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Chapitre I - Introduction

Chapitre I:
INTRODUCTION

Une fois enracinées, les plantes doivent faire face aux contraintes de
I'environnement pour assurer leur survie et le succés de leur reproduction. Cet
environnement fluctue beaucoup, alternant des périodes fastes et des périodes plus
difficiles. Les processus d'évolution semblent avoir sélectionné une grande plasticité
dans le développement végétal et une large gamme de programmes d'expression de
genes en réponse aux contraintes de 1'environnement.

La nutrition des plantes, en particulier la nutrition minérale, est trées dépendante
de la disponibilité des molécules au contact des racines. En fonction du lessivage ou
des apports extérieurs, des caractéristiques physico-chimiques du sol et des
compétitions avec d'autres organismes, les plantes doivent s'adapter pour un ou
plusieurs types de molécules, a une alternance de périodes de carence et d'abondance.
Cela nécessite d'une part des processus d'absorption tres efficaces et d'autre part
l'existence d'une politique de stockage permettant a la plante d'éviter les carences en
périodes difficiles.

De plus, les cellules végétales, comme toutes les cellules eucaryotes, sont
extrémement compartimentées. Cela signifie que les enzymes et leurs
substrats/produits ne sont pas toujours dans le méme compartiment et ont a étre
regroupés/transportés pour que le systéme soit fonctionnel. Les membranes sont donc
des zones d'échange d'eau, d'ions ou de solutés. A leur niveau, la cellule peut assurer
un contrdle sur les flux de différentes molécules. La membrane plasmique a un statut
particulier: elle assure l'interface entre le milieu cellulaire et la paroi. Du coté
cytosolique, la composition du milieu est trés bien définie et relativement constante
dans le temps; du coté extérieur, elle est au contraire trés variable. Il est évident que la
cellule doit posséder des sytémes de transport efficaces sur cette membrane et les
moduler en fonction des conditions, afin d'assurer sa survie.

Les différentes activités impliquées dans 1'homéostasie des ions a 1'échelle de la
cellule ou de la plante commencent a étre connues. Ce sont en particulier des protéines
transmembranaires impliquées dans des phénomenes de transport conduisant a
l'accumulation des solutés dans certains compartiments et certains organes. Sur la
membrane plasmique, les scientifiques ont décrit des systémes d'accumulation tres
efficaces -des transporteurs directement ou non énergisés- et des protéines
particuliéres permettant la diffusion des molécules en fonction de leur gradient -les
canaux ioniques-; deux grands modes de transport impliqués dans des fonctions tres
diverses.



[NO37]
2-10 mM

[CI]
3-10 mM

[HCO37]
1-10 mM

[Phosphate]
4-6 mM

[Malate]
1-5mM

Figure I-1: Compartimentation des anions dans la cellul
végétale: gradients d’anions et gradients de potentiel

D’aprés barbier-Brygoo et al. 2000

Vacuole

[NOs3]
10-80 mM

[Cl]
7-40 mM

[Phosphate]
4-20 mM

[Malate]
5-100 mM

Y

Apoplasme

e



Chapitre I - Introduction

A- Homéostasie des anions dans la plante

L’homéostasie des anions est 1’ensemble des processus physiologiques de la
plante qui régissent l’accumulation des anions telle qu’on peut [’observer
expérimentalement. Il s’agit donc d’une "politique" des plantes nécessaire a leur survie
et faisant intervenir de nombreuses fonctions cellulaires régulées de manicre a
n’autoriser que des fluctuations compatibles avec la survie. Nous verrons dans le
chapitre suivant que le statu des anions est complexe dans la plante, a la fois en raison
de leur grande diversité, mais aussi parce qu’ils interviennent dans de nombreux
phénomeénes a 1’échelle de I’organe, de la cellule ou du compartiment cellulaire. La
liste des fonctions que je présenterai n’est bien sur pas exaustive.

1- Les anions ne sont pas gérés par les cellules végétales comme ils le sont
dans les cellules animales

a- Contenu anionique des systémes végétaux

Les cellules animales n’ont en grande quantit¢é comme anion inorganique que
I’anion chlorure qui sert de contre-charge au potassium et au sodium. A 1'opposé, les
cellules végétales accumulent de facon trés souple une quantité importante et variée
d’anions. La figure I-1 (adaptée de (Barbier-Brygoo et al, 2000)) donne quelques
valeurs indicatives quant a I’accumulation des anions dans la cellule végétale. En plus
de I’ion chlorure, qui se trouve en concentration relativement faible, on trouve dans les
cellules végétales du nitrate, du phosphate, du sulfate ainsi que plusieurs types
d’anions organiques, dont certains des plus abondants sont le malate, le glutamate et
l'aspartate. En face de cette grande variété de charges négatives, la plante accumule
principalement comme cation, le potassium. Elle supporte donc trés bien une grande
variabilité qualitative et quantitative dans la composition anionique du milieu mais le
potassium est absolument nécessaire a sa survie.

Comme I’illustre la figure I-1, tous les compartiments de la cellule ne stockent
pas les anions de la méme fagon. Différents auteurs se sont attachés a mesurer les
concentrations anioniques dans le cytoplasme et dans la vacuole et ont révélé
d’importantes disparités. Par exemple, pour les plantes supérieures et en conditions
nutritives non limitantes, les concentrations de nitrate cytoplasmique et vacuolaire sont
respectivement de 1-5 mM et 20-40 mM (Crawford, 1995). Un tel ratio est conservé
dans les cellules d’orge en ce qui concerne le nitrate (4 / 40 mM) (Smith ez al., 1995)
et pour le chlorure chez 1’algue Eraemosphera viridis (3 / 7 mM) (Bethmann et al.,
1995) et I’hépatique Conophalum conicum (7,4 / 43,5 mM) (Trebacz et al., 1994). Une
idée répandue veut que les concentrations anioniques cytoplasmiques, comme d’autres
paramétres cellulaires soient relativement tamponnées. Effectivement, dans les racines
d’orge ayant poussé sur un milieu contenant 0,1 ou 10 mM NOj", un dosage par la
technique des microélectrodes sélectives révele des concentrations cytoplasmiques de
I’ordre de 4 mM dans les deux cas, alors qu’elles varient de 10 a 40 mM dans la
vacuole (Vander Leij et al.,, 1998). Des résultats comparables ont été obtenus
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concernant le phosphate dans les racines de mais: sa concentration est de 1'ordre de 4 a
6 mM dans le cytoplasme mais varie de 0 a 20 mM dans la vacuole (Lee et al., 1990).
Les données quant aux compartiments autres que la vacuole et le cytoplasme sont peu
abondantes: A partir de chloroplastes isolés d’épinards, de betterave et de pois,
Robinson et Downtown (1984) ont évalué 1’anion chlorure a une concentration proche
de 100 mM . Enfin Kaiser et Urbach (1977) ont dosé le phosphate inorganique dans le
meéme organe a une valeur proche de 150 mmole par mg de Chlorophylle .

L'autre idée intéressante illustrée par ces expériences est que la plante est
capable de pallier le manque d'un certain anion probablement par l'accumulation
d'autres anions en provenance du milieu ou par synthése selon les possibilités (Hiatt,
1967; Ting, 1981). Lors de l'ouverture des stomates de Vicia faba, le malate est
accumulé en complément de l'ion chlorure dans les cellules de garde a 75 mM en
condition de chlore non limitant et a 145 mM en cas de carence (Raschke et al., 1978).

Un autre niveau de complexité lors de l'accumulation des anions est l'origine de
la cellule considérée. On observe généralement une distorsion par exemple entre
différents organes. Ainsi Geelen et ses collégues (2000) observent sur de jeunes
plantules d'Arabidopsis thaliana une concentration 30 % supérieure en nitrate et en
sulfate dans les parties aériennes par rapport a la racine. En revanche, I'anion chlorure
est accumulé de manic¢re comparable dans les deux organes. Un autre exemple est le
cas des cellules de garde des stomates, dont la concentration en anions varie en
fonction des besoins lors des mouvements stomatiques. Les cellules voisines ne
subissent pas ou peu ces variations ou, chez certaines especes, fournissent les cellules
de garde en anions nécessaires a l'ouverture des stomates: la concentration en chlore
dans les cellules de garde augmente en méme temps qu'elle diminue dans les cellules
proches. Un dernier exemple est donné par I'évaluation des concentrations de certains
anions dans le mésophylle et 1'épiderme d'orge. Alors que le chlore et le nitrate
semblent étre accumulés dans les cellules épidermiques d'un facteur proche de 5, le
phosphate est accumulé dans le mésophylle d'un facteur 3 (Karley et al., 2000).

Ces différences entre organes et entre tissus rendent probablement compte d'une
spécialisation des cellules au sein de la plante soit en terme de stockage, soit en
fonction des capacités métaboliques. Il est en effet imaginable que les anions dont
l'assimilation est onéreuse soient stockés dans les organes photosynthétiques. Toutes
ces variations dans l'accumulation traduisent probablement des variations des
populations de transporteurs au niveau des membranes des cellules.

b- Osmolarité et métabolisme: deux fonctions de base des anions dans la plante

Le statut des anions dans les cellules végétales est d’autant plus complexe qu’ils
interviennent  potentiellement dans plusieurs phénoménes physiologiques
d’importance.

Le premier d'entre eux est le maintien d'une forte osmolarité, assurant la
turgescence. La pression osmotique dans les cellules végétales est souvent de 1’ordre
de 400 a 1000 mOsm selon les espéces et les conditions (Craw, 1976). Excepté pour
les espéces qui accumulent beaucoup de sucre, cette osmolarité est principalement
assurée par des sels de potassium. Par exemple, chez I’orge en conditions normales,
elle est voisine de 450 mOsm (Fricke et al., 1994). Le potassium est alors a une
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Figure I-2: Résumé des mécanismes de transport des anions a I'échelle de la membran €
plasmique des cellules végétales. Le gradient de potentiel électrochimique des protons est créé et
entretenu par les pompes ATPases (1) de la membrane plasmique. Ce gradient, dit primaire, est
“consommé” pour créer les gradients secondaires dont ceux des différents anions. Les activités mises
alors en jeu sont des cotransports (2) nH+/A-. Alors que I'accumulation du potassium dans la cellule peut
se faire souvent uniquement par diffusion (3) ceci grace au potentiel de membrane trés négatif,
'apparition de conductances aux anions sur cette membrane (4) provoquera un fort efflux.
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concentration proche de 200 mM, tout comme les anions inorganiques cumulés
(nitrate, chlorure et phosphate).

Les anions interviennent de plus dans de nombreuses étapes du métabolisme.
Contrairement aux animaux, les plantes sont capables de mobiliser 1’azote, le soufre et
et le phosphore a partir des anions minéraux nitrate, sulfate et phosphate (Buchanan et
al., 2000). Pour cela, elles possédent des enzymes clefs: 1’azote du nitrate est réduit
par les nitrate et nitrite réductases en ammonium puis inclus dans les acides aminés et
les protéines. L’APS sulfurylase "active" le sulfate en le fixant sur le phosphate alfa
d’un ATP formant ainsi I’APS (pour Adénosine PhosphoSulfate), lui méme substrat de
plusieurs enzymes conduisant a 1’incorporation du soufre dans des molécules plus
complexes. Le phosphate, par réduction d'une liaison ester, est fixé a I’ADP pour
former I’ATP. De 1a, il peut étre remobilisé et inclus dans des molécules plus
complexes comme des sucres phosphates. Le contenu anionique des plantes
correspond donc aussi a un stockage d’azote, de soufre et de phosphore, facilement
utilisable quoique moyennant de grandes dépenses énergétiques. Par exemple, la
réduction de 1’azote sous forme NOs™ en acides aminés correspond a une "dépense"
minimum de 8 NAD(P)H,H". Il en est de méme pour les anions organiques qui sont
des "étapes" dans des voies métaboliques et s’accumulent selon les besoins
momentanés en réponse a plusieurs contraintes (niveaux énergétiques de la cellule,
régulation du pH, maintient de I’osmolarité, etc). Par exemple, le malate, un des
anions organiques les plus abondants, est un point d'entrée du cycle de Krebs et une
¢tape de la syntheése des glucides a partir des lipides. Mais il intervient aussi lors de la
photosynthése car il est le produit de l'acceptation du dioxyde de carbone par le
phosphoenol pyruvate (PEP) grace a la PEP carboxylase et la malate déshydrogénase.
Il est particulierement accumulé durant le cycle photosyntétique des plantes en C4 et
sert de navette chez les crassulacées. De méme, le glutamate et 1’aspartate -deux
anions organiques abondants- interviennent dans 1’assimilation de 1’azote inorganique
lors de I’incorporation de I’ammonium dans les molécules organiques plus complexes.

c- Donc...

Les plantes accumulent beaucoup de sels de potassium mais avec une grande
souplesse quant a la nature des anions. Si les besoins métaboliques sont satisfaits, elles
accumulent de fagon apparemment qualitativement indifférente les anions du sol et
lorsque ceux-ci viennent a faire défaut, elles peuvent utiliser les produits de leur
métabolisme comme anions solubles. Ceux-ci peuvent alors atteindre des
concentrations conséquentes.

Ces variabilités qualitatives et quantitatives correspondent a une politique de
stockage des anions par la plante en réponse au contraintes de I’environnement et du
développement. Elle nécessite probablement un nombre non négligeable de
transporteurs et de régulateurs, dont certains sont bien décrits d'un point de vue
fonctionnel et ont été clonés. Parmi ces nombreuses protéines membranaires, les
canaux anioniques dont l'activité a été décrite sur toutes les membranes des cellules
végétales, ont encore comme nous allons le voir dans le chapitre suivant, des fonctions
mal comprises.
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2- L’accumulation des anions est une tiche "onéreuse' pour la plante

A 1'échelle de la cellule végétale, les anions sont accumulés, en provenance du
milieu extracellulaire (apoplasme ou sol). Le mécanisme de cette accumulation est
décrit dans le schéma de la figure [-2. La membrane plasmique possede, de par
l'activité de la pompe ATPase, un fort gradient de protons (pour revue (Morsomme et
al., 2000)). Ce gradient électrochimique, créé par une activité enzymatique colteuse
en molécules d'ATP, est utilisé par toute une série de systemes de symports ou
d'antiports qui, dans le premier cas, permettent I'accumulation de certains composés
dans la cellule ou, dans le second cas, permettent leur expulsion hors de la cellule. Les
anions sont donc transportés et concentrés dans la cellule par des cotransports H' /A
qui ont été dans certains cas caractérisés enzymatiquement (Felle, 1994) et souvent
clonés (Tsay et al., 1993). Ils semblent étre assez spécifiques d’un type d'anion: il
existe des familles de transporteurs pour le nitrate (pour revue (Forde, 2000)), le
sulfate et le phosphate (pour revue (Smith et al., 2000)).

3- OQuand un canal anionique de la membrane plasmique s'ouvre...

De par le potentiel de membrane, trés négatif, et en raison de la répartition des
anions fortement accumulés a 1’intérieur des cellules, on peut s’attendre a ce que
I’ouverture d’une conductance anionique sur la membrane plasmique conduise a un
efflux soutenu d'anions. Etant donné le gradient de potentiel électrochimique des
anions de part et d'autre de la membrane plasmique des cellules végétales, cet efflux se
traduit par une dépolarisation activant d’autres conductances. Ces deux phénomeénes,
efflux et dépolarisation ne peuvent se maintenir indéfiniment, sous peine de conduire
la cellule a se vider de ses sels, perdre sa pression osmotique, sa turgescence et mourir.
Au repos, les canaux anioniques de la membrane plasmique ne peuvent étre ouverts
tout le temps avec une ampleur comparable a ce que 1’on peut caractériser en utilisant
la technique du patch-clamp (voir chapitre suivant). Il nous faut donc admettre que
d’une part, ils sont tres régulés, et que d’autre part ils s’activent de fagon trés discréte
ou de facon importante mais transitoire, a I’occasion d’événements bien particuliers.
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B- La technique du patch-clamp permet la caractérisation de
nombreux canaux anioniques sur la membrane plasmique
des cellules végétales

De nombreuses équipes dans le monde se sont attachées a la caractérisation de
canaux anioniques de la membrane plasmique des cellules végétales et ont utilisé pour
cela la technique du patch-clamp appliquée aux protoplastes issus de différents tissus
(figure I-3). L’annexe A présente cette technique adaptée aux systémes végétaux et les
conclusions relativement fines que 1’on peut en tirer quant aux régulations et aux
caractéristiques biophysiques des canaux anioniques.

La littérature concernant ces canaux est de plus en plus abondante et il serait
vain de vouloir faire un catalogue exhaustif des activités, de leurs caractéristiques
biophysiques et de leurs régulations. Je préfére donc présenter de fagon aussi complete
et détaillée que possible ces canaux sous forme de tableaux (tableaux 1-1 a 1-3). Le
texte de ce chapitre a pour role de mettre en lumiére certaines caractéristiques
reconnues ou qui m’ont semblé intéressantes. De plus, il est censé attirer 1’attention
sur la grande variabilité des mécanismes mis en jeu pour la régulation de l'activité des
canaux anioniques.

1- Les canaux anioniques végétaux ne sont pas des canaux chlorures!

L’anion physiologique majoritaire dans les systémes animaux est 1’anion
chlorure. Les canaux anioniques des cellules animales sont donc étudiés en patch-
clamp avec des solutions généralement a base de chlorure et I’é¢tude de leur sélectivité
est effectuée souvent dans le but d’avoir des données biophysiques telles que la taille
du pore ou le processus de la fermeture dépendante du voltage. Chez les végétaux,
comme nous 1’avons vu, les anions ont un statut beaucoup plus complexe, et étudier la
sélectivité des canaux anioniques des cellules végétales a une importance
physiologique évidente.

Les séquences de perméabilité des canaux anioniques n’ont pas été établies dans
tous les cas et sont souvent incomplétes. Pour des raisons historiques, 1'ion chlorure est
considéré comme la référence et est utilisé lors des identifications et des études
d'activités de la membrane plasmique des cellules végétales.

Le nitrate semble étre un anion systématiquement perméant dans les canaux
anioniques végétaux. Dans le cas du canal de type R des cellules de garde de Vicia
faba, le rapport Pnos/Pc; est de 4,1 (Dietrich et al., 1998; Hedrich et al., 1993); il est
comparable, bien que non quantifi¢ pour le canal d’influx des cellules de racines de
Triticum aestivum (Skerrett et al., 1994). Le canal anionique de type lent des cellules
de garde de Vicia faba est quant a lui extrémement perméant au nitrate avec un rapport
de perméation de 20,9 (Schmidt ez al., 1994). Seul le canal X-IRAC, caractérisé sur la
membrane plasmique de protoplastes de parenchyme du xyléme de ’orge, présente
une sélectivité comparable pour le chlorure et le nitrate (Kdhler et al., 2000). La
perméabilité des autres anions inorganiques physiologiques, tels le sulfate et le
phosphate n’a souvent pas été testée lors de 1’évaluation de la sélectivité des canaux et



Tableau I-1: Caractéristiques électriques des canaux anioniques de la membrane plasmique des cellules végétales étudiés en patch-clamp. Canaux
des stomates.

Type de Canal Type Dépendance vis Cinéti- Sélectivité Pharmacologie Régulation Fonction
cellulaire a vis du voltage ques cellulaire
(Espéce)
Type R (rapid), Cellule de Forte, canal Rapides SCN>NO3;>I>Br DIDS>NPPB, Activé par I'ATP intracellulaire (site Signalisation
nommé GCAC1 garde activé par (ms) >Cl>malate IAA94>A9C de liaison) (9,10) et le Ca**; (11). hormonale (?)
(1) (Vicia faba)  dépolarisation (4,5,6) Inhibition par le DPC Régulé par I'auxine (12,13), les pHi
(2,3) (7,8) et pHe (14), les anions

extracellulaires (5,13) dont le
malate (6,15) & le CO, (6,15)

Type S (slow) Idem Faible, canal Lentes (s) NO3;>Br>F>CI>l NPPB,IAA94>A9C> Activé par ATP intracellulaire Fermeture des

(16) activé par (16) >malate >DIDS (18,19,20). (phosphorylation) (21) et le stomates
dépolarisation 17) Glibenclamide Calcium (22). Maintenu activé par  (=osmorégu-
(16) Activé par la I'ABA en absence d’ATP (23). lation )

cromakalim (18). Activé par 'ABA (24).
Effet de 10 uM de Glibenclamide
partiellement réversé par 10 uM

d'ABA (18).
Type "Stretch" Idem Faiblement N.D. N.D., étudié en N.D. Activé par la tension de membrane Régulation du
(25) chlorure interne volume et de la
turgescence
Type R Cellule de Forte, canal N.D. N.D., étudié en N.D. Activé par le sulfate interne. N.D.
(26) garde activé par sulfate interne
(Arabidopsis dépolarisation
thaliana)
Type S Idem Faible, canal Lentes (s) N.D., étudié en A9C>>NPPB,NA, Activé par ATP intracellulaire Fermeture des
(27) activé par chlorure interne DIDS (phosphorylation) et le calcium stomates
dépolarisation (28). Active par I'ABA sauf chez les (=osmorégu-

mutants abi1, abi2 (27) et gpa1 lation)
(29). Suractivé par 'ABA chez
erat (30).

