durée de vie des
nucléotides hors des cellules, ils
pourraient agir comme des potentia-
teurs locaux de réponses systé-
miques. Bien que la PTH déclenche
une production de cAMP, la synergie

calcium/cAMP n’intervient pas sur le
site CRE mais sur le site SRE, par un
mécanisme n’impliquant pas les
MAPK, et qui pourrait étre lié aux
CaMK [37]. Il existe en effet un
mécanisme d’activation de SRF en
réponse au calcium par une voie
indépendante des MAPK, via une
phosphorylation par la CaMKIV [38].
L’essentiel des effets du calcium sur
la transcription semblent donc
controlés par la calmoduline. Cepen-
dant, on a récemment caractérisé un
répresseur transcriptionnel, pour le
geéne codant pour la prodynorphine
humaine, qui se passerait de cette
médiation de la calmoduline. Baptisé
DREAM (downstream regulatory element
antagonist modulator), ce dernier ne
fixerait plus FADN en présence de
calcium, en raison de la présence de
motifs susceptibles de lier directe-
ment Ca?* (EF-hands). La cible
nucléique de DREAM, appelée DRE,
n’est efficace que lorsqu’elle est pla-
cée en aval du site de démarrage
(figure 8). c-fos serait également une
cible de ce répresseur dépendant du
calcium [39]. Il est a noter que la
PKA peut contrecarrer I'action de
DREAM via CREMA, ce qui illustre a
nouveau le couplage entre plusieurs
stimulus [40]. En outre, DREAM est
une protéine multifonctionnelle, qui
fait partie d’une famille de modula-
teurs de lactivité d’un canal potas-
sique, mais ceci est une autre his-
toire... [41].

Effets sur la progression
des ARN polymeérases
et la structure

de la chromatine

Le démarrage de la transcription
n’est pas le seul niveau touché par le
calcium. Le contréle peut intervenir
également en aval, alors que les ARN
polymérases ont commencé a trans-
crire. Dans certains tissus ou types
cellulaires en culture, le géne c-fos
présente des polymérases engagées
dans le processus de transcription
bien que ne conduisant pas a la for-
mation d’un transcrit complet [42,
43]. Ce blocage intervient a la fin du
premier exon et présente certaines
analogies avec le mécanisme d’atté-
nuation décrit chez les procaryotes.
Ainsi, dans les macrophages murins
en culture primaire, la reprise de la
transcription de c-fos est induite par m——
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Figure 8. Effets du calcium en aval
du site de démarrage de la transcrip-
tion: I'exemple du géne c-fos. Outre
les effets du calcium sur les
ségquences promotrices situées en
amont du site de démarrage de la
transcription (principalement SRE et
CRE), il existe un contréle intragé-
nique de la transcription de c-fos.
DREAM, un répresseur qui se lie au
site DRE (downstream repressor ele-
ment), libére ce site et permet I'accu-
mulation du messager lorsqu’il ché-
late des ions calcium. Son activité de
répression peut aussi étre levée par
interaction avec CREMa. Le calcium
a aussi un effet plus en aval dans le
géne c-fos, car lI'allongement des
transcrits au-dela d'un site de blo-
cage n'est efficace qu’en présence de
fortes concentrations de calcium cel-
lulaire. La levée de cette pause est
liée a la calmoduline, indépendam-
ment des CaMK et de la calcineurine.

de nombreux stimulus qui, tous,
nécessitent la mobilisation du cal-
cium intracellulaire. La levée du blo-
cage ne peut étre obtenue si I'on
chélate spécifiquement cet ion, alors
méme que le démarrage de la trans-
cription n’en est pas affecté [43]. Le
méme processus a été décrit dans des
lymphocytes T [44]. Une analyse
détaillée (dans des fibroblastes
murins, dans lesquels ce phénomene
existe, méme s’il est moins efficace)
suggere que les effets du calcium
nécessitent le complexe Ca*-CaM,
mais pas la calcineurine ni les CaMK.
En outre, le W7, un antagoniste de la
calmoduline, active trés fortement la
transcription de c-fos, suggérant la
levée d’une répression relayée par le

mmmmm complexe Ca?*-CaM indépendam-
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ment de ses effecteurs connus, trés
probablement au niveau de certains
facteurs d’élongation non identifiés
(figure 8) [45].