(1) Hedrich (1994) (2) Keller et al. (1989) (3) Kolb et al. (1995) (4) Dietrich et al. (1994) (5) Dietrich ef al. (1998) (6) Hedrich et al. (1993) (7) Marten et al.
(1992) (8) Marten et al. (1993) (9) Hedrich et al. (1990) (10) Schulz-Lessdorf et al. (1996) (11) Hedrich ef al. (1988) (12) Marten et al. (1991) (13) Lohse
et al. (1995) (14) Schulz-Lessdorf et al. (1995) (15) Hedrich et al. (1994) (16) Schroeder et al. (1992) (17) Schmidt ef al. (1994) (18) Leonhardt et al.
(1999) (19) Schroeder et al. (1993) (20) Schwartz et al. (1995) (21) Schmidt ef al. (1995) (22) Schroeder ef al. (1989) (23) Schwarz et al. (1998) (24) Li
et al. (2000) (25) Cosgrove et al. (1991) (26) Pei et al. (2000) (27) Pei et al. (1997) (28) Allen et al. (1999) (29) Wang et al. (2001) (30) Pei et al. (1998)
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n’apparait que rarement dans les séquences de perméabilité. Seul le canal d’influx des
cellules de blé (Skerrett ef al., 1994), a été présenté comme "relativement" imperméant
au phosphate. Dans le cas du canal anionique a cinétiques rapides (Dietrich et al.,
1998), les auteurs évaluent la taille limite d’exclusion du pore du canal en comparant
les tailles des anions utilisés en patch-clamp et les perméabilités relatives mesurées
dans chacun des cas. IIs ont abouti a une valeur de I’ordre de 0,7 nanométre.

Les anions organiques sont souvent considérés comme trop "gros" pour étre
perméant dans le pore des canaux anioniques, mais ce n'est pas le cas de tous les
canaux et certains d’entre eux laissent passer par exemple le malate et le succinate.
Généralement le ratio Ppjae/Pc est inférieur a 1. Pour les canaux anioniques lents et
rapides des cellules de garde de Vicia faba, il est respectivement de 1’ordre de 0,24
(Schmidt et al., 1994) et de 0,1 (Hedrich et al., 1993). Pour le canal X-QUAC (pour
Xylem Quickly Activated Anion Channel) caractérisé dans les cellules du parenchyme
xylémien de ’orge, il est de 0,28 (Kohler et al., 2000). En revanche, le canal des
racines de Triticum aestivum activé par I’aluminium présente un rapport Pualae/Pci
nettement en faveur du malate (8,4) (Zhang et al., 2001). Etonnement un canal
apparemment trés comparable caractérisé chez Zea mais, n’a un rapport Ppajae/Pcr que
de 0,25 (Kollmeier et al., 2001). Dans ce dernier cas, les auteurs ont aussi montré une
perméabilité significative au citrate avec un rapport Peiyate/Pci de 0,18.

2- Régulations des canaux anioniques étudiés en patch-clamp: diversité et
multiplicité des mécanismes impliqués

La technique du patch-clamp permet 1’étude relativement simple de ’effet de
nombreux parametres de 1’environnement sur des activités électrogénes. Il faut
reconnaitre que ces approches sont souvent assez tatdnnantes et consistent a tester un
grand nombre de conditions souvent de fagon empirique. Néanmoins, elles conduisent
au final a I’identification de nouvelles régulations s’exercant sur les canaux anioniques
et a I’idée qu’un méme canal est souvent régulé de fagons multiples. La bibliographie
est particulicrement abondante dans le cas des deux canaux, de type rapide et de type
lent, des cellules de garde et nous y ferons souvent référence.

a- Régulation par les propriétés de la membrane plasmique

Régulation par le potentiel de membrane

L’une des régulation les plus courantes de l'activité des canaux ioniques est celle
exercée par le potentiel transmembranaire: cela se traduit par une activité de la
protéine, c’est a dire une perméation des anions, uniquement dans certaines gammes
de voltage (pour plus de détail, voir annexe A). D’un point de vue biophysique, la
protéine canal posséde un "senseur de voltage", qui comme son nom 1’indique, percoit
la différence de potentiel de la membrane et ouvre ou ferme le canal selon sa valeur.
Cette sensibilité n’est possible que parce que le senseur porte des charges cryptiques
capables de se déplacer dans le champ électrique de la membrane. De fagon simpliste,
plus il posséde de charges plus la fermeture sera "brusquement" dépendante du
voltage: en se déplacant sur I’axe des potentiels, le canal passera trés rapidement d’un
¢tat complétement fermé (ou ouvert) a un état completement ouvert (ou fermé). La



Tableau I-2: Caractéristiques électriques des canaux anioniques de la membrane plasmique (sauf cellules de garde et hors travaux du laboratoire)
_6tudiés en patch-clamp.

Type de Type cellulaire L-)épendance vis Ciné- Sélectivité Pharmaco- F\’égulation Fonction
Canal (Espéce) a vis du voltage tiques logie cellulaire
?(1,2) Cellule de Faible N.D. N.D., étudié en CI NPPB Activé par la lumiére bleue en Signalisation
I'nypocotyle interne Autres: N.D. configuration cellule-attachée électrique lumiére
(A.thaliana) bleue
Type R (3) Cellule racinaire  Forte, canal N.D. N.D., étudié en SO,> N.D. Activé par le sulfate interne. N.D.
(A. thaliana) activé par interne
dépolarisation

Type R Cellule en culture Forte, canal Rapides N.D., étudié en CI' NPPB>A9C Régulé négativement par 'ATP par

(TSAC?) (4,5) (N.tabaccum) activé par interne > DIDS > un phénoméne dépendant de la
dépolarisation acide phosporylation. Régulé par

éthacrinique l'auxine.
?(6,7) Cellule de la Faible, activé par N.D. Malate>CI’ Etudié en  N.D. Régulé par Iess anions externes. Tolérance a
racine hyperpolarisation Cl"interne Activé par Al I'aluminium
(T. aestivum)

?(8) Cellule de la Faible, activé par Cl->Malate >Citrate ; N.D. Activé par AI** Tolérance a

racine (Z. mais)  hyperpolarisation Etudié en CI interne I'aluminium

SCAC® (9) " N.D. Lentes N.D., étudié en CI N.D.

interne

LCAC® (9) " N.D Lentes N.D., étudié en CI N.D. Activé par AI** Tolérance a

interne I'aluminium

Canal d'influx  Cellule de la Activé par Rapides NO3;>CI>I>> DIDS>>Zn  Activé par Ca® cytosolique et Absorption

(10) racine dépolarisation (ms) H,PO,4,CIO, anions externes d'anions en

(T. aestivum) conditions de
forte salinité?

Type R? (11) Xyleme de la N.D. Rapides N.D., étudié en CI' N.D. N.D. Charge du

racine (H. interne xyléme?
vulgare)

X-IRAC® (12) " N.D. Actif aux Lentes NO,=Cl N.D. Evt canal-unitaire en configuration ~Chargement passif
potentiels (sec) cellule-entiére. ,., €N sel du Xyleme?
hyperpolarisés Activé par 'augmentation du Ca“’i.

X-QUAC® (12) " Actif a Em<<0 Rapides NO3>CIl>Malate N.D. Activé par la diminution du ca”i. "
eta Em proche  (ms)
de 0.

X-SLAC' " Activé par Rapides N.D. Observé a faible Ca*"; "

= Type R? dépolarisation

i;g)

TSAC: Tabacco Suspension Anion Channel.

® SCAC: Small Conductance Anion Channel

inward Rectifying Anion Channel. ® X-QUAC: Xylem - Quikly Activating Anion Channel.
(1) Cho et al. (1996) (2) Lewis et al. (1997) (3) Kiegle et al. (2000) (4) Zimmermann et al. (1994) (5) Zimmermann et al. (1998) (6) Ryan et al. (1997) (7)
Zhang et al. (2001) (8) Kollmeier et al. (2001) (9) Pineros et al. (2001) (10) Skerrett et al. (1994) (11) Wegner et al. (1994) (12) Kohler et al. (2000)

“ LCAC: Large Conductance Anion Channel °

X-IRAC: Xylem -

"X-SLAT: Xylem - Slowly Activating Anion Channel. Evt:
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fenétre de potentiel intermédiaire, pour laquelle la population de canaux n’est ni
totalement ouverte ni totalement fermée, sera alors trés étroite. Une population de
canaux peu dépendante du voltage, c’est a dire avec des senseurs moins chargés sera
dans un état intermédiaire sur une trés grande gamme de potentiel.

Plusieurs canaux anioniques de la membrane plasmique sont activés par
dépolarisation. Certains le sont faiblement: leur probabilité d’ouverture croit lentement
de -200 a -100 mV pendant que la force électromotrice dans la méme gamme de
voltage décroit. Cela se traduit par une relative constance des intensités des flux
d’anions transitant dans le pore du canal, et ceci, dans une gamme étendue de
potentiels trans-membranaires. C’est le cas en particulier du canal de type lent des
stomates de Vicia faba qui aux potentiels les plus négatifs n’est pas totalement fermé
et qui atteint son maximum d’efflux d’anions a des potentiels relativement dépolarisés
(Schroeder et al., 1992). Sa dépendance vis a vis du voltage n’a pas été quantifiée mais
au vu des différentes études, la charge mise en jeu dans la réponse au potentiel est de
l'ordre de -1. A I’opposé, il existe des canaux activés par dépolarisation de maniere
tres "brusque”. C’est le cas de tous les canaux de type R, qui présentent une absence
d’activité aux potentiels les plus négatifs et s’activent lors d’une dépolarisation
dépassant leur potentiel d’activation pour atteindre une activité maximale a des
potentiels de quelques dizaines de millivolts moins négatifs. Le canal GCACI1 (pour
Guard Cell Anion Channel) est le premier a avoir été décrit comme ayant une telle
dépendance vis a vis du voltage: son potentiel d’activation est de I’ordre de -100 mV
et il atteint une ouverture maximale et un efflux maximal aux environs de -40 mV
(Hedrich ef al., 1994a). Cela correspond a un senseur de voltage portant entre -3 et -4
charges équivalentes. De la méme fagon, le canal TSAC (pour Tobacco Suspension
Anion Channel) (Zimmermann et al., 1994) et le canal des cellules épidermiques de
I’hypocotyle d’Arabidopsis (Thomine et al., 1995) sont eux aussi activés efficacement
par dépolarisation mais a des potentiels plus négatifs. Le pic de courant, c’est a dire le
potentiel pour lequel I'activité est maximale, est alors de I’ordre de -100 mV. Dans les
deux cas la charge apparente mise en jeu lors du phénomene d’ouverture par le voltage
est de ’ordre de 4 (Thomine et al., 1997a; Zimmermann et al., 1994). Un peu plus
loin, nous parlerons des régulations des canaux de type Rapide s’exercant a travers un
déplacement de la dépendance au voltage et donc du potentiel d’activation. Enfin,
certains canaux sont activés lorsque I’on dépasse le potentiel d’équilibre des anions, et
sont dit alors "canaux d’influx" ou "canaux rectifiant sortant" . L’exemple le mieux
détaill¢é est le canal des cellules de racine de blé (Skerrett ef al., 1994) dont le potentiel
d’activation est de I’ordre de -30 mV.

Le canal anionique d’Asclepias tuberosa est au contraire activé par
hyperpolarisation mais c’est, a ma connaissance, le seul exemple et celui-ci est
relativement mal caractérisé (Schauf et al., 1987).

Enfin, il existe des canaux végétaux dont I'activité n'est apparemment pas ou peu
dépendante du voltage. C’est le cas des canaux activés par I’aluminium dans les
racines des monocotylédons (Kollmeier et al., 2001; Pineros et al., 2001; Ryan et al.,
1995) ou par la lumiére bleue dans I'hypocotyle d'Arabidopsis (Cho et al., 1996).

Régulation par la tension membranaire
L’une des caractéristiques biophysiques des membranes que I’on peut imaginer
varier couramment lors des processus physiologiques est la tension membranaire. Des



Tableau I-3: Caractéristiques électriques des canaux anioniques de la membrane plasmique (sauf cellules de garde et hors travaux du laboratoire)
_étudiés en patch-clamp. Suite.

Type de Type cellulaire I-Jépendance vis Ciné- Sélectivité Pharmaco- I-?égulation Fonction

Canal (Espéece) a vis du voltage tiques logie cellulaire

?(1) Cellules en Activé par Rapides N.D., étudié en CI' Zn“", acide  Inhibé (dans 60% des cas) ?
suspension hyperpolarisation (ordre: interne éthacry- par 100 uM ABA
(Asclepias 10 ms) nique Activité en burst
tuberosa)

Type "Stretch" Cellules en N.D. N.D. N.D., étudié en CI N.D. Activé par la tension de membrane Osmoregulation?

2 suspension interne (supérieure a 15 mm Hg)
(Nicotiana
tabaccum)

?(3) Cellules en Activé par Rapides N.D., étudié en CI' N.D. N.D. Contréle du poten-
suspension hyperpolarisation (ms) interne tiel de membrane?
(Daucus carota) Osmorégulation ?

?(4) Cellules en Activé par Lentes Etudié en Cl interne  N.D. Activé par un ratio K*o/Cl', inférieur ?
suspension dépolarisation CI'=NO3 a0,1.
(Arabidopsis
thaliana)

Lent? (5) Cellules en Activé par Lentes F>NO;>CI N.D. N.D. ?
suspension dépolarisation (sec)
(Coffea arabica)

?(95) Cellules en Non régulé par le N.D. F>>NO;=CI N.D. N.D. ?
suspension potentiel

(Coffea arabica)

(1) Schauf et al. (1987) (2) Falke et al. (1988) (3) Barbara et al. (1994) (4) Cerana et al. (1992) (5) Dieudonneé et al. (1997)
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canaux sensibles a cette tension et présentant une sélectivité en faveur des anions ont
¢té décrits sur la membrane plasmique des cellules de garde de Vicia faba (Cosgrove
et al., 1991) ainsi que sur celle des cellules en culture de tabac (Falke ef al., 1988). La
tension de membrane ayant un role activateur est évaluée dans le premier cas a 2 kPa
et dans le second, supérieure a 20 kPa. Etant donné la forte turgescence des cellules
végétales et la fonction des sels dans I'osmolarité, il est facile d'imaginer une fonction
pour de tels canaux: il doit s'exercer de fortes tensions sur la membrane plasmique et
leur activation leur permet d’agir un peu comme des soupapes cellulaires, re-larguant
si nécessaire dans le milieu extracellulaire les surplus d'anions.

b- Régulation par des variations de parameétres intracellulaires

Le calcium cytosolique

Le calcium est un messager cellulaire secondaire primordial dans de nombreuses
voies de signalisation (Sanders et al., 1999), aussi bien chez les animaux que chez les
végétaux. Ses concentrations cytosoliques varient du nanomolaire au micromolaire, et
semblent réguler de nombreuses activités dont celles de transporteurs membranaires.
Dans le cas des canaux anioniques de la membrane plasmique, en particulier pour les
canaux de type rapide et lent des cellules de garde, des régulations par le calcium
intracellulaire ont été décrites.

Le canal du type rapide des cellules de garde de Vicia faba est régulé par le
calcium interne (Hedrich et al., 1990) mais la démonstration en est trés indirecte:
I’augmentation du pouvoir tampon calcium de 1 mM EGTA a 10 mM empéche
I’activation du canal par la perfusion de fortes concentrations de calcium dans le bain,
indiquant ainsi que celui-ci agit par la face interne de la membrane. Le canal de type
lent des cellules de garde de Vicia faba quant a lui est inactif en condition de faible
calcium libre (10 nM) et s’active a de plus fortes concentrations (1500 nM) (Schroeder
et al., 1989; Schwarz et al., 1998). Dans les deux cas, la régulation calcium, pourtant
théoriquement primordiale, n’a pas été étudiée plus en détail. En revanche, dans le cas
des cellules de garde d’Arabidopsis thaliana, et pour le canal a cinétiques lentes elle a
¢t¢ mieux quantifiée (Allen et al., 1999b): la concentration induisant 50 % de
I’activation est proche de 1,2 uM et I’activité fluctue beaucoup aux concentrations
physiologiques 10,1 a 1 uM, mais cette régulation est indirecte et fait intervenir des
¢tapes de phosphorylation. En effet, sans ATP ou avec 5 mM d’AMP-PnP, I’analogue
non hydrolysable de I’ATP, le canal ne s’active plus en réponse au calcium. Enfin, les
inhibiteurs de kinases K-252a (12 uM) et staurosporine ([150 uM), empéchent cette
activation méme en présence de MgATP. Une autre quantification de D’effet du
calcium est présentée dans la caractérisation du canal anionique des cellules du
mésophylle. A une concentration de 0,1 pM le canal est fermé et ’ECs est de 0,5 pM
(Elzenga et al., 1997a). Dans une autre étude, ces mémes auteurs parlent d’une
régulation par le calcium sur un canal qu'ils pensent étre le méme et dont ’ECs est
plus proche de 10 uM (Elzenga et al., 1997b).

Le pH

Le canal anionique a cinétiques rapides des cellules de garde de Vicia est régulé
par le pH intracellulaire (Schulz-Lessdorf et al., 1996). En configuration cellule-
entiere, la fermeture dépendante du potentiel n’est pas affectée, mais des mesures en
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canal unitaire montrent que les canaux sont recrutés lors d’une acidification (pKa 6,9).
Par contre une des constantes cinétiques, I’inactivation lente, est sensible a Ia
différence de pH de part et d’autre de la membrane et ralentit lorsque cette différence
(pHi-pHo) croit.

I1 existe peu d’étude de I’effet du pH sur les canaux anioniques de la membrane
plasmique chez les plantes et cela malgré 1’idée répandue qu’il s’agit d’un parameétre
cellulaire crucial (Kurkdjian ef al., 1989). Pourtant, les canaux anioniges semblent
intervenir dans des fonctions physiologiques requérant des variations de pH intra ou
extracellulaire, comme 1’¢longation cellulaire (Thomine et al., 1997b), ’homéostasie
cytoplasmique (Johannes et al., 1998) ou les réponses aux pathogenes (Niirnberger et
al., 1994; Pugin et al., 1997).

Les nucléotides

Les nucléotides font partie des molécules abondantes du cytosol. Ceux adénylés
constituent une forme préférentielle de mise en réserve de 1'énergie métabolique et ont
une fonction dans la répartition de I'énergie vers les différentes activités cellulaires.
Mais les nucléotides interviennent aussi dans des phénomenes de signalisation ([]1) en
servant de substrat aux nombreuses kinases du cytosol ([]ii) en étant cofacteur des
protéines G et ([ ii1) en interférant eux-mémes avec certaines protéines.

Les canaux anioniques de la membrane plasmique peuvent &tre régulés par
phosphorylation. Le canal TSAC (Zimmermann et al., 1994), canal de type rapide, est
modulé par le voltage transmembranaire et se ferme aux potentiels les plus négatifs en
présence de 10 mM MgATP dans la solution de pipette. Cette dépendance vis a vis du
voltage disparait lorsque 1’on ajoute 2 uM de staurosporine, un inhibiteur de certaines
activités kinases, montrant donc qu’elle est causée par un phénomeéne de
phosphorylation. En absence d’ATP, la conductance devient petit a petit non
dépendante du voltage, probablement suite a la dilution des nucléotides endogenes et a
la déphosphorylation du canal. L’acide okadaique, un inhibiteur de phosphatase,
permet le maintien de cette régulation par le potentiel méme en absence de nucléotides
dans la solution de pipette. Le canal de type lent des cellules de garde de Vicia faba est
lui aussi régulé par des phénoménes de phosphorylation (Schmidt ez al., 1995): si la
solution de pipette ne contient pas d’ATP, la conductance disparait rapidement, mais il
ne s’agit pas d’une régulation de la dépendance au potentiel de membrane. Le GTP ou
I’AMP-PnP sont incapables de contrecarrer ce phénoméne. En revanche, 1’inhibiteur
de kinase K-252a, en présence de 4 mM ATP, cause la disparition du courant et
I’acide okadaique (100 nM) le maintient en absence d’ATP.

Dans le cas du canal anionique rapide des cellules de garde de Vicia faba, il
existe aussi une régulation par les nucléotides, mais celle-ci fait intervenir un site de
fixation et non des phénomeénes de phosphorylation (Hedrich et al, 1990). Sans
nucléotide, 1’activité des canaux est presque nulle, méme dans des conditions de
concentration en calcium favorables. Avec de ’ATP (1 4 2 mM), de I'ATPgammaS
(100 uM), un analogue non hydrolysable de I’ATP, ou du GTPgammaS (100 a 200
uM) dans la solution de pipette le canal devient activable par le calcium cytosolique.

Le malate

Le canal anionique de type lent des stomates de Vicia faba a été décrit comme
étant régulé négativement par le malate interne (Schmidt et al., 1994). 1l y est
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perméant (150 mM dans la solution de pipette) et présente un potentiel de réversion
cohérent avec cette perméation. Néanmoins, durant le scellement, son activité globale
diminue, mais trop lentement pour étre expliquée par une dilution d’un autre anion
perméant présent dans le cytosol, et le potentiel de réversion se déplace vers 0 mV. Le
mécanisme biophysique de cette régulation négative n’a pas été exploré a ce jour. Il
s’agit 1a d’un premier exemple de régulation de 1’activité d’un canal anionique par [’'un
de ses substrats.

c- Régulation par les composés du compartiment extracellulaire

Les anions externes

La régulation par le voltage du canal anionique du type rapide des stomates de
Vicia faba est la cible de plusieurs modulations. Nous avons vu que le pH interne et
externe ¢taient capables de 1’affecter (Schulz-Lessdorf et al, 1996). Un autre
paramétre extracellulaire I’affectant également est le statut des anions. L’augmentation
de la concentration externe en anions perméants provoque un déplacement du pic de
courant vers des potentiels plus négatifs (Dietrich ef al., 1998; Hedrich et al., 1993).
Ce déplacement est définitif et correspond a une augmentation de ’activité du canal a
des potentiels considérés comme physiologiques. Le malate a un effet similaire, a
faible concentration (K, = 0,3 mM (Hedrich et al., 1994b)) mais il est transitoire
(Hedrich et al., 1993).

Hormones

Le patch-clamp, malgré ses contraintes (voir annexe A), a permis la mise en
¢vidence de plusieurs régulations hormonales de canaux anioniques végétaux. La
premigére est celle du canal a cinétiques rapides des cellules de garde de Vicia faba par
I’auxine (Marten ef al., 1991): I’ajout de 1-ANA dans le bain provoque une activation
du canal a travers le déplacement de sa régulation par le voltage vers des potentiels
plus négatifs. Ce déplacement atteint une quarantaine de millivolts avec les doses
maximum de 1-ANA. Deux critiques de ce travail sont que (i) I'auxine 2-ANA
physiologiquement inefficace induit un effet comparable (Lohse et al., 1995), (ii) les
concentration de 1-ANA induisant cet effet sont trés fortes, cette régulation présentant
un ECsy proche de 20 uM. Plus tard, les auteurs ont montré que cette régulation avait
lieu directement au niveau du canal par un site de fixation des anions externes (Lohse
et al., 1995).

L’acide abscissique est capable d’activer le canal anionique de type lent des
cellules de garde d’Arabidopsis thaliana (Pei et al., 1998; Pei et al., 1997): pour que
cette régulation soit observable, il est nécessaire de préparer les protoplastes avec ou
sans 50 uM ABA et le patch-clamp est utilis¢ pour révéler les activités de la
membrane plasmique. Dans le cas de Vicia faba, une premiére étude (Schwarz et al.,
1998) a montré que 1’activité du canal de type lent des stomates se maintenait dans le
temps, en absence d’ATP dans la solution de pipette, si on perfusait dans le bain 100
uM ABA. Une régulation directe par ’ABA a été décrite plus récemment (L1 ef al.,
2000), correspondant a un recrutement des canaux de type lent au cours du scellement
en présence de 50 uM ABA.
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d- Conclusion sur la régulation des canaux anioniques

Les deux exemples de canaux les mieux caractérisés sont les canaux de type lent
et rapide des cellules de garde de Vicia faba. Plusieurs équipes se sont attachées a
décrire les régulations qui s’y exercaient et arrivent @ un nombre important de niveaux
de régulation. Ceci est donc en accord avec le pronostic de fortes régulations des
canaux anioniques de la membrane plasmique par les parameétres de 1’environnement
et les parametres cellulaires: les anions ne "sortent" probablement qu’a des occasions
bien particuliéres de la vie des cellules ou alors de fagon relativement discrete.

Par exemple, le canal anionique lent nécessite d'étre phosphorylé, en présence de
calcium, et en absence de malate cytosolique pour étre actif. Le canal de type rapide
est quant a lui activé par le calcium cytosolique, seulement si le cytosol contient des
nucléotides. Son activation requiert de plus un potentiel de membrane dépolarisé, c’est
a dire inférieur au potentiel d’activation. Enfin, ce canal est modulé par des parameétres
de ’environnement de la membrane, comme 1’auxine ou les anions externes.

3- Les inhibiteurs de canaux anioniques permettent de '"sélectionner' un
canal de la membrane plasmique

Héritée des travaux concernant les canaux anioniques animaux (Greger, 1990),
une série de molécules a été rassemblée sous le nom d’inhibiteurs de canaux
anioniques et, depuis quelques années, utilisée sur les systémes végétaux. Ces
molécules appartiennent a différentes classes chimiques sans homologie de structure.
Dans les systémes animaux, ces molécules ont été utilisées pour mieux comprendre la
structure des protéines formant les canaux anioniques et pour tenter de les purifier les
protéines canal anioniques. Ainsi la famille des stilbénes, en particulier le H,DIDS
(pour acide 4,4'-diisothiocyanodihydri-stilbene-2,2"-disulfonique) a permis d'identifier
précisément les résidus impliqués dans son interaction avec des transporteurs et
donnés des renseignements quant a la structure de ces protéines (Gatto et al., 1997,
Okubo et al., 1994). L'inhibiteur IAA-94 a permis la purification de la protéine p64
correspondant a un canal anionique intracellulaire (Landry et al., 1989). Mais ces
molécules sont aussi, comme leur nom l'indique, des bloqueurs de certaines activités
canal anionique et ont été utilisées comme tels soit lors de la caractérisation de
conductances ioniques en patch-clamp, soit pour impliquer des canaux dans des
phénomeénes intégrés a I'échelle de la cellule ou de I'organisme.

Dans les tableaux de 1-1 a 1-3 apparaissent les séquences de sensibilité des
canaux anioniques végétaux de la membrane plasmique aux inhibiteurs usuels,
lorsqu'elles ont été déterminées. Sauf exception, il ressort que les canaux végétaux
sont peu sensibles aux inhibiteurs des canaux animaux et les doses utilisées, publi¢es
dans les articles de patch-clamp ou lors d'approches physiologiques plus intégrées,
sont souvent conséquentes. De plus, les canaux anioniques dont l'activité est
dépendante du potentiel de membrane comme le canal R des cellules de garde de Vicia
faba, ne subissent pas uniquement une diminution de l'activité quel que soit le voltage
mais souvent aussi un déplacement du potentiel d'activation qui rend difficile la
prévision quant a leur effet dans un systeme complexe (Marten et al., 1992). Enfin,
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dernier point intéressant justifiant 'utilisation de ces inhibiteurs, les différents canaux
anioniques caractérisés sur un méme membrane ne sont pas sensibles aux mémes
molécules. Par exemple, le canal anionique rapide des cellules de garde de Vicia faba
est particulierement sensible aux stilbénes comme le DIDS (Marten et al., 1993), alors
que le canal lent de ces mémes cellules est bloqué par le NPPB (Schroeder et al.,
1993). Théoriquement, il est alors possible de bloquer spécifiquement I'un des
différents canaux présents dans un méme type cellulaire et donc de bloquer ou
d'affecter la fonction cellulaire dans laquelle il intervient. Nous verrons dans le
chapitre suivant, que ce raisonnement est suivi avec plus ou moins de résultats par
toutes les personnes qui cherchent a comprendre la fonction des canaux anioniques des
systemes végétaux.

En conclusion, les inhibiteurs de canaux anioniques fournissent un outil
intéressant pour la caractérisation des canaux et la compréhension de leur fonction a
I’échelle de la cellule ou de ’organe. Néanmoins ils sont a utiliser avec précaution
dans la mesure ou ils sont peu spécifiques des protéines canal. On sait qu’ils sont
capables d’inhiber des canaux anioniques dont les bases protéiques n’ont rien a voir
entre elles mais aussi des activités n’ayant pas a ce jour de rapport avec des canaux
anioniques. Par exemple, le DIDS affecte des canaux anioniques comme les CLC
(Paulmichl et al., 1993) ou le CFTR (pour Cystic Fibrosis Transmembrane regulator)
(Linsdell et al, 1996) mais est aussi capable d’inhiber chez la betterave, la
conductance SV (pour Slow Vacuolar) qui s’est révélée étre un canal cationique
(Hedrich et al., 1988). Le NPPB est capable d’inhiber une activité canal potassique
chez le bl¢ (Garill et al., 1996).

4- Que peut on conclure des régulations caractérisées en patch-clamp quant
a la fonction des canaux anioniques de la membrane plasmique?

Nous allons voir dans le chapitre suivant a travers certains exemples que la
technique du patch-clamp, utilisée seule, ne permet pas de conclure quant a la fonction
des activités décrites. En revanche, elle donne toute une série d'indices permettant soit
de remonter vers leur role a 1’échelle de la cellule ou de I’organe, soit de descendre
vers I’étude de leur régulation cellulaire lors d’une fonction déja décrite.

Les canaux anioniques de type lent, décrits a ’origine dans les cellules de garde
des stomates, sont souvent peu régulés par le voltage et de facon trés lente. Cela
signifie que, quel que soit le potentiel de la membrane dans des gammes
physiologiques de voltages, ’efflux d’anions autoris¢é par leur activation, est
relativement constant. Ces canaux sont modulés généralement a travers des
phénoménes de recrutement de population de canaux (par exemple par la
phosphorylation, le calcium, 1’acide abscissique...). Par opposition, les canaux
anioniques de type rapide sont principalement régulés a travers la modulation de leur
dépendance vis a vis du voltage. Dans le cas le mieux étudié a ce jour, le canal des
cellules de garde de Vicia faba, de nombreux facteurs (hormones, anions, pH ...) sont
capables de déplacer le potentiel d’activation, c¢’est a dire le potentiel a partir duquel la
population de canaux sera significativement active. Cela fait de ce type de canal un
senseur important, capable d’intégrer de nombreux stimuli de I’environnement.
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C- Fonction des canaux ioniques: quelques beaux exemples
ne rendent pas compte de la diversité des activités

Dans la partie précédente, nous avons vu qu’il existe des canaux anioniques sur
la membrane plasmique des cellules végétales. Les canaux présentent des
caractéristiques ¢lectrophysiologiques tres diverses et sont régulés de fagons variées et
parfois opposées. Il est donc probable qu’ils interviennent dans des phénomeénes
physiologiques différents.

La figure I-3 résume les différentes localisations, dans la plante, des canaux
anioniques décrits grace a la technique du patch-clamp. A premiere vue, il semble que
I’on trouve de telles activités sur les membranes plasmiques provenant de nombreux,
voire de tous les types cellulaires. Ceci souligne I’importance probable de ces
protéines. D'un autre c6té, nous avons vu dans le chapitre précédent que ces canaux
présentaient des caractéristiques électriques divergentes, ce qui semble indiquer qu'ils
pourraient intervenir dans plusieurs fonctions bien distinctes.

Lors de la mise au point d’une approche de patch-clamp, les différentes équipes
se sont d’abord focalisées sur des modeles pour lesquels il avait été démontré
I’existence de canaux anioniques au niveau de la membrane plasmique. Ces indices
¢taient souvent le déclenchement d’efflux ou de dépolarisations en réponse a un
stimulus particulier. Parmi ces modeles, les stomates se sont révélées un systeéme de
prédilection qui a donné satisfaction puisqu’on y a démontré a la fois I’implication de
canaux anioniques dans des phénoménes de signalisation et dans des phénoménes
d’osmorégulation.

1- Régulation négative du volume cellulaire: le modéle des cellules de garde
des stomates

a- Les stomates: une structure simple subissant des variations de volume cellulaire
en fonction de nombreux parameétres de ’environnement

Les stomates sont des structures situées généralement sur le limbe des feuilles
des végétaux cormophytes et qui interviennent dans la régulation de la transpiration et
des échanges gazeux entre la plante et son environnement. Un trou, nommeé ostiole, est
ménagé dans la cuticule par deux cellules accolées dites cellules de garde. Ces cellules
peuvent subir des variations de volume relativement rapides qui conduisent & une
modification de la taille de l’ostiole et donc a une modification des flux de
transpiration et d’échanges gazeux avec l’atmosphere. Etant donné les nombreux
stimuli que recoivent les plantes et I’importance vitale de 1’adaptation des échanges
avec l’environnement, les stomates sont un point privilégié de 1’intégration de
I’information. De fagon prévisible, de nombreuses ¢tudes ont mis en évidence une
quantité importante de signaux ayant un effet sur la turgescence et le volume des
cellule de garde. Cette structure simple a I’avantage d’étre facilement observable et est
devenue petit a petit un modéele important sur lequel travaillent de nombreuses équipes
dans le monde sur des phénomenes a la fois de transport et de signalisation (Schroeder
etal.,2001).
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Les mécanismes biophysiques de variation du volume sont aujourd’hui bien
décrits (figure I-4A). Lors de I’ouverture des stomates, une accumulation de sel de
potassium dans les cellules de garde provoque un accroissement de la pression
osmotique et donc un influx passif d’eau. Le volume de la cellule et sa turgescence
augmentent conduisant a I’ouverture de 1’ostiole. Le potentiel de membrane créé par la
pompe a protons ATP-dépendant est responsable de I’énergisation du systéme
nécessaire a 1’influx des anions par des symports et a celui du potassium via des
canaux potassiques rectifiants entrants. Conjointement a ces transports d’osmoticum,
I’amidon est hydrolysé pour donner du malate. En réponse a cette augmentation de
pression osmotique, un flux d’eau passe la membrane en partie grace aux canaux de
type aquaporine. Ces transporteurs situés au niveau de la membrane plasmique
fonctionnent de manieére coordonnée avec des transporteurs du tonoplaste permettant
I’influx de sels dans le compartiment vacuolaire.

La fermeture se fait de fagon opposée: les cellules de garde "relachent" les sels
dans I’apoplasme, phénomeéne qui s’accompagne d’un flux d’eau sortant et donc d’une
diminution de la turgescence conduisant a la fermeture du stomate. Les transporteurs
impliqués sont d’une part, et probablement de fagon trés précoce, des canaux
anioniques autorisant l’efflux soutenu d’anions cytosoliques, et d’autre part des
canaux potassiques rectifiants sortants, activés par la dépolarisation induite par les
premiers (Ward et al., 1995). Dans ce cas aussi, ce mécanisme est coordonné avec
d’autres activités intracellulaires, en particulier avec les transporteurs de la vacuole,
d’une part, et la synthése d’amidon a partir du malate d’autre part.

I1 est probable que le systéme soit trés dynamique et qu’il existe un équilibre des
activités entre la machinerie d’ouverture et celle de fermeture. Le comportement "net"
du systéme est finement régulé par la perception de 1’environnement. La figure 1-4B
présente quelques-uns des signaux capables de moduler les canaux dans le sens de la
fermeture ou de I'ouverture de 1’ostiole. Parmi ceux-ci on trouve des signaux
endogénes comme des hormones (acide abscissique et 1’auxine) et des signaux
exogenes comme la lumiére, le CO,, etc...

Que ce soit dans le cas de I’ouverture ou de la fermeture de l'ostiole, les flux
d’anions sont des ¢léments extrémement importants et les stomates sont donc un
systéme mod¢le pour I'étude de ces processus dans des phénomenes d'osmorégulation.

b- La fermeture du stomate en réponse a l’acide abscissique fait intervenir un canal
nitrate a cinétiques lentes

L’acide abscissique est une hormone primordiale qui intervient, entre autres,
dans des situations de stress, comme le stress osmotique. Elle a un fort effet sur les
stomates, qu’elle ferme afin de réduire les pertes d’eau de la plante. De nombreuses
expériences ont mis en évidence des efflux d’anions et une dépolarisation de la
membrane plasmique en réponse a ’ABA (pour revue voir (Raschke et al., 1988)),
pouvant impliquer 1’activation d’un ou de plusieurs canaux anioniques sur cette
membrane.
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La pharmacologie permet d’impliquer un canal de type lent dans la fermeture
des stomates induites par I’ABA

Afin d’impliquer plus précisément des canaux anioniques, des approches
pharmacologiques ont été conduites sur la réponse de fermeture des stomates en
réponse a ’acide abscissique. Certains inhibiteurs de canaux anioniques réversent
I’effet de I’hormone. Chez Vicia faba et Commelina communis, la fermeture a la
lumiere induite par 10 pM d'ABA est totalement réversée par 1'A9C (300 uM), le
probénécide (500 uM) ou I’acide niflumique (20 ou 30 uM selon 1’espéce) (Schwartz
et al., 1995). De plus, 20 uM de NPPB réversent totalement 1’effet inducteur de
fermeture de 50 uM d'ABA + 40 mM de malate alors que le DIDS n’a pas cet effet
(Schroeder et al., 1993). Plus récemment, ’effet de I’ABA a pu étre réversé par 10 uM
de glibenclamide, un inhibiteur des activités des protéines ABC (Leonhardt et al.,
1999).

L’investigation des populations de canaux anioniques de la membrane plasmique
grace a la technique du patch-clamp a révélé I’existence de trois types de canaux
anioniques (voir tableau 1-1 et (Cosgrove et al., 1991; Keller et al., 1989; Schroeder et
al., 1992)) dont un est activé par la tension de membrane. Les deux autres, nommés
canal rapide et canal lent, ont des activités régulées par le voltage et se distinguent en
particulier par des cinétiques trés différentes, ce qui leur a valu leur nom. Le profil
pharmacologique du canal anionique de type lent (tableau 1-1) est le plus en
adéquation avec celui de la réversion de I’effet de I’acide abscissique sur les stomates.
Cette hypothése a été¢ confirmée par 1’utilisation d’inhibiteurs de phosphatases et de
kinases (Schmidt et al., 1995): en patch-clamp, le canal de type lent des cellules de
garde de Vicia faba est régulé par phosphorylation. Cette régulation a été retrouvée
dans le cas des cellules de garde d’Arabidopsis thaliana (Pei et al., 1997).

Ce n’est que récemment qu’une régulation directe d’un canal anionique de type
lent par ’ABA a été montrée en patch-clamp, mettant un point final a la controverse
portant sur la nature du canal d’efflux: chez Vicia faba, le canal anionique est actif
constitutivement en patch-clamp. Sans MgATP dans la solution de pipette, son activité
décroit au cours du temps, mais la perfusion de 100 uM ABA contrecarre cette
inhibition, maintenant probablement le canal dans un état phosphorylé (Schwarz et al.,
1998). La régulation directe a été confirmée par la suite (Li et al., 2000). Enfin la
technique du voltage-clamp révele dans les cellules de garde de tabac, la régulation du
canal par ’ABA (Grabov et al., 1997).

Les voies de signalisation de I’ABA: une approche génétique renforcée par une
approche électrophysiologique

Contrairement a ceux de Vicia faba, les protoplastes dérivés des cellules de
garde d’Arabidopsis thaliana (Pei et al., 1997) ne présentent que peu d’activité de
canaux anioniques. En revanche, s’ils sont incubés avec 50 uM ABA pendant une
nuit, il est possible d’activer un canal anionique, qui, méme s’il n’a pas été caractérisé
en détail, ressemble a un canal de type lent.

L’utilisation d’Arabidopsis ouvre le champ de la génétique pour I’étude des
voies de signalisation de I’acide abscissique dans les stomates. Les mutants dominants
abil-1 (Leung et al., 1994; Meyer et al., 1994) et abi2-1 (Leung et al., 1997) (pour
abscisic acid-insensitive 1 et 2), correspondent a des mutations ponctuelles dans les
domaines catalytiques de deux protéines phosphatases 2C. Leur phénotype est une
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insensibilité a I’acide abscissique pour la régulation de 1I’ouverture des stomates et une
dormance réduite des graines. Utilisant la technique du patch-clamp, Pei et ses
collegues ont montré que I’ABA était incapable d’activer le canal anionique chez abil
et abi2 (Pei et al., 1997). En revanche, I’inhibiteur de kinase K-252a (2 uM) restaure
partiellement 1’activation dépendante de ’ABA chez le mutant abi/ mais pas chez
abi2, suggérant d’une part 1’existence d’une protéine kinase, inhibée par le K-252a, en
aval de ABI1 dans la voie de signalisation ABA, et révélant d’autre part une voie de
signalisation parall¢le a celle de ABI1, qui pourrait contenir ABI2. Une étude un peu
différente a consisté a transformer des plants de tabac avec le géne muté et dominant
abil et d’appliquer la technique du voltage-clamp au stomate (Grabov et al., 1997).
Chez cette espece, I’ABA induit un ralentissement des cinétiques d’un canal
ressemblant au canal de type lent. Les stomates transformés avec la forme dominante
de abil-1 ne présente aucune modification de cette régulation.

La régulation par le calcium, décrite dans les cellules de garde de Vicia faba
(Schroeder et al., 1989), a été reconsidérée chez des plantes d’Arabidopsis thaliana
sauvage et chez les mutants abil et abi2 (Allen et al., 1999a; Miyawaki et al., 1997).
Les sondes de calcium fura2 et indol et plus récemment la protéine chimére Caméléon
(Allen et al., 1999a) permettent de suivre finement les variations de calcium
cytosolique par des techniques peu invasives. Chez ces plantes de type sauvage, 10
uM d'ABA provoquent des oscillations caractéristiques du calcium cytosolique
correspondant au maximum a une variation de concentration de ’ordre de 0,3 pM.
Chez les deux mutants de phosphatases 2C, cette réponse n’est que partielle (proche de
0,1 uM). L’étude en patch-clamp du canal de type lent montre que le calcium active le
canal uniquement en présence d’ATP, ce qui va dans le sens d’un phénomene de
phosphorylation par des kinases en aval de 1’étape calcium. Ceci est confirmé par
I’utilisation de solutions de pipette sans nucléotide ou avec des nucléotides non
hydrolysables. Les deux mutants abil et abi? se comportent de la méme fagon,
indiquant que les ¢éléments phosphatase ABI1 et ABI2 sont situés a un niveau précoce
dans la voie de signalisation ABA en amont de la régulation calcique. Des
investigations ultérieures basées sur 1’effet inducteur d’un "pulse" de calcium sur la
fermeture des stomates permettaient d’imaginer 1’intervention d’un canal calcique
ouvert par I’ABA en réponse a une hyperpolarisation (Grabov et al., 1998). De tels
canaux ont été¢ décrits par la suite chez Vicia faba (Hamilton et al., 2000) et chez
Arabidopsis thaliana (Pei et al., 2000). Dans ce dernier cas, 1’activation du canal par
I’hormone passe par une production d’eau oxygénée et la protéine GCA2 (Pei et al.,
2000). En effet le mutant gca2, décrit a 1’origine comme insensible & ’ABA sur un
critere de croissance racinaire, ne présente plus au niveau des stomates 1’activation du
courant calcique en réponse a I’H,O,.