Il apparait donc que, lorsque le
controle de l'expression d'un gene
doit étre trés serré, comme c’est le
cas pour un proto-oncogene, un ver-
rou supplémentaire puisse étre uti-
lisé, intervenant au niveau de la pro-
gression des polymérases en plus de
la régulation du démarrage de la
transcription.

Le calcium peut avoir des effets plus
généraux sur la transcription en agis-
sant sur le remodelage de la chroma-
tine. Ainsi, outre le recrutement de
I’ARN polymérase, CBP affecte la
structure chromatinienne adjacente
a son site de fixation. CBP possede
une activité histone acétyl transférase
(HAT) (figure 7) et s’associe a une
autre protéine qui possede le méme
type d’activité, P/CAF [46]. En acéty-
lant les résidus lysine présents dans la
partie amino-terminale des histones,
les deux protéines rendent la chro-
matine plus lache, donc plus acces-
sible a la machinerie transcription-
nelle. Il semblerait toutefois que
seule CBP soit requise pour la média-
tion des effets calciques passant par
le CRE [32]. A I'inverse, la phospho-
rylation de MEF2 par les CaMK sup-
primerait son interaction avec une
histone désacétylase (HDAC), ce qui
empécherait la répression chromati-
nienne associée a cette activité [36].
De plus, le complexe Ca*-CaM pour-
rait directement entrer en compéti-
tion avec MEF2 pour sa liaison avec
HDAC4 [47].

I Conclusions

Le calcium peut donc agir sur la
transcription a différents niveaux,
depuis la translocation spécifique de
certains facteurs du cytoplasme vers
le noyau jusqu’au remodelage ciblé
de la chromatine. Nombre de ces
effets sont relayés par des enzymes
dont l'activité est stimulée par la fixa-
tion du complexe Ca*-CaM. Ce der-
nier peut également avoir des effets
inhibiteurs directs, en se fixant par
exemple a certaines protéines de la
famille bHLH, ce qui diminue consi-
dérablement leur affinité pour 'ADN
[48], ou encore a des facteurs qui
pourraient agir au niveau de la pro-
gression des ARN polymérases, bien

apres leur démarrage [45]. Toute-
fois, la calmoduline n’est pas tou-
jours le médiateur, et le calcium peut
agir directement sur un facteur de
transcription comme DREAM [39].
Enfin, il est essentiel de noter que la
distribution spatiale et temporelle
des flux calciques semble jouer un
role au moins aussi important que
leur intensité m
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Summary

Calcium fluxes and gene
expression

Calcium fluxes modulate many
biological processes including
gene expression, and especially
transcription. In this review, we
describe the main possible sources
of calcium, namely the internal
stores and extracellular milieu, as
well as the channels that connect
them to the cytosol. Calcium
influxes activate calmodulin
(CaM), a calcium-binding protein,
which in turn switches on several
kinases (CaM-kinases, CaMK) and
a phosphatase (calcineurin). The
signalling pathway downstream the
Ca®-CaM complex also includes
the CaM-kinases kinases (CaMKK),
thus elaborating a CaMK cascade
that can cross-talk with other path-
ways such as the MAP-kinase cas-
cade. The calcium message is dis-
cussed in terms of time and space:
the transcriptional response
depends on the subcellular com-
partment and on the frequency/
duration of the stimuli. Calcium
can modulate transcription by
modifying not only the localisation
and activity of transcription fac-
tors, but also RNA polymerases
processivity and chromatin struc-
ture. All these processes act in
concert to regulate calcium-depen-
dent transcription. While most of
these transactions are mediated by
Ca?-CaM, a recently discovered
calcium-sensitive transcriptional
repressor, DREAM, directly binds
calcium ions. This binding drama-
tically changes its DNA binding
properties.
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