Le mutant récessif hypersensible a I’ABA eral-2 (pour enhanced response to
ABA) correspond a une perte de fonction d’un geéne codant pour une
farnesyltransferase (Cutler ef al., 1996). 1l est résistant a la sécheresse, par le fait que
ses stomates sont constitutivement plus fermés que ceux du sauvage et car ils sont
hypersensibles a I’ABA exogene. L’investigation en patch-clamp de ce mutant montre
que le canal de type lent n’est pas activé sans ABA mais qu’avec un traitement de 50
uM ABA, il présente une intensité de courant deux fois supérieure a celle du sauvage
(Pei et al., 1998). Ce phénotype ainsi que le phénotype d’hypersensibilité a ’ABA des
stomates sont mimés par 2 puM de HFPA (pour acide o-hydroxyfarnesyl-
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phosphonique), un inhibiteur de farnesyltransferase. Les doubles mutants eral/abil et
eral/abi? présentent une restauration partielle de I’activation par I’ABA du canal
anionique en patch-clamp ainsi qu’une faible réponse des stomates a I’hormone. Ceci
semble confirmer que la voie de signalisation ABA est ramifiée et complexe.

Enfin, un derniere article a trés récemment dévoilé par la génétique un nouvel
¢lément tardif de la régulation du canal lent en réponse a I'ABA: les 2 alléles du
mutant gpal (pour G protein alpha subunit) correspondent a des pertes de fonction de
la seule sous unité a de G protéine trimérique du génome d'Arabidopsis thaliana
(Wang et al., 2001). Chez ces plantes, et seulement dans certaines conditions de pH
cytosolique, I’ABA n’est plus capable de fermer les stomates et d’activer le canal
anionique de type lent. Ceci indique I’existence de deux voies paralleles dans la
signalisation ABA, 1’une passant par des variations de pH, 1’autre par la G protéine.

Deux autres ¢léments de la voie de signalisation de I’ABA ont été mis en
¢vidence dans des systemes différents d’Arabidopsis thaliana et se sont révélés
conduire a une activation des canaux. Un crible en ovocyte de xénope, basé sur
I’activation de courant endogene sensible au calcium par 1’acide abscissique, a permis
I’isolation d’une syntaxine (Nt-Syrl), impliquée dans la signalisation ABA de fagon
précoce (Leyman ef al., 1999). Plus récemment (Li et al., 2000), une kinase de Vicia
faba, nommée AAPK (pour ABA-activated serine-threonine protein kinase) a été
microséquencée puis clonée a partir d’un gel en 2 dimensions griace a son activité,
spécifiquement déclenchée par I’ABA. Des plantes transformées par le gene muté
codant pour cette protéine AAPK(K43A), possédant une activité constitutive,
présentent une réduction spécifique de la fermeture des stomates provoquée par
I’ABA. De plus, I’investigation en patch-clamp montre que 1’hormone n’est plus
capable d’activer le canal anionique de type lent. Des homologues de ces deux
protéines n’ont pas encore été a ce jour isolés chez Arabidopsis thaliana et il est
difficile de concevoir la position de ces protéines dans le schéma touffu de la
signalisation ABA sans 1’aide de la génétique et I’utilisation de doubles mutants.

c- La voie de signalisation de fermeture des stomates en réponse au calcium
extracellulaire passe elle aussi par un canal anionique de type lent

Le calcium extracellulaire est capable de provoquer la fermeture des stomates de
facon plus ou moins efficace selon les espéces. Chez Vicia faba, 10 mM de CaCl,
induisent seulement 30 % de fermeture alors que chez Commelina communis, 1 mM
de CaCl; induit jusqu’a 80 % de fermeture (Leonhardt et al., 1999). Dans les deux
especes, 10 uM de glibenclamide, un inhibiteur de protéine ABC inhibant un canal de
type lent, réversent cet effet, montrant alors que ce canal intervient dans la fermeture
des stomates en réponse au calcium. Dans la méme publication, et en jouant sur
I’utilisation d’inhibiteur de protéine ABC et le NPPB, les auteurs ont démontré que la
signalisation ABA passait par ce méme canal. Il existe donc une convergence entre
deux voies de signalisation et de perception des paramétres de 1’environnement qui
conduisent a 1’activation du méme canal anionique de type lent, un des moteurs de la
baisse de turgescence des cellules de garde. Cette notion de convergence est
importante, car elle explique que les canaux anioniques sont régulés de nombreuses
facons. Il reste a savoir si la régulation de la fermeture des stomates par le calcium
extracellulaire a une signification physiologique, ou si cela correspond a une
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interférence avec le maillon calcium de la voie de signalisation ABA. Un élément de
réponse est apporté par 1'étude du mutant det3 (pour deetiolated 3), possédant une
mutation dans une protéine du complexe de I’ATPase vacuolaire (Schumacher et al.,
1999). Chez ce mutant, la signalisation calcique cytosolique fonctionne normalement
en réponse a I'ABA et conduit a la fermeture des stomates, en revanche elle est
aberrante en réponse a 1 mM de CaCl, externe et les stomates restent anormalement
ouverts (Allen et al., 2000). Ceci milite en faveur de I’existence de processus de
signalisation distincts pour les deux signaux et en conséquence pour une signification
physiologique de la fermeture des stomates en réponse au calcium extracellulaire. Des
¢tudes récentes soulignent I’importance des paramétres des oscillations calciques dans
la réponse stomatique (Allen et al., 2001), mais les processus d’intégration du signal
en amont des canaux anioniques restent a élucider.

d- Le modéle de variation réversible du volume des cellules de garde est-il applicable
a d'autres types cellulaires?

Le canal a cinétiques lentes de la membrane plasmique des cellules de garde
intervient donc dans la fermeture de I’ostiole des stomates, en permettant 1’efflux de
sels nécessaire a la baisse de la turgescence. La question se pose de savoir si ce
modele est un systéme spécifique de I’organe stomate en relation avec sa fonction ou
s'il peut étre généralis¢ a d’autres types cellulaires, en particulier des cellules "moins
spécialisées". La modification de I’ouverture des stomates est tout a fait originale dans
la mesure ou il s’agit d’un phénoméne réversible: les cellules de garde, selon les
paramétres de 1’environnement, se gonflent ou se dégonflent. La majorité des
modifications de volume des cellules végétales n’ont pas cette caractéristique: il s’agit
de processus d’¢longation cellulaire, impliquant une modification des caractéristiques
physiques de la paroi et une accumulation de composés constituant la cellule, dont des
sels et de 1’eau, mais aussi une grande quantité de protéines, de lipides, de composés
de la paroi pectocellulosique, etc... En aucun cas elles ne sont réversibles. Or les
canaux anioniques de la membrane plasmique, s’ils sont impliqués dans le moteur des
modifications de volume, ne peuvent qu’intervenir dans la diminution, car leur
ouverture cause un efflux d’anions.

2- La perception du signal lumiére

Le signal lumicre est per¢u quantitativement et qualitativement par la plante
grace a plusieurs photorécepteurs tels les phytochromes, pour les longueurs d’onde
rouges, et les cryptochromes pour la lumiére bleue. Parmi les réponses précoces des
cellules végétales exposées a la lumicre, on observe souvent une modification des
caractéristiques ¢lectriques membranaires comme le potentiel transmembranaire,
logiquement provoquée par des modifications d’activités de certains transporteurs
¢lectrogenes.

Ainsi, en réponse a la lumicre bleue, les cellules de I’hypocotyle de jeunes
plantules étiolées de concombre (Spalding et al., 1992a; Spalding et al., 1988) et
d’Arabidopsis (Cho et al., 1996) présentent une dépolarisation transitoire (pouvant
atteindre une centaine de millivolts), suivie rapidement par 1’inhibition de I’élongation
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de la tige (Cosgrove, 1981). Parmi les transporteurs affectés par cette dépolarisation de
membrane, une approche pharmacologique a pu impliquer, grice au cyanure et au
vanadate, la pompe ATPase a protons et, graice au NPPB, des canaux anioniques
(Spalding et al., 1992a): le NPPB (20 uM) bloque a la fois la dépolarisation de la
membrane plasmique et I’inhibition de I’¢longation produites par la lumiére bleue.

Plus tard, chez Arabidopsis thaliana, il a été mis en évidence un canal anionique
a forte conductance (Cho et al., 1996): des protoplastes d’hypocotyle étiolé, préparés a
I’abri de la lumiére bleue et patchés en configuration cellule attachée -configuration
avec laquelle les voies de signalisation sont probablement les plus intégres (voir
annexe A)- présentent une activité canal anionique déclenchée par un pulse de lumiére
bleue et pouvant étre inhibé par le NPPB (ECso < 5 uM). Cette activation, chez
Arabidopsis, pourrait étre dépendante du calcium cytosolique (Lewis et al., 1997)
puisque 10 mM de La®* inhibent complétement la dépolarisation induite par la lumiére
bleue et le canal de sélectivité anionique. La conclusion de ce travail est que
I’activation d’un canal anionique est nécessaire a la transduction du signal lumiere
conduisant a I’inhibition de 1’élongation, mais aussi a la mise en place du programme
photomorphogénétique. En effet, le NPPB a une concentration de 20 pM, capable
d’inhiber le canal anionique et la réponse de dépolarisation de la membrane, n’a pas
d’impact sur le taux d’expression des geénes intervenant dans la synthése des
anthocyanes mais réduit la concentration d’anthocyanes de 72 % (Noh et al., 1998).
L’utilisation du mutant Ay4 (pour hypocotyl 4) (Ahmad et al., 1993) semble indiquer
qu’il existe deux voies controlant I’accumulation des composés anthocyanés: 1’une
régule D’expression des geénes de synthéses des anthocyanes, 1’autre contrdle
I’activation de cette voie de biosynthése (Noh et al., 1998). Ceci est confirmé par le
suivi au cours du temps de 1’¢longation de I’hypocotyle de plantules sauvages et
mutantes (Parks et al., 1998).

La transduction du signal lumicre bleue a aussi été étudiée a partir de
protoplastes provenant de coléoptiles de mais (Wang et al., 1997) et d’hypocotyles
d’Arabidopsis thaliana (Wang et al., 1998) étiolés. En réponse a un pulse de lumicere,
ces cellules présentent une diminution momentanée de volume de ’ordre de 5 %
correspondant a 1’activation de transporteurs d’efflux et a une baisse consécutive de
pression osmotique et du volume. Dans les deux cas, ce signal est réduit par le NPPB
ce qui fait d’'un canal anionique un élément clef dans la signalisation/réponse a la
lumicre bleue.

Dans le cas des cellules de mésophylle de pois, la lumiére blanche induit une
dépolarisation lente et transitoire de la membrane plasmique (Elzenga et al., 1995). La
perfusion de concentrations croissantes (de 1 a 100 mM) de chlorure ou de 15 mM
nitrate réduit fortement son amplitude, suggérant qu’un canal anionique pourrait étre la
principale conductance mise en jeu lors de la phase de dépolarisation. Cette
dépolarisation, observée dans les cellules du mésophylle, est tres différente de celle de
la membrane des cellules épidermiques en réponse au méme signal, dont la principale
composante ionique pourrait étre un influx de calcium. Une investigation utilisant la
technique du patch-clamp a permis la caractérisation d’un canal anionique, qui, en
configuration cellule attachée, est activé par la lumiere blanche (Elzenga et al., 1997a).

Au niveau des stomates de Vicia faba, le passage de la lumicre blanche a
I’obscurité provoque une lente dépolarisation de la membrane plasmique (Roelfsema
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et al., 2001) en méme temps que la fermeture de 1’ostiole (Felle ef al., 2000). La
courbe courant-voltage déduite d’expériences en voltage-clamp montre 1’apparition
d’un courant entrant peu dépendant du voltage, qui pourrait étre anionique. Si les trois
canaux dont nous avons déja parlé sont les seuls présents sur la membrane plasmique,
ces caractéristiques correspondent plutdt au canal de type lent (Schroeder et al., 1992)
et ces expériences sont un nouvel exemple d’un canal anionique a la confluence de
plusieurs voies de signalisation.

3- Communication longue distance

Les potentiels d'action (PA) sont des dépolarisations transitoires de la membrane
plasmique observables chez les végétaux et comparables aux variations de potentiel
observés le long des axones chez les animaux (Hille, 1992). Ils ont été décrits aussi
bien chez les algues (Hope et al., 1975; Willamson et al., 1982) et les champignons
(Slayman et al., 1976) que chez les plantes supérieures (Zawadski et al., 1991).

Dans le cas de l’algue Chara, la technique de voltage-clamp a permis de
comprendre quelles étaient les différentes étapes du potentiel d’action (Kourie, 1994).
Une entrée de calcium semble étre l'un des éveénements initiateurs du potentiel
d’action, mais la dépolarisation principale serait due a 1’activation de conductances
anioniques et la repolarisation probablement a des conductances potassiques. Ce
phénoméne intervient chez les algues dans des phénoménes de réajustement
osmotique: D’efflux de sel de potassium a 1’occasion d’un potentiel d’action est loin
d’étre négligeable. Chez les plantes supérieures, les potentiels d’actions, couplés a des
ondes plus lentes ont été décrits dans plusieurs espéces (Thain et al., 1993) et semblent
pouvoir étre propagés de cellule a cellule. Malgré un certain nombre d’expériences
relatées dans la bibliographie, les transporteurs mis en jeu, et en particulier
I’intervention de canaux anioniques dans les phases de dépolarisation, ne sont pas
clairement identifiés. Néanmoins certains auteurs ont pu corréler les potentiels
d’action avec des efflux d’ions chlorures chez Mimosa pudica (Abe, 1981).

Les potentiels d’action propagés sont véhicules d’information: ainsi chez
Mimosa pudica, ils interviennent dans le repliement de 1’ensemble des pétioles
foliaires en réponse a un toucher localisé. Dans le cas de la tomate, le potentiel
propagé induit par la blessure permet I’expression délocalisée du geéne pin (pour
Protein inhibitor) et correspond probablement a 1’acquisition de défense par la plante
contre les insectes (Stankovic et al., 1996; Wildon et al., 1992). Chez Bidens pilosa,
des dépolarisations propagées de la membrane seraient d'une part impliquées dans le
choix du bourgeon axillaire lors de la levée de la dominance apicale (Frachisse et al.,
1985), et d'autre part capables d'induire I’expression de certains genes (Vian et al.,
1996).
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4- Implication de canaux anioniques dans la réponse aux stress biotiques et
abiotiques

a- Stress abiotique racinaire: des canaux impliqués dans la résistance au cation
. 3+
toxique Al

L’aluminium est présent naturellement dans les sols (Ma, 2000). Dans certains
cas ’acidité des sols libére la forme AI’", toxique a forte concentration pour les plantes
supérieures et inhibant fortement la croissance. Parmi les moyens de lutte des racines
mis en jeu & son contact, on observe une exsudation racinaire, localisée a I’apex (Ryan
et al., 1995), d’acides organiques comme le malate (Delhaize ef al., 1993), le citrate,
I’oxalate ainsi que de phosphate. Ces anions, au contact de la racine, réduisent la
concentration du cation libre (et toxique) en le complexant (Delhaize et al., 1995).
Parce que de tels anions sont majoritairement synthétisés et accumulés dans les
cellules végétales et parce que la membrane plasmique est hyperpolarisée, des canaux
anioniques perméables aux acides organiques sont de bons candidats pour étre a la
base de ces exsudats déclenchés par I’aluminium. Une approche visant a les
caractériser chez le blé est venue confirmer cette idée puisque les exsudats sont réduits
efficacement par certains inhibiteurs de canaux anioniques tel que l'acide niflumique,
le NPPB, I'TAA-94 et 'A9C (Ryan et al., 1995).

Sur des protoplastes d’un cultivar résistant a 1’aluminium (ET8), ces mémes
auteurs ont pu finalement caractériser en utilisant la technique du patch-clamp un
canal anionique a large conductance (Ryan et al., 1997), perméable au malate (Zhang
et al., 2001), inhibé par 1’acide niflumique et activé par 1’aluminium plus ou moins
rapidement dans 55 % des cellules (Ryan et al., 1997). De fagon intéressante, les
protoplastes provenant d’un cultivar trés proche, mais sensible a I’aluminium (ES8) ne
présentent qu’une conductance réduite (2/3 inférieure), s’activant beaucoup plus
lentement (Demi temps d’activation = 36,0 min contre 9,1 min) et concernant moins
de protoplastes (11 % contre 39 % lors de I’expérience) (Zhang et al., 2001). La
question se pose de savoir quel est le locus responsable de la divergence entre les deux
cultivars et ce qu’il code.

Le mécanisme d’activation, la voie de signalisation et le récepteur a 1I’aluminium
sont encore inconnus. Néanmoins plusieurs auteurs ont décrit des temps de latence
entre la mise en contact des racines avec ’aluminium et le début des exsudats,
indiquant qu’il existe une voie de signalisation complexe et que I’aluminium
n’interagit pas directement avec le systeme d’efflux. Plus récemment, 1’inhibiteur de
protéine kinase K-252a (1 uM) s’est révélé capable de réduire les exsudats racinaires
de bl¢ (cultivar résistant a I’aluminium Atlas) et d’inhiber une activité kinase (42 kD)
en gel, activée précocement (< 5 min) par 1’aluminium (Osawa et al., 2001). Ceci est
le premier élément de caractérisation de la voie de signalisation AI’" chez les
végétaux.

Parallélement a ces approches sur le bl¢, d’autres auteurs se sont focalisés sur le
mais et ont caractérisé des canaux anioniques activés par 1’aluminium (Kollmeier et
al., 2001; Pineros et al., 2001). Le DIDS et I’acide niflumique (100 pM) réversent
I’effet de 50 pM AI’" sur les exsudats racinaires et inhibent un canal anionique,
perméable au malate et au citrate (Kollmeier et al., 2001), trés comparable a celui
décrit chez le blé. Un des canaux anioniques (Pineros et al., 2001), est activable de
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facon réversible en configuration canal unitaire, ce qui semble indiquer qu’un des
systémes de perception de I’aluminium se trouve au niveau du canal ou que la
perception et la courte voie de signalisation de cet événement sont localisées au niveau
de la membrane plasmique. Ce résultat est apparemment en opposition avec les
réponses décrites chez le blé ou 1’on observe une activation de protéines solubles telles
une protéine kinase de 28 kD en amont de 1’activation du canal (Osawa et al., 2001).
Ceci souligne la complexité probable et la variabilité interspécifique de la réponse a
I’aluminium dans la racine.

b- Réponse d’efflux au stress hypoosmotique

Le choc hypoosmotique est une situation de stress, a laquelle sont probablement
réguliérement soumises les cellules végétales, par exemple lors de pluie diluant la
solution au contact des feuilles et des racines. Le gradient osmotique de part et d’autre
de la membrane plasmique est alors brusquement accru et cela se traduit par un influx
passif d’eau dans la cellule et consécutivement une augmentation de la turgescence et
du volume. Parmi les réponses extrémement précoces visant a rétablir un équilibre
d’osmolarité, intervient ’efflux d’ions et d’osmotica via les canaux. Chez les cellules
en culture d’Arabidopsis thaliana, un choc hypo-osmotique de 100 mOsm provoque
une augmentation des efflux de chlorure marqué (*°Cl) de ’ordre de 10 a 20 fois dans
les 15 premieres minutes (Teodoro et al., 1998). Une préincubation de 300 uM A9C
ou de 100 uM NPPB réduit I’effet du choc osmotique sur I’efflux de chlore de 50 %.

Dans le cas des cellules en culture de Tabac, un choc osmotique (Cazalé et al.,
1998) induit un burst oxydatif, une alcalinisation extracellulaire ainsi que des efflux de
potassium et d’anions. Ces derniers sont fortement réduits par 100 uM de NPPB, A9C
et DIDS, respectivement de 100, 80 et 60 %. De facon intéressante, ces méme
molécules aux mémes concentrations, induisent des inhibitions comparables du burst
oxydatif, ce qui indique que les canaux anioniques activés en réponse au choc
hypoosmotique n’ont pas uniquement une fonction dans I’osmorégulation mais
interviennent peut-€tre aussi dans la signalisation osmotique qui conduit au burst
oxydatif mais pas a I’activation des MAP Kinases (Cazalé, 1999).

Les approches de patch-clamp ont permis de caractériser des canaux anioniques
activés par la tension sur les membranes plasmiques végétales de cellule en culture de
tabac (Falke et al., 1988) ou des cellules de garde de Vicia faba (Cosgrove et al.,
1991). La littérature ne contient que peu de résultats a leur sujet mais on peut
s’attendre a les trouver dans un grand nombre de types cellulaires chez les végétaux
car ce sont de bons candidats pour intervenir précocement dans les flux d’anions
observés en réponse au choc hypoosmotique.

c- L’efflux d’anions: une réponse précoce lors de interaction plante-pathogéne

L'interaction entre une plante et un pathogéne, tels certaines bactéries ou des
champignons, provoque de la part de la plante toute une série de réactions
apparemment complexes dites réactions de défense (Scheel, 1998; Yang et al., 1997).
Selon les cas, elles conduisent la plante & une résistance aux pathogenes ou parfois ne
sont pas suffisantes pour stopper sa progression ce qui aboutit & une attaque massive
de la plante. La plante possede donc dans de nombreux cas des récepteurs qui lui
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permettent de "ressentir" une attaque et y répondre efficacement de fagon plus ou
moins adaptée. Les étapes de cette réponse sont complexes et leur ordre n'est pas
vraiment bien établi. Quelques minutes apres l'interaction, on observe des
modifications des flux ioniques au travers de la membrane ainsi que la production de
formes activées d'oxygene et des modifications de phosphorylation des protéines, puis
a l'échelle de quelques heures, une synthése de protéines comme les PR (pour
Pathogenesis-Related), une modification de la composition de la paroi de la cellule,
comme un dépot de callose conduisant & une résistance accrue a la pénétration. Dans
certain cas, la propagation de signaux systémiques médiés par des hormones telles
l'acide salicylique et I'acide jasmonique conduit des tissus €loignés du site d'infection a
adopter une stratégie de défense. L'intensité et la rapidité de ces différentes étapes sont
trés variables, dépendantes de la nature du pathogeéne et de I'aptitude de la plante a
faire face a l'infection.

Parmi les étapes précoces, on observe la modulation d'activité de transporteurs
de la membrane plasmique comme I'ATPase pompe a protons et des canaux cations et
anions. Ainsi, un peptide de 13 acides aminées, Pep-13, provenant d'une glycoprotéine
du champignon Phytophthora megasperma, provoque un efflux d’anions a partir des
cellules de persil (Niirnberger et al., 1994). 1l est en est de méme avec la cryptogéine,
un ¢liciteur de Phytophthora cryptogea, sur les suspensions cellulaires de tabac (Pugin
et al., 1997). Ces efflux d'anions sont des événements cruciaux dans les voies de
transduction des éliciteurs. En effet, leur inhibition par des inhibiteurs de canaux
anioniques conduit a l'interruption des réactions de défenses développées
ultérieurement (Jabs et al, 1997). La question de savoir s’ils correspondent
uniquement a des phénomeénes de signalisation ou s’ils ont eux-mémes une action sur
le pathogéne n'est pas encore tranchée.

De par le potentiel de la membrane plasmique, trés négatif, et I'accumulation des
anions dans les cellules végétales, les phénomenes diffusifs sont suffisant pour
expliquer les efflux d'anions observés en réponses aux éliciteurs. Néanmoins, l'activité
responsable de ces efflux n'est pas encore caractérisée. Sur une base pharmacologique,
il semble qu'un canal de type rapide pourrait étre activé (Zimmermann et al., 1998a)
mais aucune preuve directe n'a pour I’instant été apportée.

5- La perception de doses supraoptimales d'auxine

La réponse des cellules végétales a la phytohormone auxine est complexe et
conduit a des réponses a court, moyen et long terme, variant beaucoup d'un organe a
l'autre. Parmi les réponses précoces, une modification des activités des transporteurs
de la membrane plasmique conduit a des modifications des caractéristiques
¢lectriques.

A des concentrations relativement faibles d'hormone, dites infraoptimales, la
membrane plasmique subit une rapide hyperpolarisation correspondant, sur des bases
de flux de protons, a une activation des pompes ATPases de la membrane (Felle ef al.,
1991). Lors de phénomenes d'élongation cellulaire en réponse a l'auxine, cette
activation de la pompe est primordiale car elle conduit a l'acidification de 1'apoplasme
et a l'assouplissement nécessaire et expérimentalement observé de la paroi pecto-
cellulosique (Cosgrove, 1997). A des concentrations plus fortes, dites supraoptimales,
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l'auxine induit plutot une dépolarisation de la membrane plasmique dont la cause n'est
pas identifiée.

Au laboratoire, une approche développementale et pharmacologique mise au
point sur I'hypocotyle d'Arabidopsis thaliana a apporté des arguments en faveur de
l'implication de canaux anioniques en réponse a l'auxine. Des plantules ayant poussé a
I'obscurité sont caractérisées par un phénotype étiolé. Celui-ci se manifeste en
particulier au niveau de 1'élongation de I'hypocotyle puisque ce dernier atteint la taille
de 18 mm (alors qu'a la lumieére, il mesure 2 mm). L'application exogéne d'auxine,
comme du 1-ANA a la concentration de 1 pM, a comme effet de réduire cette
¢longation de 60 a 90% (Thomine et al., 1997b). Cette inhibition est réversée par des
inhibiteurs de canaux anioniques comme le DIDS et 'A9C, ces résultats pouvant étre
lus au niveau de l'organe (longueur de I'hypocotyle) et au niveau cellulaire (longueur
des cellules épidermiques). L'effet des inhibiteurs de canaux anioniques est spécifique
de la réponse de l'hypocotyle aux auxines, puisque ni I'A9C ni le DIDS ne sont
capables de réverser l'inhibition de I'élongation par les cytokinines ou I'éthyléne.

On peut concevoir une autre fonction pour les canaux anioniques de la
membrane plasmique dans les phénomenes de réponse a l'auxine, mais cette fois a des
concentrations infraoptimales. La pompe ATPase est fortement activée et
interviendrait, dans la théorie de la croissance acide, dans le relachement de la paroi
pectocellulosique nécessaire a 1'élongation cellulaire. Keller et van Volkenburgh se
sont intéressés a la réponse ¢€lectrique membranaire a 1'auxine dans les cellules de
coléoptiles d'avoine (Keller et al., 1996). Celle-ci est caractérisée par une courte
dépolarisation puis une hyperpolarisation attribuée a l'activation de I'ATPase pompe a
protons. Cette dépolarisation étant atténuée par un inhibiteur des canaux anioniques
(100 uM de NPPB) et sensible a la concentration des anions externes, les auteurs ont
conclu que la réponse électrique était vraisemblablement due a une conductance
anionique. Ces mémes conditions modérent le taux d'élongation de segments de
coléoptiles d'avoine induit par l'auxine, amenant de cette fagon un premier argument
en faveur de l'implication de canaux anioniques dans ['élongation, en tant que
partenaire de la pompe ATPase.

Nous avons vu que certains canaux anioniques de type rapide de la membrane
plasmique répondaient a l'auxine par un déplacement de leur ouverture dépendante du
voltage vers le potentiel de repos de la membrane, ce qui correspond donc a une
activation. C'est le cas en particulier du canal anionique R des cellules de garde de
Vivia faba (Marten et al., 1991) et de TSAC (pour Tobacco Suspension Anion
Channel) (Zimmermann et al., 1994). Dans les deux cas, les doses employées, de
l'ordre respectivement de 20 et 10 pM suggerent leur implication dans les réponses
aux doses supraoptimales. Néanmoins depuis ces publications, aucun nouvel argument
direct n'a été apporté au sujet de la régulation des canaux anioniques par l'auxine.

6- Transport des anions: un canal d’influx pour charger la racine et des
canaux d’efflux pour charger le xyléme

L’absorption des anions du sol au niveau de la racine se fait majoritairement
dans la zone différenciée portant les poils racinaires. Du fait du potentiel
¢lectrochimique des anions, trés peu en faveur d’une entrée diffusive, il est probable
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que ce soit des cotransports protons/anions qui soient responsables de cet influx dans
les conditions classiques. Et effectivement de tels transporteurs ont été caractérisés
fonctionnellement et les ADNc correspondant clonés (Forde, 2000; Smith et al.,
2000). Néanmoins, sur les cellules de racines de bl¢ (Tricticum sativum), un canal
anionique a ¢été décrit en patch-clamp présentant les caractéristiques d’un canal
d’influx, en particulier ayant une activité régulée par le voltage et s’activant a des
potentiels moins négatifs que le potentiel d’équilibre des anions (Skerrett et al., 1994).
De telles conditions, soit de dépolarisation, soit d’augmentation des concentrations
anioniques extracellulaires, n’ont pas été décrites et ne doivent arriver que tres
occasionnellement. Les auteurs pensent que dans les cas particuliers de fortes
concentrations en NaCl dans le voisinage de la racine, ce canal pourrait permettre
I’entrée d’anions suite a la dépolarisation induite par ’entrée de Na'.

Les anions, activement prélevés dans le milieu par les transporteurs ou par
diffusion grace a des canaux anioniques entrants, traversent le cortex jusqu’au
parenchyme xylémien, d’ou ils passent dans les vaisseaux du xyléme. Ce dernier
phénomene qui correspond a un efflux des cellules parenchymateuses, peut tout a fait
étre expliqué par la présence de canaux anioniques ouverts sur la membrane
plasmique. Des études en patch-clamp révelent I’existence d’au moins trois
conductances sur la membrane plasmique de protoplastes dérivés de tels tissus chez
I’orge (Kohler et al., 2000; Wegner et al, 1994). Ces canaux présentent des
caractéristiques tant de régulation par le voltage que par le calcium tres différentes les
unes des autres. Les auteurs ont émis 1’hypothése que certains d’entre eux, et en
particulier le canal X-QUAC (pour Xylem-Quickly Activated Anion Channel),
travaillant en "tandem" avec le canal potassique KORC (pour K~ Qutward Rectifier
Channel), pourraient étre responsables de I’efflux de sel nécessaire au chargement du
xyléme. Les preuves sont difficiles a apporter car le systéme est assez inaccessible et
probablement difficile a étudier.
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Tableau 1-4: Les différentes familles de génes codant potentiellement pour des canaux
anioniques et leurs membres chez les végétaux...

Famille

Chez les animaux...

...et chez les végétaux.

Chloride Channel (CLC)

Voltage Dependent Anion
Channel (VDAC)

ATP Binding Cassette
(ABC)

Aquaporine (AQP)

Swelling-activated
Chloride Channel
(regulator) (pICIn)

Phospholemman

Intracellular Chloride
Channel (CLIC/p64)

Calcium Activated
Chlorige Channel
(CICa“"C)

Exitatory Amino Acid
Transporteur (EAAT) /
Alanine Serine Cysteine
Transporteur (ASCT)

Ligand Activated lon
Channel (LGIC)

Voir texte
Voir texte
Voir texte

Voir texte

Au départ décrits comme des canaux
(1). Semblent aujourd’hui plutét étre des
eléments de la perception du gonflement
conduisant aux flux d'anions (2)

Petits peptides de 8 kDa provoquant des
conductances anioniques en ovocytes
de Xénope (3)

Plusieurs génes chez les mammiféres
avec une sélectivité anionique (4,5)

Plusieurs génes clonés chez les
mammiféres (6). Canaux de sélectivité
anioniques activables par le calcium (7)

Famille de transporteurs d'acides
aminés dont certains ont des activités de
type canaux anioniques (8,9,10,11)

Famille nombreuse comprenant des
canaux cationiques (récepteurs a
acétylcholine et au glutamate) et des
canaux anioniques (récepteur GABA et
a la glycine, canaux GIuCl)

Voir texte
Voir texte
Voir texte

Voir texte

1 homologue possible
(BAA97193)

En raison de leur trés petite
taille (de I'ordre de 70 acides
aminés), il est difficile de
déterminer par des
approches bio-informatiques
si le génome d'Arabidopsis
thaliana posséde des
homologues.

Non. Homologie avec des
genes notés
"dehydroascorbate
reductase” (AAG40196.1 et
AAG24946.1)

Non

Non

20 génes de la famille des
récepteurs au glutamate
(12)

Voir texte

1) Paulmichl et al. (1992) (2) Krapivinsky et al. (1994) (3) Moorman et al. (1992) (4) Landry et al.
(1989) (5) Landry et al. (1993) (6) Agnel et al. (1999) (7) Fuller et al. (1994) (8) Fairman et al. (1995)
(9) Fairman et al. (1999) (10) Zerangue et al. (1996) (11) Broer et al. (2000) (12) Lacombe et al. (2001)
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D- Support moléculaire des canaux anioniques végétaux de
la membrane plasmique

La question de la nature moléculaire des canaux anioniques chez les végétaux et
plus particuliérement dans le cas des canaux de la membrane plasmique n'est pas
tranchée a ce jour. Néanmoins, plusieurs groupes ont spéculé sur cette nature en se
basant sur des comparaisons de caractéristiques biophysiques, cinétiques et
pharmacologiques. Mais ces différents travaux n'ont pas conduit a identifier clairement
les génes codant les conductances anioniques.

Dans cette partie, j'ai cherché a établir un bilan de nos connaissances sur la base
moléculaire des conductances anioniques chez les végétaux. Nous passerons en revue
plusieurs familles de geénes candidates travaillées dans divers laboratoire. Le
séquencage total du génome d'Arabidopsis (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000), ouvre de nouvelles possibilité pour l'identification de ces génes.

1- Il existe dans le génome des plantes des génes codant des protéines
homologues a des canaux anioniques

Le séquengcage du génome d’Arabidopsis thaliana est venu récemment
compléter les données accumulées sur les différentes familles de genes décrits chez les
plantes. Il est désormais possible d’avoir une idée du nombre et de la taille des
familles de génes présentes chez certains organismes et codant pour une protéine ayant
une activité canal anionique démontrée. C’est le cas, chez les animaux d’au moins
neuf familles de geénes (tableau I-4). Parmi celles-ci, les plantes semblent posséder de
fagon certaine des genes de type Chloride Channel (CLC), ATP Binding Cassette
(ABC), Voltage-Dependant Anion Channel (VDAC), aquaporine (AQP) et Ligand-
Activated Ion Channel (LGIC). La partie suivante évoque ces quelques familles, les
preuves de leur nature de canal anionique chez les animaux et les travaux entamés
chez les végétaux. Dans le cas de protéines de type phospholemman, rien n’est connu
chez les végétaux, y compris en ce qui concerne d’éventuels homologues dans les
banques de séquences, en raison de leur tres petite taille, ainsi ne peut-on exclure avec
certitude leur existence chez les végétaux.

a- La famille des CLC (pour Chloride Channel)

Par une approche de biochimie des protéines, le premier CLC, nommé CLC-0 a
¢té cloné a partir de l'organe électrique du poisson torpille Torpedo marmorata
(Jentsch et al., 1990). Des protéines homologues ont ensuite été trouvées chez les
mammiferes, la levure et les procaryotes. Il s'agit de protéines comprenant de 10 a 12
domaines transmembranaires (Schmidt-Rose et al, 1997), dont I'expression
hétérologue montre, lorsqu'elle est possible, qu'elles forment des canaux présentant
une conductance originale impliquant deux pores (Bauer ef al., 1991). Des données de
cristallographie sont venues valider cette organisation en dimere (Mindell et al., 2001).
Aujourd'hui cette famille qui compte 9 membres chez I'homme, fait 1'objet d'études
poussées ayant donné une littérature abondante (Jentsch et al, 1999). Certaines
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maladies génétiques telles certaines myotonies ou la maladie de Dent (Jentsch, 1996),
sont causées par des mutations dans ces genes. La localisation subcellulaire des CLC
animaux est multiple puisque certains sont présents sur la membrane plasmique alors
que d'autres pourraient avoir une localisation sur les endomembranes. L'expression
hétérologue des CLC animaux a été possible dans de nombreux cas et les CLC ont
apparemment des caractéristiques électriques aussi variées (Foskett, 1998) que leur
localisation, rendant difficile la comparaison avec les activités décrites chez les
plantes.

Les geénes de la famille CLC sont aussi présents chez les végétaux. Ils ont été
clonés par homologie de séquences, d'abord chez Nicotiana tabacum (Lurin et al.,
1996) (CLCNt1 et 2) puis chez Arabidopsis thaliana (Hechenberger et al., 1996) dont
le génome contient 7 représentants recensés (AtCLC-a a AtCLC-g). Les tentatives
d'expression hétérologue visant a retrouver une activité canal anionique aux
caractéristiques connus semblent avoir échoué: l'expression de CLCNt1 caractérisée
en ovocyte de xénope (Lurin ef al., 1996) pourrait selon les auteurs correspondre a une
activité endogene dérégulée par l'apport d'ARN exogeénes (Lurin, 1998).

La majeure partie des CLC végétaux appartiennent a une branche de l'arbre-
dendrogramme des CLC dont les membres ont une localisation endomembranaire. Et
en effet, la seule tentative de localisation subcellulaire d'un CLC végétal a montré que
CLCNt1 colocalise avec des marqueurs des membranes mitochondriales (Lurin et al.,
2000). La localisation des CLC d'drabidopsis est en cours au laboratoire, mais il n'est
pas inimaginable que certains d'entre eux se trouvent tout de méme sur la membrane
plasmique des cellules végétales. Néanmoins, certaines caractéristiques biophysiques
que l'on peut penser étre conservées, comme la structure en double pore responsable
d'enregistrements caractéristiques en canal unitaire n'ont pas été observées a ce jour
sur les membranes végétales.

Les fonctions intégrées de ces canaux chez les plantes restent elles aussi
inconnues pour I’instant. Le seul élément de réponse a cette question a été apporté par
l'obtention d'un mutant d'insertion dans le gene A¢/CLC-a (Geelen et al., 2000). Son
phénotype est discret: les plantules accumulent deux fois moins le nitrate alors que les
pools des autres anions sont inchangés. Un autre trait de phénotype est que le mutant
est plus sensible au chlorate que le type sauvage. Ces deux résultats semblent indiquer
que le produit du géne ArCLC-a intervient dans la régulation de la teneur
intracellulaire en nitrate.

Le laboratoire dans lequel j'ai effectu¢é mon travail de thése et qui a été a
l'origine du clonage du premier CLC chez les plantes (Lurin ef al., 1996), continue son
travail (Vinauger-Douard, 2001) sur cette famille de géne et étudie en particulier le
role de deux CLC divergents (AtCLC-e et AtCLC-f) dont les séquences semblent
proches de celles des CLC bactériens.

b- La trés grande famille des protéines ABC ( pour ATP-Binding-Cassette)
La famille des protéines ABC est un groupe de trés grande taille dans tous les
phylla et particuliérement chez les végétaux. Chez Arabidopsis, on compte plus de 125

geénes (soit 0,5 % des génes) codant des protéines ABC alors que chez I’homme et la
levure, on dénombre respectivement 51 et 29 membres.
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La structure des complexes protéiques ABC est trés peu conservée. Elle est
caractérisée par un domaine de fixation des nucléotides (NBD pour Nucléotides
Binding Domaine) contenant 2 motifs consensus nommés Walker a et b ainsi qu'un
peptide de liaison aux nucléotides spécifique de la famille (Walker et al., 1982) et un
domaine hydrophobe souvent constitu¢ de 6 hélices transmembranaires. Ces deux
domaines peuvent étre les produits de génes différents, comme c'est généralement le
cas chez les procaryotes, ou faire partie d’'une méme protéine. Enfin on peut observer
l'agencement de plusieurs structures similaires conduisant a des structures a 12
domaines transmembranaires et deux sites NBD. C'est le cas du CFTR (pour Cystic
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator).

Les activités des protéines ABC semblent treés diverses et elles interviennent
dans de nombreuses fonctions physiologiques (Bauer et al., 1999; Higgins, 2001).
L'une des plus importantes semble étre la détoxication cellulaire: ces protéines
catalysent alors la compartimentation de composés toxiques généralement conjugués
au tri peptide gluthation (Glu-Cys-Gly) par les activités Glutathion-S-Transferases
(GSTs) (Dixon et al., 1998; Edwards et al., 2000). Chez les animaux et les
microorganisme, l'extrusion se fait dans le compartiment extracellulaire alors que chez
les végétaux et la levure, c'est la vacuole qui joue le role de réservoir de détoxication.
Il semble d'ailleurs que les protéines ABC soient localisées sur la membrane
plasmique dans le premier cas et plutdt sur le tonoplaste dans le second cas. Dans la
majorité des cas, elles codent pour des pompes directement énergisées par I'hydrolyse
de I'ATP (ATPase) ce qui en fait un mécanisme trés efficace de détoxication,
indépendant des gradients électrochimiques.

A coté de ces activités ATPases, certaines protéines ABC animales interviennent
dans la formation ou dans la régulation de canaux de la membrane plasmique:

- le produit du géne SUR (pour Sulfonylurea Receptor) est impliqué dans la
formation d'un complexe canal potassique sensible a I'ATP nommé Karp (Inagaki et
al., 1995): il s'agit de I'assemblage de quatre protéines de la famille des Kir (pour
Inward Rectification K* channels) et de quatre sous-unité de la famille SUR. Les
protéines SUR possédent un domaine de liaison au Sulfonylurée, d'ou son nom
(Aguilar-Bryan et al., 1995).

- le géne CFTR code chez les mammifeéres une protéine dont la mutation
entraine des maladies génétiques graves, en particulier la mucoviscidose (Riordan et
al., 1989). Son expression en systéme hétérologue a révélé qu'elle était responsable
d'une conductance anionique (Anderson et al., 1991b) régulée par 'ATP intracellulaire
(Anderson et al., 1991a), et par phosphorylation par une protéine kinase A dépendente
de ' AMPc (Cheng et al., 1991).

- la protéine MDR1 (pour Multi-Drug Resistance) ou P-glycoprotéine, exprimée
en systeme hétérologue présente une activité de cotransport des drogues (Endicott et
al., 1988) mais a aussi semble-t-il une activité¢ de type canal anionique (Valverde et
al., 1992). Cette dernicre est tres discutée a ce jour.

Chez les végétaux, des ADNc codant des protéines ABC de la sous famille MRP
(pour Multidrug Resistance Proteines) ont d’abord été clonés par homologie de
séquence (Rea ef al., 1998). Certaines de ces protéines ont effectivement une activité
de transport de conjugués au glutathion (Lu et al., 1998; Lu et al., 1997).

Des approches plus physiologiques ont démontré I'implication de protéines de
type ABC dans des processus divers (Martinoia et al., 2002) comme la détoxication du
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cytoplasme (Klein ef al., 2000; Martinoia et al., 1993), I’¢longation cellulaire et la
réponse a la lumiére bleue (Sidler et al., 1998), le mouvement des stomates et le
développement de la racine (Gaedeke et al., 2001), D’extrusion de composé
antifungique (Jasinski et al., 2001) et I’homéostasie des cations (Kushnir et al., 2001).
Aucune d’entre elles n’a été décrite comme ayant une activité canal. En revanche,
certaines de ces protéines semblent localisées sur la membrane plasmique (Jasinski et
al., 2001; Sidler et al., 1998).

En utilisant la technique du patch-clamp, des sulfonylurées telles la
glibenclamide et la cromokalim, modulateur des protéines ABC, affectent l'activité de
canaux potassiques et anioniques des cellules de garde ainsi que l'ouverture des
stomates de Vicia faba et Commelina communis (Leonhardt et al., 2001; Leonhardt et
al., 1997; Leonhardt et al., 1999). Ceci semble indiquer que des protéines ABC
pourraient réguler, voire méme constituer partiellement, certains canaux végétaux, en
particulier les canaux anioniques, de la membrane plasmique. A ce jour, aucune
preuve moléculaire n'est venue confirmer cette hypothése. Néanmoins, le géne MDRS
d'drabidopsis thaliana, récemment caractérisé¢ (Gaedeke et al., 2001), semble étre un
bon candidat: en effet un mutant d'insertion dans le géne AtMRP5, ne présente plus
'ouverture de ses stomates en réponse a la glibenclamide.

c- La famille des VDAC (pour Voltage Dependent Anion Channel)

La famille des VDAC regroupe des protéines initialement décrites comme
localisées dans la membrane externe des procaryotes et dans 1'enveloppe des organites
des eucaryotes comme les mitochondries et les chloroplastes. Ce sont de petites
protéines membranaires dont la structure tertiaire est un grand feuillet 8 replié sur lui-
méme en forme de tonneau et qui ménage donc un large pore dans la membrane. Elles
semblent fonctionner en tétramére et sont caractérisées par une large conductance et
une probabilité d'ouverture maximum aux environs de 0 mV .

Chez les plantes, des geénes de la famille VDAC ont été clonés. Le blé en
contient au moins 3 isoformes (TsVDACI a 3) qui complémentent un mutant VDAC
de Saccharomyces cerevisiae et dont les activités sont proches de celles décrites chez
les animaux (Elkeles et al., 1997; Elkeles et al, 1995). L’analyse du génome
d’Arabidopsis thaliana, indique qu’il existe 6 geénes codant pour des VDAC (A.
Marmagne, communication personnelle), mais rien a leur sujet n’est publié a ce jour
quant a leurs activités, localisations et fonctions. Une publication récente semble
toutefois indiquer qu'un de ces geénes est transcrit en réponse a une infection par
Xanthomonas campestris (Lacomme et al., 1999).

Un point extrémement intéressant a été soulevé par des études récentes, basées
sur des résultats d’électrophysiologie et d’immunolocalisation: certaines VDAC, en
particulier chez les mammifeéres, peuvent avoir une localisation de type membrane
plasmique (Buettner ef al., 2000; Guibert et al., 1998; Yu et al., 1996). 11 est vrai, qu’a
ce jour, les caractéristiques de conductance et de sensibilit¢ au voltage des VDAC
n'ont pas été observées au niveau de cette membrane chez les végétaux. Une
explication pourrait étre que les VDAC ne soient que des éléments constituant de
complexes protéiques beaucoup plus gros, avec des caractéristiques de transports
ioniques totalement différentes de celles observées lors d’expériences de reconstitution
en bicouche lipidique.
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Protéines a plus de 2 hélices transmembranaires

Fonctions inconnues (11 %)

Des pistes et des preuves (7 %)

Protéines

présentant moins ... dont des canaux (0,24 %)
de 2 hélices \
transmembranaires
(82 %) familles

- Canaux Shakers

- Canaux activés par les nucléotides cycliques (CNGC)
- Canaux activés par des ligands (LGIC)

- Canaux K+ ouverts par dépolarisation (KCO)

- Canaux chlorure (CLC)

Figure I-5: Représentation de la quantité de protéines transmembranaires (sur une bas €
bioinformatique avec plus de 2 hélices transmembranaires) parmi les 25450 produit s
potentiels de génes d’ Arabidopsis thaliana issus du séquencage systématique du génome
Données intégrées a partir de la banque de John Ward (http://www.cbs.umn.edu/arabidopsis/) en
Janvier 2001.
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d- Autres familles intéressantes

Les aquaporines constituent la grande famille des MIP (pour Major Intrinsic
Proteins) sont comme leur nom 1’indique des canaux a eau que 1’on trouve dans tous
les organismes et en particulier chez les plantes (pour revue (Santoni et al., 2000)).
Chez Arabidopsis thaliana, on en dénombre de I’ordre de 35. Leur sélectivité est
généralement en faveur de I’eau mais de récentes études semblent indiquer que
certaines d’entre elles laissent aussi passer de petits solutés neutres comme le glycérol
et 'urée (Biela et al., 1999; Gerbeau et al., 1999). Une étude récente (Yasui et al.,
1999) a montré que 1’aquaporine AQP6 du rat exprimée en ovocyte de xénope est
capable de créer au niveau de la membrane plasmique des courants chlorures sensibles
au mercure (un inhibiteur des aquaporines). Ces résultats n’ont pas été répétés dans le
cas d’aquaporines de plantes a ce jour et semblent pour ’instant trés précurseurs chez
les animaux.

Enfin la famille des canaux activés par des ligands (LGIC pour Ligand Gated
Ion Channel) existe chez les plantes et sont représentés en particulier par des protéines
de type récepteur au glutamate (Lacombe ef al., 2001; Lam et al., 1998). Ceux ci sont,
chez les animaux, des canaux a sélectivité cationique. Les protéines de type récepteur
Glycine, GABA ou GluCl qui, eux, sont des conductances anioniques n’apparaissent
pas dans les banques de séquences chez les végétaux. Par contre, il semble que la
sélectivité des LGIC soit controlée par un tres petit nombre de résidu (Gunthorpe et
al., 2001) et il n’est pas inimaginable que des geénes de type récepteur au glutamate
correspondent finalement a des protéines ayant une activité canal anionique.

2- Beaucoup de séquences codant potentiellement pour des protéines
membranaires n’ont pas encore de fonction

Le génome d’Arabidopsis thaliana a été séquencé dans sa quasi totalité et
contient de 1’ordre de 25000 a 26000 séquences codant pour des protéines (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). II est difficile de tirer des conclusions
quantitatives de cette masse de résultats. Parmi ces nombreuses séquences, moins de
10 % des protéines ont été caractérisées de facon expérimentale, 60 % codent des
protéines ayant des homologies avec des protéines caractérisées chez d'autres
organismes et 30 % n'ont pas de fonction.

Parallélement a cette approximation, une approche bio-informatique fondée sur
la prédiction des domaines transmembranaires (Tusnady et al., 1998), permet
d'identifier 18 % des protéines chez Arabidopsis comme ayant plus de deux hélices
transmembranaires (Ward, 2001) (figure I-5). De I’ordre de 38 % d'entre elles ont une
fonction décrite ou prédite a partir d'observations faites dans d'autres organismes et les
transporteurs en représentent une large part, supérieure a un tiers. Il reste donc 62 %
de protéines hydrophobes dont on ne connait absolument pas la fonction
(www.cbs.umn.edu/arabidopsis). Comment identifier parmi celles-ci des genes
candidats pour coder des canaux anioniques?

Chez les animaux, il existe plusieurs familles de canaux potassiques, la plus
célebre étant la famille Shaker (Tempel et al, 1987). Toutes ces familles n'ont pas
réellement d'homologie mais présentent toute une séquence signature spécifique et trés
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conservée au niveau du filtre de sélectivité du pore. Ceci permet en théorie de
reconnaitre tous les canaux potassiques a partir de données brutes d'un séquencage et,
chez Arabidopsis, cela a par exemple conduit a l'isolement des génes KCO (pour
Outward-rectifier K+ Channel) (Czempinski et al., 1997). Malheureusement de telles
séquences clefs n'ont pas été identifiées dans le cas des canaux anioniques et une telle
approche bio-informatique n'est donc pas possible.

Le premier travail de génomique ayant été fait, la communauté scientifique a
pour objectif suivant d'attribuer systématiquement une fonction et une activité a
chaque produit des genes. Le travail est vaste mais devrait pouvoir conduire a
l'identification de plusieurs génes nouveaux codant des canaux ioniques, par exemple
lors de programmes d’expression systématique en systeéme hétérologue ou lors
d’analye systématique de mutants obtenus par génétique réverse.
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E- Objectif de la thése: comprendre la fonction des canaux
anioniques dans des types cellulaires '"moins spécialisés' que
les cellules de garde et les cellules racinaires

1- Une vision de I’état de la recherche concernant les canaux anioniques de
la membrane plasmique & mon arrivée au laboratoire

Nous avons vu, dans le premier chapitre de cette introduction, que le statut des
anions dans la plante était plus complexe que dans les cellules animales, tant par la
variété des especes accumulées que par leur quantité relative et leur implication dans
plusieurs phénoménes complexes a 1'échelle de la cellule, tels la régulation de la
pression osmotique et le métabolisme. Il n'est pas étonnant qu'un certain nombre de
protéines membranaires interviennent plus ou moins directement dans le maintien de
I'homéostasie des anions dans la plante. Parmi celles-ci, de nombreux transporteurs ont
été caractérisés tant sur le plan fonctionnel que sur le plan moléculaire. De par leur
aptitudes a faire ressortir les anions de la cellule, les canaux anioniques de la
membrane plasmique occupent une place un peu particuliére et encore mal comprise.

La technique du patch-clamp a permis la caractérisation de nombreuses activités
de type canal anionique sur cette membrane (voir seconde partie de l'introduction).
Celles-ci sont a la fois extrémement répandues, probablement dans tous les types
cellulaires, et présentent des caractéristiques trés divergentes. Ces deux constatations
semblent indiquer que les canaux anioniques sont trés importants pour les cellules
végétales, et qu'ils interviennent dans des phénomeénes multiples. Parall¢lement a cela,
de plus en plus de fonctions physiologiques semblant faire intervenir des canaux
anioniques et des transports d’anions sont caractérisées dans les systémes végétaux
(voir troisiéme partie de l'introduction). Dans presque tous les cas, les activités canal
correspondantes n'ont pas été caractérisées en patch-clamp ou le lien entre les deux
approches n'a pas pu étre fait.

Quelques rares exemples d'implication d'un canal particulier dans un phénomeéne
particulier sont néanmoins disponibles. Le plus documenté d'entre eux est la fonction
du canal anionique a cinétiques lentes dans les phénomeénes d'osmorégulation des
stomates en réponse, entre autres, a 1'acide abscissique. Dans cet exemple, aujourd'hui
bien caractérisé, une régulation directe par I'ABA du canal a pu étre observée, venant
compléter des données pharmacologiques cohérentes. Un dernier argument a pu étre
fourni grace a l'utilisation de mutants de la voie de signalisation de I'hormone. Un
autre exemple, plus récent, est celui, nous l'avons vu, de l'activation de canaux
perméables aux acides organiques en réponse a l'aluminium. Dans ce cas encore, des
arguments pharmacologiques, joints a l'observation d'activations relativement directes
par le cation AI’" fournissent une série d'arguments forts conduisant a I'identification
en patch-clamp de l'activité canal responsable de l'activité physiologique. Ces deux
exemples concernent des canaux spéciaux dans des cellules particuliéres. Ces
systémes cellulaires étaient donc connus depuis longtemps comme étant le sicge
d'efflux d'anions et la logique voulait que 1'on puisse y décrire des canaux anioniques.
Depuis quelques années, 'application de la technique du patch-clamp & de nombreux
types cellulaires a permis de caractériser beaucoup d'autres canaux anioniques sur la
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membrane plasmique de cellules "moins" spécialisées. Leur fonction n'y est alors pas
si évidente...

En résumé, les canaux anioniques ont été caractérisés en utilisant la technique du
patch-clamp dans de nombreux types cellulaires mais leur fonction n’est établie que
dans certains cas trés particuliers. L'un des principaux objectifs du laboratoire
d'Héléne Barbier-Brygoo est de comprendre la fonction des canaux présents sur la
membrane plasmique de cellules "moins spécialisées" que les cellules de garde des
stomates ou les cellules de la pointe racinaire. Pour cela plusieurs approches sont
développées: le point de départ est un travail en patch-clamp visant a l'identification et
la caractérisation d'activités anioniques sur la membrane plasmique, avec l'idée que
mieux seront comprises les régulations directes affectant les canaux, plus facile il sera
d'avoir des idées quant a leur fonction. Une seconde approche consiste en la
caractérisation de réponses intégrées a l'échelle de la cellule ou de la plante faisant
intervenir des canaux anioniques. L'idée est ensuite d'impliquer une activité
particuliere décrite en patch-clamp dans un phénomene physiologique particulier et de
trouver ainsi un réle au canal. Néanmoins, la littérature en témoigne, ce lien reste
extrémement difficile a établir et les outils & notre disposition sont souvent
insuffisants.

2- Deux modéles biologiques pour l'étude des canaux anioniques de la
membrane plasmique chez Arabidopsis: 1'hypocotyle et les suspensions cellulaires

a- l'hypocotyle d'Arabidopsis comme systéeme modéle pour l'étude de l'élongation
cellulaire

Le laboratoire a choisi de travailler sur I'hypocotyle d'Arabidopsis thaliana avec
l'objectif d'explorer le role potentiel des canaux anioniques dans des phénomeénes de
développement a I'échelle de la plante avec un intérét particulier pour la régulation de
'élongation cellulaire. Pour cela I'hypocotyle est tout indiqué: chez Arabidopsis, il
posséde son nombre final de cellules lors de la formation de l'embryon et apres la
germination, son développement se fait majoritairement par ¢longation des cellules qui
le composent (Gendreau et al., 1997). 1l s'agit donc d'un bon modele pour I'étude des
phénomeénes de controle du volume cellulaire liés aux processus d'élongation et 1'idée
de départ de I'équipe était d'explorer le role potentiel des canaux anioniques dans de
tels processus.

Dans un premier temps le laboratoire s'est intéressé aux activités canal anionique
de la membrane plasmique des cellules épidermiques. Utilisant la technique du patch-
clamp appliquée aux protoplastes dérivés des cellules épidermiques, il a été possible
de caractériser fonctionnellement un canal anionique de type rapide et d'établir
certaines de ses régulations (Thomine et al., 1997a; Thomine et al., 1995).

En parallele, par une approche basée sur la pharmacologie des canaux
anioniques, le laboratoire a pu mettre en évidence la fonction d'un canal anionique
potentiel dans le contrle du volume cellulaire en réponse a l'auxine (Thomine et al.,
1997b). A l'obscurité, les jeunes plantules d'Arabidopsis sont étiolées et présentent en
particulier un hypocotyle long et gréle. La présence d'auxine dans le milieu de culture
inhibe fortement cette élongation. Pour savoir si un canal anionique était impliqué
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dans ce processus, les auteurs ont utilisé plusieurs inhibiteurs de canaux anioniques et
observé que deux d'entre eux, le DIDS et I'A9C, étaient capables de contre-carrer les
effets de I'hormone. Cela suggere que la voie de transduction de I'auxine conduisant a
l'inhibition de I'¢longation de I'hypocotyle d'Arabidopsis passe par un canal, ou une
protéine autre, dont l'activité est inhibée par les deux molécules. De plus cette
réversion de l'inhibition est spécifique de l'auxine: la diminution de la taille de
I'hypocotyle causée par 'ACC, le précurseur de I'éthyléne, ou les cytokinines n'est pas
réversé par les inhibiteurs de canaux. Cela signifie que le canal intervient relativement
spécifiquement dans la régulation de 1'¢longation cellulaire par I'auxine

La pharmacologie efficace sur les plantules est différente de celle efficace sur le
canal rapide des cellules de I'épiderme. Cela suggere que la cible des inhibiteurs sur la
réponse auxine des plantules est distincte du canal anionique déja caractérisé, et que
probablement il existe un ou plusieurs autres canaux dans notre systéme.

b- Les suspensions cellulaires comme systéme modeéle pour l'étude de processus
d'osmorégulation

Le second modele du laboratoire est celui des cellules en suspension, dans un
premier temps celles de tabac et plus récement celles d'Arabidopsis thaliana.

Une partie de I'équipe d'Héléne Barbier-Brygoo s'intéresse a l'effet d'un stress
osmotique sur les cellules végétales. Chez les cellules de tabac, un choc
hypoosmotique provoque un burst oxydatif, des efflux de potassium et d'anions, une
entrée de calcium ainsi qu'une alcalinisation du milieu extérieur, indiquant une
modification des activités de transporteurs dont des canaux anioniques (Cazalé et al.,
1998). De plus, ceci s'accompagne de modification des caractéristiques biophysiques
de la paroi et de l'activation de chaines de MAPkinase (pour Mitogen Activated
Protein kinase) (Cazalé et al., 1999). Les canaux anioniques ont un role central dans la
transduction du signal choc hypoosmotique, puisque l'inhibition des efflux d'anions
bloque aussi la production de forme activée d'oxygéne. A mon arrivée dans le
laboratoire la méme approche débutait sur les cellules en suspension d'drabidopsis
thaliana.

c- Donc...

Dans ces différents modeles, cellules de I'hypocotyle et en suspension, de tabac
ou d'Arabidopsis, la technique de patch-clamp a permi d'identifier un canal anionique
de type rapide (Thomine et al., 1995; Zimmermann et al., 1994). La littérature fait
aussi référence a un canal activé par la tension de la membrane (Falke ef al., 1988).

D'un autre coté, des arguments pharmacologiques permettent d'impliquer dans
ces mémes systémes des canaux anioniques dans l'inhibition de I'¢longation en réponse
a l'auxine (Thomine ef al., 1997b) ainsi que dans la réponse au choc hypoosmotique
(Cazalé et al., 1998). En revanche, la nature des canaux impliqués dans ces deux
phénoménes est inconnue, que ce soit moléculairement ou du point de vue de la
caractérisation d'activité en patch-clamp.
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3- Objectif de la thése et stratégies

a- Poursuivre l'étude des activités des canaux anioniques de la membrane
plasmique

La poursuite de la caractérisation des conductances de la membrane plasmique
est un des objectifs majeurs du laboratoire auquel j'ai beaucoup participé: bien
comprendre les régulations qui s'exercent sur un canal fournit des ¢léments pour mieux
comprendre sa fonction a 1'échelle de la cellule. Pour cela, la technique du patch-clamp
est tout indiquée. Je me suis focalis¢ d'une part sur les cellules de 1'épiderme de
I'hypocotyle, pour lesquelles il existait des arguments en faveur de l'existence d'au
moins un autre canal anionique, et sur les cellules en suspension d'Arabidopsis, pour
lesquelles on ne savait que peu de chose quant aux canaux membranaires décrits en
patch-clamp. Cette partie du travail est présentée dans le chapitre II.

b- Caractériser les fonctions physiologiques dans lesquelles les canaux anioniques
de la membrane plasmique peuvent étre impliqués

Le chapitre III traite de la caractérisation de réponses physiologiques intégrées
dans lesquelles sont impliqués des canaux anioniques. Plusieurs choix de réponses
s'offraient & moi: des réponses trés indirectes, comme dans le cas de la réponse
¢longation de I'hypocotyle en réponse a I'auxine, ou beaucoup plus proches du canal.
J'ai décidé de me focaliser sur une réponse tres liée a 'activité des canaux anioniques
de la membrane plasmique: les efflux d'anions a partir de nos systémes d'intérét. Apres
quelques essais peu concluants sur le systéme plantule, j'ai travaillé beaucoup sur le
systeme cellules en suspension.

L'idée de telles approches est de toujours faire le lien avec les résultats obtenus
grace a la technique du patch-clamp afin d'impliquer une conductance bien particuliére
dans un phénoméne intégré a 1'échelle de la cellule ou de l'organe. J'ai donc essayé
dans le chapitre III de mettre en parallele ces deux types d'approche afin d'établir des
corrélations nous permettant de conclure.

c- ldentifier des génes des canaux anioniques

La connaissance des genes codant pour les activités canal anionique de la
membrane plasmique est une étape clef nécessaire a une stratégie de génétique
réverse. Cette derni¢re est primordiale. Elle nous permet de pallier le manque
d'inhibiteurs réellement spécifiques d'un canal en affectant son activité directement par
altération de la protéine et de ainsi répondre a la question de sa fonction. En effet, en
théorie, la disruption du géne doit a la fois affecter 'activité des canaux et le processus
physiologique dans lequel ils sont impliqués.

Cela a justifié¢ la mise en place d'approches dont le but était le clonage des geénes
des canaux anioniques. Pour cela, plusieurs stratégies sont possibles. Au cours de ma
derni¢re année de thése, je me suis focalisé sur la mise au point de crible d'expression
en systeme hétérologue, ce qui est rapporté dans le chapitre IV.
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d- Enfin...

Ce travail de thése s'inscrit dans le travail d'un groupe et a conduit a plusieurs
publications. J'ai choisi de les intégrer dans le texte de ce manuscript car elles
correspondent a des points particuliers du travail présenté dans le chapitre II.

Le chapitre V correspond a une conclusion générale et a des perspectives
découlant des approches et des résultats évoqués dans les parties précédentes. Y sont
présentées les autres approches que l'on pourrait utiliser pour mieux comprendre la
fonction des canaux anioniques chez les végétaux, ainsi que celles que j'aurais aimé
développer si j'avais eu le temps ou la possibilité de revenir trois années en arricre...

L'annexe A présente les techniques de voltage-clamp et de patch-clamp utilisées
pour I'étude des protéines ¢lectrogénes des membranes, l'annexe B traite des
techniques utilisées au cours de ce travail, et l'annexe C présente un modele
mathématique pour expliquer le comportement du canal anionique rapide vis a vis du
voltage et d'autres parameétres.
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Chapitre 11

CARACTERISATION DES ACTIVITES
"CANAL ANIONIQUE" DE LA MEMBRANE PLASMIQUE
DES CELLULES D'ARABIDOPSIS PAR LA TECHNIQUE
DU PATCH-CLAMP: DEUX CANAUX BIEN DISTINCTS
PEUVENT ETRE ACTIFS DANS LES MEMES
CONDITIONS






Chapitre Il - Etude des canaux anioniques en patch-clamp

Chapitre I1:

CARACTERISATION DES ACTIVITES
"CANAL ANIONIQUE" DE LA MEMBRANE
PLASMIQUE DES CELLULES D'ARABIDOPSIS PAR LA
TECHNIQUE DU PATCH-CLAMP:

DEUX CANAUX BIEN DISTINCTS PEUVENT ETRE
ACTIFS DANS LES MEMES CONDITIONS

Le patch-clamp est une technique invasive permettant de caractériser les
protéines ¢lectrogénes des membranes (Hamill ef al., 1981). Elle a ét¢ adaptée aux
cellules végétales avec succes mais il est nécessaire de passer par une étape de
protoplaste, c’est a dire une cellule débarrassée de sa paroi pectocellulosique par un
traitement assez rude pour la cellule. L’annexe A présente cette technique et est
nécessaire pour comprendre le travail présenté dans cette partie.

En perfusant le cytoplasme des cellules avec différentes solutions d’anions, nous
avons pu caractériser deux canaux anioniques sur la membrane plasmique des
protoplastes provenant de cellules épidermiques de 1’hypocotyle d’Arabidopsis
thaliana. Une étape du travail visant & comprendre leurs fonctions respectives consiste
a bien caractériser les régulations qui s’y exercent ainsi que leurs propriétés
biophysiques. Nous avons recherché quels étaient les composés du cytosol ou du
milieu extracellulaire qui modulaient leurs activités, et donnaient une indication sur
leur fonction. Par la suite et dans le but de relier ces activités a des fonctions
cellulaires et a des fonctions intégrées au niveau de la plante, nous avons retrouvé et
briévement caractérisé ces deux canaux dans un systeme plus simple a utiliser lors
d’autres approches: les cellules en suspension d'Arabidopsis thaliana.
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Tableau ll-1: Résumé des caractéristiques du canal anionique a
cinétiques rapides au début du travail de thése (adapté de Thomine et
al. 1995, 1997).

Dépendance Forte,
vis a vis du voltage canal activé par dépolarisation
Cinétiques Rapides (ordre de

la milliseconde)

Sélectivité Anionique (étudié en
chlorure interne)

Régulation Canal fermé par les
nucléotides internes

Sensibilité aux inhibiteurs Nif > NPPB > DIDS
(% d’inhibition pour 100 uM) 80 % 0%




Chapitre Il - Etude des canaux anioniques en patch-clamp

A- Contribution a la caractérisation d'un canal anionique a
cinétiques rapides sur la membrane plasmique des cellules
épidermiques de 1'hypocotyle d'Arabidopsis thaliana

1- Le canal anionique a cinétiques rapides: une activité déja bien
caractérisée

A mon arrivée au laboratoire, le canal anionique rapide des cellules
¢pidermiques de I'hypocotyle d'Arabidopsis thaliana était déja connu et son étude était
poursuivie (tableau II-1). Sébastien Thomine durant sa theése (Thomine, 1997) l'avait
décrit comme un canal activé par dépolarisation avec des constantes cinétiques
extrémement rapides, de l'ordre de la milliseconde, et dépendantes du potentiel de
membrane (Thomine ef al, 1995). L'activité de ce canal fluctue avec le temps: il
s'active généralement aprés le passage en configuration cellule-entieére puis disparait
en quelques dizaines de minutes. Ce phénoméne de "run-down" est a la fois une limite
technique et probablement un élément de régulation cruciale du canal encore mal
compris. Le premier article apporte un élément d'explication sur la nature de ce
phénomeéne, découvert lors de 1'é¢tude de la sélectivité du canal.

Un autre des éléments de régulation découvert assez tot dans "l'histoire" du canal
rapide et qui n'a cessé d'étre étudié depuis, est la régulation de 1'ouverture dépendante
du voltage par les nucléotides (Thomine, 1997; Thomine et al., 1997b; Thomine ef al.,
1995). Cette régulation est de mieux en mieux appréhendée: la fermeture dépendante
du voltage du canal est régulée de facon dépendante de la dose par tous les nucléotides
testés dans le milieu intracellulaire (nature de la base et nombre de phosphates
différents), avec différentes efficacités. De plus, des analogues non hydrolysables de
I'ATP comme I’ATPgammaS ou I'AMP-PnP ont les mémes effets, ce qui semble
indiquer qu'il ne s'agit pas d'un mécanisme requérant I'hydrolyse du nucléotide. Il a
donc été proposé I'existence d'un site de liaison des nucléotides sur la face cytosolique.
L'objet du second article consiste en la possibilité que les nucléotides régulent le canal
en le bloquant aux potentiels les plus négatifs par une pénétration directe dans le pore.

2- Le canal rapide présente une perméabilité originale des anions et son
activité est régulée par le statut des anions internes

I1 est important de connaitre la sélectivité d’un canal pour imaginer sa fonction,
surtout dans le cas de canaux d'origine végétale. En effet, tous les anions n’ont pas les
mémes caractéristiques chimiques et une modification de la compartimentation peut
étre importante lors de phénoménes de signalisation, d’osmorégulation ou de
régulation et des activités du métabolisme. Nous avons donc entrepris I’étude de la
sélectivité du canal a cinétiques rapides, puis nous nous sommes rendus compte que
certains anions étaient aussi capables de réguler l'activité du canal.

a- Article n°1:"Sulfate is Both a Substrate and an Activator of the Voltage-
Dependent Anion Channel of Arabidopsis Hypocotyl Cells"

40






Plant Physiology, September 1999, Vol. 121, pp. 253-261, www.plantphysiol.org © 1999 American Society of Plant Physiologists

Sulfate Is Both a Substrate and an Activator of the
Voltage-Dependent Anion Channel of
Arabidopsis Hypocotyl Cells'

Jean-Marie Frachisse*, Sébastien Thomine?, Jean Colcombet, Jean Guern, and Hélene Barbier-Brygoo

Institut des Sciences Végétales, Centre National de la Recherche Scientifique, Unité Propre de Recherche 40,
Avenue de la Terrasse, 91198 Gif sur Yvette cedex, France

On the basis of the anion content of in vitro-cultured Arabidopsis
plantlets, we explored the selectivity of the voltage-dependent an-
ion channel of the plasma membrane of hypocotyl cells. In the
whole-cell configuration, substitution of cytosolic CI~ by different
anions led to the following sequence of relative permeabilities:
NO,~ (2.6) = SO,2~ (2.0) > CI~ (1.0) > HCO;~ (0.8) >> malate?~
(0.03). Large whole-cell currents were measured for NO;~ and
SO,*~, about five to six times higher than the equivalent CI~
currents. Since SO,%~ is usually considered to be a weakly permeant
or non-permeant ion, the components of the large whole-cell cur-
rent were explored in more detail. Aside from its permeation
through the channel with a unitary conductance, about two-thirds
that of CI~, SO,*~ had a regulatory effect on channel activity by
preventing the run-down of the anion current both in the whole-cell
and the outside-out configuration, increasing markedly the whole-
cell current. The fact that the voltage-dependent plasma membrane
anion channel of hypocotyl cells can mediate large NO;~ and
SO,>~ currents and is regulated by nucleotides favors the idea that
this anion channel can contribute to the cellular homeostasis of
important metabolized anions.

Plant anion channels play central roles in signal trans-
duction and cell turgor regulation. They have been impli-
cated in stomatal function, where their activation is
thought to be one of the limiting steps in the loss of guard
cell turgor leading to stomatal closure (for review, see
Ward et al., 1995). Pharmacological arguments in favor of
the involvement of anion channels in elicitor signal trans-
duction have been obtained in cultured parsley and soy-
bean cells (Ebel and Cosio, 1994; Jabs et al., 1997). Recent
studies in Arabidopsis hypocotyls have also shown that
anion channel activation might be a step in the transduc-
tion of two signals modulating hypocotyl growth: blue
light (Cho and Spalding, 1996) and auxin (Thomine et al.,
1997b). Although anion channels are implicated in a wide
range of physiological functions in plant cells, their de-
tailed characterization is still far from complete in differ-
entiated cells other than stomatal guard cells.

! This research was supported by the Centre National de la
Recherche Scientifique (grant no. UPR0040).

2 Present address: Department of Biology, University of Califor-
nia at San Diego, 9500 Gilman Drive, La Jolla, CA 92093-0116.
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The determination of ions that permeate a channel is
important, as it may be indicative of its specific physiolog-
ical role. In particular, the ability of a given channel to
transport a particular anion species suggests that this chan-
nel could be involved not only in the general processes of
membrane depolarization and cell turgor decrease but also,
more specifically, in the regulation of the concentration of
this anion. For some anions such as NO,; , which are
substrates for intracellular metabolic enzymes, this type of
regulation might be important to maintain a suitable intra-
cellular concentration. In parallel with patch-clamp studies
of animal systems, the properties of most plant anion chan-
nels have been explored with Cl™ as the permeating anion,
in spite of the fact that CI™ is rarely accumulated in plant
cells at high concentrations. Anions other than CI™ could
be more relevant substrates for plant anion channels, but
only in a few cases has the selectivity of anion channels
been extensively studied (Hedrich and Marten, 1993; El-
zenga and VanVolkenburgh, 1994; Schmidt and Schroeder,
1994; Skerrett and Tyerman, 1994).

Previous studies of anion channels residing at the plasma
membrane in the hypocotyl epidermal cells of Arabidopsis
allowed us to characterize a voltage-dependent anion chan-
nel (Thomine et al., 1995). This channel is tightly controlled
by the transmembrane voltage, being deactivated at resting
membrane potentials and activated by depolarization. In a
detailed study, we recently showed that voltage regulation
is under the control of cytoplasmic nucleotides and does
not require nucleotide hydrolysis (Thomine et al., 1997a). A
pharmacological characterization of the channel has re-
vealed a poor sensitivity to most anion channel blockers
except niflumic acid (Thomine et al., 1997a). We explored
the selectivity of this channel toward physiological anions,
which has not been previously investigated to our knowl-
edge. Analysis of the anion content of in vitro-grown Ara-
bidopsis plantlets showed that NO,~, SO,>~, and PO,*~
are the major accumulated anions. This gave hints about
which anions might be substrates for the voltage-
dependent anion channel. Indeed, whole-cell patch-clamp
recording with various internal anions revealed a high
current amplitude for NO;~ and, unexpectedly, for SO,
compared with Cl~. Further experiments using SO,>,
which is usually considered to be an non-permeant anion,
provided arguments that this anion not only permeates the
channel but also regulates its activity.
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MATERIALS AND METHODS
Plant Material and Protoplast Isolation

Arabidopsis (ecotype Columbia) seedlings were grown
on a medium containing 5 mMm KNO;, 2.5 mm K,HPO,/
KH,PO,, pH 6.0, 2 mMm MgSO,, 1 mm Ca(NO;),, 1 mm MES,
50 um Fe-EDTA, Murashige and Skoog micro-elements
(Murashige and Skoog, 1962), 10 g/L Suc, and 7 g/L agar.
Culture conditions were 21°C and a 16-h daylength at
lighting levels of 120 pE m 2 s~ ' with neon tubes (a
combination of Mazdafluor, Blanc Industrie, Lille, France,
and Mazdafluor, Prestiflux, Lille, France). Seedlings aged 7
to 12 d were used for electrophysiological investigations.
Hypocotyls were excised from 30 to 40 seedlings, and
protoplasts were isolated according to the method of El-
zenga (1991) as described in Thomine et al. (1995).

Electrophysiological Investigations

Patch-clamp experiments were performed as described
by Hamill et al. (1981) using a patch-clamp amplifier (EPC
7, List Electronic, Darmstadt, Germany) with a low-pass
filter (8-pole Bessel filter) for whole-cell recordings, and an
amplifier (model 200A, Axon Instruments, Foster City, CA)
for single-channel recordings. During measurements,
freshly isolated epidermal protoplasts from Arabidopsis
hypocotyls were maintained in bathing medium: 50 mm
CaCl,, 5 mm MgCl,, and 10 mm MES-Tris, pH 5.6. The
pipettes were filled with 150 mm KCI (or other K™ salts as
indicated), 2 mm MgCl,, and 10 mm Tris-HEPES, pH 7.2,
supplemented with either 5 mm MgATP and LiGTP or 1 or
3 mMm MgATP, as indicated in the figure legends. The free
Ca®" concentration of 1 um in the pipette, calculated with
Ligandy software (Steinhardt Software Bank, Berkeley,
CA), was obtained with 5 mm EGTA and 4.2 mm CaCl,,.
The osmolalities of both solutions were adjusted to 450
mosmol with mannitol using a vapor pressure osmometer
(model 5500, Wescor, Logan, UT). Gigaohm resistance seals
between pipettes (pipette resistance, 1-5 mM()) coated with
Sylgard (General Electric) pulled from capillaries (Kimax-
51, Kimble Glass, Owens, IL) and protoplast membranes
were obtained with gentle suction leading to the whole-cell
configuration. The liquid junction potentials were mea-
sured according to the method of Neher (1992), and all
potentials given, including reversal potentials (E,.,), have
been corrected by subtracting the junction potentials for
each ionic condition (150 mm Cl, 2 mV; 150 mm NO; -, 4
mV; 75 mm SO,>", 11 mV; 75 mM malate, 19 mV; and 150
mm HCO; ', 13 mV). Whole-cell currents were measured in
response to 10-s voltage ramps from —180 mV to +80 mV.
We checked that the estimation of the E,., was indepen-
dent of the voltage protocol, and similar values were mea-
sured using voltage pulse protocols or ramps starting from
a positive voltage. We also ensured that, even when we
used a two-times faster ramp, the I-V relationship stayed at
steady state. To exclude recordings presenting a voltage-
independent current, a leak was determined as the linear
component between a hyperpolarized potential at which
the voltage-dependent current is completely deactivated,
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and 0 mV, the value at which the leak current is null. The
I-V relationships for which the contribution of leak at the
peak potential was larger than 30% of the peak current
were rejected. Therefore, the permeability ratio has not
been corrected.

Outside-out patches were obtained by withdrawing the
pipette from the whole-cell configuration. The single-
channel recordings were stored on videotape, and digitized
with a sample interval of 0.1 ms (five times the filter
frequency) using Fetchex (pClamp 6.0.2. Axon Instru-
ments) for analysis. The distribution of amplitudes was
fitted by a Gaussian model in pSTAT patch-clamp software
(pClamp version 6.0.2., Axon Instruments).

Application of voltage programs and handling of the
data were performed using a Digidata 1200 interface (Axon
Instruments) and pClamp software with Clampex and
Clampfit. The filter frequency was set to 2 kHz, and capac-
itive transients were corrected during the patch-clamp ex-
periments. The series resistance was compensated to more
than 85% when the access resistance was higher than 5 m(Q.
Unless otherwise indicated, figures are shown for one rep-
resentative protoplast, and statistics are given as means *
SE (n indicates the number of protoplasts tested).

Permeability ratios for mixtures of ClI~ and other mono-
valent anions (P onoval/Pcr) or for mixtures of ClI- and
divalent anions (Pg;y.1/ Pcy) were calculated from E,, mea-
surements with Equations 1 and 2, respectively. Both equa-
tions were derived from the Goldman-Hodgkin-Katz equa-
tion (Lewis, 1979) and adapted to anions.

Pmonoval/PCl = (Cle E(EF/RT) - Cli)/(Ai(monoval)) (1)
Piva/Pci = (Cl, e®EF/RD — Cla + e(EF/RT)) / 4(Ai(dival)) 2

where E is the E,.,, R is the gas constant, T is the absolute
temperature, F is the Faraday’s constant, Cl, and CI; are the
extracellular and intracellular activities of Cl~, respec-
tively, and A; onovary and Ajgivay are the extracellular and
intracellular activities of the other intracellular monovalent
or divalent anions, respectively. Activity coefficients were
estimated according to the method of Dean (1985).

Anion Content Analysis

Eleven-day-old plantlets grown in vitro on the same
medium and in the same conditions as for electrophysio-
logical investigations were harvested. Plants were gathered
in pools of five and cut at the level of the crown in order to
remove the roots. Each sample (fresh weight around 20 mg)
was ground in liquid nitrogen, transferred into an eppen-
dorf tube, suspended in 500 uL of ultrapure water, and
centrifuged for 2 min at 4,000g. The supernatant was col-
lected and stored. The pellet was re-extracted three times
using the same procedure. The four supernatants of each
sample were pooled, filtered on 0.2-um sterilized filters
(DynaGard, Microgon, Laguna Hills, CA), and used for
capillary microelectrophoresis ion determination. The an-
ion concentrations were expressed relative to the plant
volume (moles per liter of plant) assuming that the plantlet
density is 1 g mL™".
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Capillary electrophoresis was performed with an auto-
mated analyzer (Quanta 4000, Waters) controlled by a com-
puter fitted with Millenium 2010 software (Waters) run-
ning in a Windows environment. Analog data (20-Hz
sampling rate) were collected from the column absorbance
inverse-UV detector (254 nm). The silica capillary dimen-
sions were 75 um i.d. and 60 cm length. The electrolyte
solution used for migration was 4.6 mm chromate and 0.5
mM OFM-Br~ at pH 8.0. Separations were performed using
a 20-kV applied potential.

RESULTS

Anion Selectivity and Permeability of the
Voltage-Dependent Anion Channel

We previously identified a channel with a strong
voltage-dependence at the plasma membrane of proto-
plasts from epidermal cells of Arabidopsis hypocotyls. Us-
ing Cl1~ as the permeant anion, this channel was shown to
carry essentially anion currents (Thomine et al., 1995). In
the presence of 5 mMm intracellular ATP (Thomine et al.,
1997a), a voltage ramp from —180 to 80 mV applied at the
plasma membrane in the whole-cell configuration allowed
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us to record an anion current with the characteristic voltage
dependence displayed in Figure 1A. For potentials more
negative than —130 mV, no current was recorded. Depo-
larization of the membrane to potentials more positive than
—130 mV activated an inward current corresponding to an
outward anion flux. For voltages more positive than the
peak potential, the current decreased with the diminution
of the driving force for anions and reversed as this driving
force became in favor of anion influx. The flattening of the
curve in the vicinity of the E ., indicated a marked rectifi-
cation of the current in this voltage range.

To get hints about the possible substrates for plant anion
channels, we analyzed the anion content of young plantlets
used to prepare hypocotyl protoplasts. The anion content
analysis was performed on the aerial part of Arabidopsis
seedlings grown and harvested in the same conditions as
for patch-clamp experiments. In 11-d-old plantlets, the aer-
ial part consists of a hypocotyl that had already reached its
maximum length of about 2 mm, two cotyledons, two fully
expanded leaves, and two immature leaves. Ions were
separated from aqueous plant extracts by capillary ion
electrophoresis (Fig. 2A) as described in “Materials and
Methods.” Comparison of electrophoregrams of plant ex-

5 Figure 1. Current-voltage relationships of the
A voltage-dependent anion channel for various in-
[ X tracellular anions. Whole-cell currents were
2 0 2 measured on hypocotyl epidermal protoplasts.
= D I // The currents result from a 10-s voltage ramp
2 0 h from —180 mV to +80 mV applied at the
s 5 i ™ plasma membrane. |-V curves were obtained in
= chloride 5 =
e 150 meq. 2 2 bicarbonate the presence of 150 meq CI~ (A), 150 meq
3 w0l ‘E NO,~ (B), 150 meq SO, (C), 150 meq HCO;~
\/ 05 § 4Ar (D), or 150 meq malate®~ (E). For comparison,
r—— 3 Gk each 1-V curve is presented with the Cl~ current
151 5 P 560,5 5 corresponding to 150 meq Cl~. Note the differ-
| g 8F ent current scalings for A and B, C and D, and E.
cr- The bath solution contained 110 mm CI™ and
10| B / 101 150 the pipette solution contained 5 mm ATP, 5 mm
Y GTP, 150 meq of the anion to be tested, and
E_w | -~ 200 100 0 100 12.4 mm Cl™. Representative |-V curves from
< Em (mV) data sets of five to 10 independent recordings for
= each anion are shown, and arrows indicate the
€30 2 position of E,., on the voltage axis. The inset in
g E \ / A shows an expanded picture of the E, region.
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Figure 2. Quantitative analysis of the anion content in the aerial
parts of 11-d-old Arabidopsis plantlets. A, Capillary ion electrophore-
gram of a water-soluble extract showing the six identified peaks. B,
Mean values * st of the anion concentrations (n = 9).

tracts and solutions containing reference anions at different
concentrations, we identified six peaks corresponding to
Cl~,S80,>",NO;, citrate, malate, and PO,>~ (Fig. 2A). The
quantification of these peaks (Fig. 2B) revealed a high
concentration of NO; ™ (close to 70 mm), a concentration for
both SO~ and PO,?~ (around 22 mm), and a low concen-
tration for CI™ (3 mm). For the identified organic anions,
malate and citrate, the concentrations were 14.4 and 9.7
mM, respectively.

To determine whether the voltage-dependent channel
can allow effluxes of anions other than Cl~, the 150 meq of
Cl™ contained in the patch pipette was substituted with 150
meq of NO,~, SO,*>~, malate*>, HCO, ", or Glu provided as
K™ salts. The substitution of the cytosolic rather than ex-
tracellular anions was favored as closer to the in vivo
conditions in which the different anions concentrated in-
side the cell tend to flow out at physiological membrane
potentials, and because it also integrates putative internal
regulatory effects of the anions. As previously reported
(Thomine et al., 1995), the anion current intensity slowly
increased, reached a maximum 3 to 10 min after getting the
whole-cell configuration, and started to decrease after a
few minutes of steady state. All of the curves presented in
the figures and used for the determination of E,., and
maximum peak current amplitudes were recorded at the
time of maximum activation.

Comparison of the I-V curves in Figure 1 shows a similar
voltage dependence for the different channel-mediated an-
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ion currents. Some differences appear in the threshold
activation potential according to the anion tested; this po-
tential was the most negative for SO,>~ and the least
negative for Cl™. Figure 1 reveals large differences in the
current amplitude at the peak potential and in the position
of the E.., depending on the anion species loaded into the
cytosol. The current recorded in the whole-cell configura-
tion reflects the activity of the entire channel population.
Two types of information can be deduced from this cur-
rent. The first one is the current density for each ion tested.
The macroscopic whole-cell current (I) is the product of the
number of functional channels in the cell membrane (N), by
the open probability of a channel at the peak potential (P,),
and the single-channel current (i) (I = iNP,). Although the
measurement of whole-cell current density combines infor-
mation about regulatory and permeation properties of an
anion toward the channel, it is most likely a physiologically
relevant parameter. The second one concerns the selectivity
of the channel that can be deduced from the E,.,. This
potential is indicative of the relative affinity of anions for
the channel pore, but does not presume the ion permeation
through the channel (Hille, 1992).

We compared the whole-cell current at the peak poten-
tial for the different intracellular anions (Table I; Fig. 1).
The highest current amplitudes were reached when 92% of
the intracellular C1~ was replaced by NO;~ (Fig. 1B) or
SO,*" (Fig. 1C). Interestingly, small but reproducible cur-
rents representing about 25% of the C1™ current were ob-
served when 92% of the intracellular CI~ was replaced by
HCO; ™ (Fig. 1D). Very low currents with high variability
were observed in the presence of malate (Fig. 1E). For these
small HCO,;  and malate currents there was the question of
their contamination by inward Cl™ currents corresponding
to the 12.4 mm Cl™ left in the pipette solution. Figure 3
shows the peak current amplitudes measured when vary-
ing the CI~ concentration in the pipette (for a total pipette
anion content adjusted in each case to 162.4 mm with the
non-permeant anion Glu), with Cl™ in the bath kept con-
stant at 110 mm. The intensity of the Cl™ current decreased
linearly when Cl™ was replaced by Glu, extrapolating to
zero for zero Cl™ in the pipette. This confirmed that Glu
could effectively be considered a non-permeant anion. The
small current measured with 12.4 mm CI™ (+150 mm non-
permeant Glu) was 1.0 = 0.2 pA/pF (n = 10), thus repre-
senting the contribution of the residual 124 mm CI~
present in all of the pipette solutions. When corrected for
this value, the HCO; ™ current appeared 6-fold lower than
the Cl~ current. For malate, the high variability of the
small corrected current precluded any precise quantita-
tive comparison.

The channel selectivity for each anion was investigated
by measuring the E.,. The relative permeability ratios for
different anions over Cl~ were calculated from the E,.,
with Equations 1 or 2 (see “Materials and Methods”) de-
rived from the Goldman-Hodgkin-Katz current equation.
The E,., of the whole-cell current in the presence of 162.4
mMm CI™ in the pipette and 110 mm CI™ in the bath (20.4 *
5.6 mV, n = 10) was similar to the calculated equilibrium
potential for ClI~ (20.1 mV), indicating that the voltage-
dependent inward current is highly selective for anions.
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Table I. Peak current amplitudes and permeability ratios for different anions

Peak current amplitudes and reversal potentials were measured in the whole-cell configuration, with
150 meq L™ of the anion to be tested, 12.4 mm CI~ in the pipette, and 110 mm CI~ in the bath. The
relative permeability ratios were calculated from Equations 1 and 2 as described in “Materials and
Methods.” Mean values of peak current and permeability ratios are expressed as *s for the number of

seals indicated within parentheses.

- NO,~ 50,2~ Malate?~ HCO,~
(n=10) (n=10) (n=7) (n=15) (n=10)

Ibeac (PA/PF)  —120=1.8  —649+95  —673+34 —20+*15 -3.1 %05

P/Pg 1.0 = 0.1 2.6+ 0.3 20%02  0.03 =0.03 0.8 + 0.1

When using a Cl™-free bath solution (CaOH neutralized
with MES), no outward current could be detected (n = 5).
This shows that in our experimental conditions the out-
ward current is essentially carried by Cl~, excluding any
large error in E,,, measurement due to an outward K"
current. This was confirmed by showing that the exchange
of K" by Cs™ in the pipette solution did not influence
significantly the E., (40.7 = 8.5 mV, n = 10 with 150 mm
CsNO,, and 41.2 £ 4 mV, n = 10 with 150 mm KNO,;). The
permeability ratios for a range of physiological anions are
reported in Table I. The largest values were obtained for
NO,;~ (PNO, /PCl~ =2.6 = 0.3) and SO,*>~ (PSO,> /PCl~
=2.0 £ 0.2). The relative permeability of HCO;~ compared
with ClI”™ was slightly lower than 1, and malate appeared
almost non-permeant. Different ionic conditions were
tested to ascertain the relative permeabilities of NO;~ and
SO,* over Cl . For example, a PNO, /PCl~ of 2.9 * 0.4
(n = 3) was calculated when NO;~ was added in the bath
(100 mm NO;~ and 10 mm C17); the pipette solution con-
tained 150 mM Glu and 12.4 mm Cl . This value is not
significantly different from that obtained in the ionic con-
ditions described in Table I. In summary, these results lead
to the following selectivity sequence:

NO,” =S0,> > Cl” > HCO, >mal*"
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Figure 3. Amplitude of the peak current as a function of the internal
ClI™ concentration. Internal CI~ was varied from 12.4 to 162.4 mm
while maintaining the total anion concentration in the pipette to
162.4 mm by adding the non-permeant anion Glu. External CI~ was
kept at 110 mm. Peak current amplitudes were measured from 10-s
voltage ramps as described in “Materials and Methods.” Each current
amplitude is the mean = st of five to 13 measurements. The line
represents the linear regression of the data (r* = 0.93).

Considering the above results, the most surprising find-
ing was that SO, appears to be a good substrate of the
voltage-dependent anion channel. As this anion is usually
considered as non-permeant, we performed additional ex-
periments to demonstrate that the current recorded in our
experimental conditions of high external Ca** (50 mm
CaCl,) was not a voltage-dependent inward Ca”>* current
like the one described in carrot cells and Arabidopsis (Thu-
leau et al., 1994; Thion et al., 1998). Using SO,>  as the
intracellular anion, we applied a voltage ramp every 30 s to
monitor the current as a function of time. After getting
stable I-V curves for 5 min, we substituted the extracellular
solution (50 mm CaCl, and 5 mm MgCl,) with a Ca*>*-free
solution containing the same amount of CI~ and a large-
spectrum Ca**-channel blocker, La®* (95 mm TEA-Cl and
5 mm LaCl,). Following Ca®>* removal, the properties of the
current remained unchanged (n = 3; Fig. 4); neither the
amplitude nor its E.., was modified. This result rules out
the hypothesis that the inward current under investigation
bears any significant contribution of Ca*" ions and con-
firms that it is only carried by S0O,?". Furthermore, the
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Figure 4. Characteristics of the current-voltage relationship in the
presence or absence of extracellular Ca®*. A 10-s voltage ramp
between —180 mV to +30 mV was applied every 30 s. The pipette
solution contained: 5 mm ATP, 5 mm GTP, 75 mm SO,%~, and 12.4
mm Cl™. The |-V curve was recorded in the standard bath (50 mm
CaCl, and 5 mm MgCl,) 10 min after breaking to the whole-cell
configuration when a stable current amplitude was reached (50 mm
Ca?*), and after 5 min of perfusion with the Ca®*-free bath (no Ca®*)
(95 mm TEA-CI, 5 mm LaCl;). Results are shown for one representa-
tive experiment out of three. In all cases, the current amplitude was
unchanged and the E,., was not significantly modified.






258 Frachisse et al. Plant Physiol. Vol. 121, 1999

0
* Frosy
_. ‘9
20 ° o]
o 0
< 40t *
< °ce
& [ ]
20t ° -~
- o o .ﬁ.
o e ~../.
80
OO
-100 A L . . .
0 10 20 30
Time (min)

Figure 5. Time course of the NO5;~ and SO,*~ currents in the
whole-cell configuration. A 10-s voltage ramp between —180 mV to
+80 mV was applied every 30 s. The NO;~ current (O) and the
SO,%~ current (@) amplitudes at the peak (I peak) are displayed as a
function of time after the establishment of the whole-cell configura-
tion. The pipette solution included either 150 mm NO;™ or 75 mm
SO,%7, 12.4 mm Cl~, and 3 mm ATP, while the bath included 110
mm ClI™. Results are from one representative experiment out of eight
for each condition.
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nucleotide regulation, a characteristic feature of the Cl
current mediated by this channel (Thomine et al., 1997a),
was also observed with SO,?>” as the intracellular anion
(data not shown).

Regulatory Effects of SO,>~ on the Anion Current

We reported previously (Thomine et al., 1995) that the
amplitude of the C1™ current changed after the establish-
ment of the whole-cell configuration: the amplitude of the
current first slowly increased, reached a maximum after 3
to 10 min, and then started to decrease. In all cases, the
current completely disappeared within 10 to 30 min. A
similar evolution of the current amplitude with time was
observed for NO;~, HCO; , and malate. Figure 5 com-
pares the changes of the peak current when either NO; ™ or
SO,>~ was used as the internal anion. The NO,~ current
ran down and disappeared completely after 12 min of
intracellular perfusion. In contrast, the SO,>” current de-
creased very slowly, with the maximal peak current being
decreased by about 27% after 30 min. Overall, when a
SO,* " -containing solution was perfused through the patch
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Figure 6. SO,”>~ permeation through single voltage-dependent anion channels. A, Single-channel currents were recorded
in the outside-out configuration with membrane potential clamped in the range —131 mV to —181 mV (c, closed; o, open).
The pipette solution included 75 mm SO,2~, 12.4 mm ClI~, and 1 mm ATP, while the bath contained 110 mm CI~. B,
Inhibition of single-channel current by 300 um niflumic acid. Single-channel currents were recorded in the outside-out
configuration with membrane potential clamped at —151 mV. The control trace was obtained 10 s before adding the
channel blocker, while the trace in the presence of niflumic acid was obtained about 10 s after adding the blocker. The
pipette solution included 75 mm SO4*~, 12.4 mm Cl~, and 3 mm ATP, while the bath was 110 mm CI™. C, Single-channel
I-V curve for SO,?~ current (@) gave a conductance of 14.9 = 0.5 pS (n = 3). For comparison, channel |-V curve for ClI™~
current (O) gave a conductance of 22.6 = 2.3 pS (n = 3). The pipette solution included either 150 mm Cl~ or 75 mm SO,%~,
12.4 mm CI7, and T mm ATP, while the bath was 110 mm CI™. D, I-V relationship of an outside-out excised patch that
exhibits both the activity of single channels in the range —200 to —100 mV and a typical current rectification in the range
—70 to +20 mV, where single channels are not resolved. The pipette solution included 75 mm SO,>~, 12.4 mm Cl~, and
1 mm ATP, while the bath was 110 mm CI™.
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pipette in the whole-cell configuration, the peak current
was only decreased by 12% = 6% after 15 min (n = 8) and
by 19% * 4% after 25 min (n = 4), whereas at this latter
time the voltage-dependent current was completely lost
with all other anions tested. Thus, SO,>~ is not only a
substrate for the voltage-dependent anion channel, it also
prevents its run-down. This suggests that SO, ions play
a regulatory role on channel activity.

Single-Channel Analysis of the SO,>~ Current

To analyze further the permeation of SO,>~ ions through
the voltage-dependent anion channel of the hypocotyl, we
recorded the single-channel activity in the outside-out con-
figuration. Again, in contrast with what happens with Cl-,
in the presence of intracellular S0,?~, the anion channel
activity did not undergo any run-down. While this allowed
us to record channel activity for over 1 h on the same patch,
we could never isolate any patch containing less than about
five to 10 active channels. This impaired the analysis of
channel activity, allowing the single-channel amplitude to
be resolved only for potentials more hyperpolarized than
—100 mV, at which no more than three to four channel
openings overlapped.

Figure 6A illustrates the single-channel activity of the
anion channel in the outside-out configuration with an
internal solution containing 75 mm SO,>~ and 1 mm ATP.
An increase in open probability when the membrane is
depolarized was observed (compare —181 mV and —141
mV), which correlated with the voltage dependence of the
current in the whole-cell configuration. Niflumic acid, the
most potent blocker of the whole-cell anion current (Tho-
mine et al., 1997b), inhibited the single-channel activity
(Fig. 6B). The amplitude of single-channel currents was
analyzed in the voltage range between —200 mV and —150
mV (n = 3). A linear regression of the I-V plot of single-
channel amplitudes yielded a single-channel conductance
of 14.6 = 0.5 picoSiemens (pS) (Fig. 6C). When measured in
otherwise identical conditions, the conductance was found
to be higher with internal C1~ (22.6 * 2.3 pS) than with
internal SO,>~ (14.6 = 0.5 pS) (Fig. 6C). Thus, the 5- to
6-fold increase in SO,*>~ whole-cell current compared with
Cl™ current could not be accounted for by an increase in
single-channel conductance.

A linear extrapolation of the experimental I-V curve
obtained with SO, crosses the voltage axis for a value of
—78 mV. This value is not in agreement with the E,, value
of +16 mV measured in the whole-cell configuration. This
difference likely results from current rectification around
the E.., occurring at the single-channel level as it occurred
at the whole-cell level. Evidence for single-channel current
rectification is given by I-V curves from outside-out excised
patches containing 20 to 50 channels: they exhibit both the
activity of single channels in the range —200 to —100 mV
and a typical current rectification in the range —70 to +20
mV, even though single channels cannot be resolved in this
range (Fig. 6D).

DISCUSSION
Anion Channel Permeability

We investigated the anion selectivity and permeability of
the voltage-dependent anion channel of Arabidopsis hypo-
cotyl cells, and analyzed in parallel the anion content of
Arabidopsis plantlets by capillary electrophoresis. Such
analysis gives only a mean global concentration for each
ion species and does not provide information on the local-
ization within plant tissues and cell compartments, but
helped us to identify putative substrates for the plasma
membrane anion channels.

We found that Arabidopsis anion channels are highly
permeable to NO; . A large NO;~ permeability was also
found for the two types of anion channels of fava bean
guard cells (rapid type: NO; ™ [4.2] > Cl™ [1] >> malate®~
[0.1], Hedrich and Marten, 1993; slow type: NO;~ [20.9] >
Cl™ [1] >> malate®” [0.24], Schmidt and Schroeder, 1994),
anion channels from wheat root (Skerrett and Tyerman,
1994), cotyledonary cells of amaranth (NO;  [2.4] > CI™
[1], Terry et al.,1991), pea epidermal cells (NO;~ [1.34] >
Cl™ [1] >> malate®* [0.002], Elzenga and Van Volkenburgh,
1994), and suspension-cultured coffee cells (Dieudonné et
al., 1997). High NO;  permeability thus seems to be a
general feature of plant plasma membrane anion channels.
The finding that SO,*>~, which is usually considered to be
a weakly permeant or non-permeant ion in anion channels,
was indeed permeant in the Arabidopsis voltage-
dependent anion channel is a striking and novel result
from this study. Although the SO, uptake transporter of
the plasma membrane has been extensively studied (Ren-
nenberg et al., 1989; Clarkson et al., 1992), we report here
the first example (to our knowledge) of large channel-
mediated SO,>~ currents.

Phosphate permeability has not been investigated be-
cause Ca®* phosphate precipitation is a technical limitation
that we have not yet been able to overcome. Malate is only
weakly permeant through the Arabidopsis hypocotyl anion
channel, as already shown for the rapid and slow anion
channels in guard cells (Hedrich and Marten, 1993;
Schmidt and Schroeder, 1994). Glu, with the highest M, of
the anions tested, is not significantly permeant and can
thus be safely used as a reference nonpermeating anion.
Our data showing small but reproducible HCO;™ currents
open an interesting new area of investigations. HCO;~
permeability of plant anion channels has, to our knowl-
edge, never been reported, and even information concern-
ing the permeability of animal channels to HCO;™ is
scarce. However, HCO;™ permeability can be quite signif-
icant, as exemplified by the anion channel of human se-
creting epithelia, for which a HCO,~ permeability ratio
PHCO;™ to PCI™ in the range of 0.50 to 0.64 has been
reported (Tabcharani et al., 1989) and by the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator for which a
PHCO;™ to PCl™ ratio of 0.14 to 0.25 has been recently
measured (Linsdell et al., 1997). Several technical difficul-
ties, among which the small amplitude of the currents and
the run-down of the channel, limit the study of the HCO;~
currents mediated by the voltage-dependent anion channel
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of Arabidopsis hypocotyls. Nevertheless, the potential
roles of channel-mediated HCO;™ fluxes in pH regulation
and/or carbon metabolism call for such a study to be
undertaken.

The high NO;~ and SO,*~ whole-cell currents mediated
by the voltage-dependent anion channel of Arabidopsis
hypocotyls, combined with the high concentrations of
NO, ™ and SO,*>" in plantlet tissues, suggest that these two
ions are in vivo substrates of the channel and that the
channel could play a role in the homeostasis of their cellu-
lar concentrations.

SO,*~ Regulation of the Anion Channel

In addition to its unusual permeation, the second prop-
erty of SO,>~ is its regulatory effect on the channel. As
measured on excised outside-out patches, the anion chan-
nel conductance was higher in the presence of internal Cl™
compared with SO,”>”. This can be reconciled with the
results of whole-cell E, ., measurements. These E,., values
indicate that SO,>~ has a higher affinity for the channel
pore than Cl~. As SO,*>~ is more tightly bound inside the
channel, it tends to reside longer in the channel pore, which
results in a lower rate of permeation (as revealed by lower
single-channel conductance). However, the high whole-cell
current density cannot be accounted for by a higher per-
meation rate, since the single-channel conductance is actu-
ally lower. This indicates that SO, modifies other param-
eters that determine the whole-cell current density: the
open probability (P,) or the number of active channels (N).

From the single-channel amplitude of the SO,*~ current
at the peak potential (Fig. 6C) and the mean whole-cell
current density at the same potential (Fig. 1C), we esti-
mated at least 4,000 to 6,000 active channels for a cell 40 um
in diameter. A number of active channels about 10-fold
lower was estimated to account for whole-cell C1™ currents.
These estimations suggest that the large amplitude of the
whole-cell SO, currents compared with the Cl~ currents
results not only from the more hyperpolarized activation
potential (see Fig. 1) but also from a regulatory effect of
50,2~ on the number of active channels. Another effect of
SO,*~ was to prevent the run-down of the anion current
both in the whole-cell and in the outside-out configuration.
Thus, SO, is able to maintain the channel in an active
state. This effect was initially observed when this anion
was used as the major substrate for the anion channel, i.e.
with 75 mm internal SO,*. No dose response of the reg-
ulatory effect of SO,>~ has been constructed, but when the
S0O,%" solution was diluted in the C1~ solution to one-half
(75 mMm CI and 37.5 mm SO,*"), one-fourth (112.5 mm Cl
and 18.8 mm SO,?7), and one-sixteenth (131.3 mm Cl and
9.4 mm SO,%7), the run-down remained slower than in the
presence of Cl~ only (data not shown). The fact that SO,
was also able to prevent run-down in excised patches
suggests either a direct action on the channel or a
membrane-delimited activation pathway. The mechanism
underlying the regulatory effect of SO,*~ is still unknown,
but it appears to be quite different from other types of
run-down prevented by effectors of tubulin (Thion et al.,
1996, 1998), indicating the involvement of the cytoskeleton,
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or by effectors of protein kinase or phosphatase (Wang et
al., 1991), indicating a regulation via phosphorylation. The
stabilizing effect of SO,>~ suggests an original mechanism
that could involve a regulatory site where most anions
except SO,>~ bind and induce run-down or where only
SO,*" can bind to prevent run-down. Understanding this
mechanism will require further investigation.

A Metabolic Link between NO,~ and SO,*~
Permeation and the Regulation of the
Channel by Nucleotides?

Considering together the high NO,~ and SO,>~ whole-
cell currents mediated by the channel and the channel
regulation by nucleotides raises the hypothesis that this
channel could function as a metabolic valve to avoid the
cytoplasmic accumulation of NO;~ and SO,*>~ ions when
they cannot be extensively metabolized. SO,*~ assimilation
requires an ATP-sulfurylase whose activity is directly con-
trolled by the ATP status (Schmidt and Jager, 1992), while
NO; ™ reduction and incorporation into amino acids is a
highly energy-consuming process (Botrel and Kaiser, 1997).
The voltage-dependent anion channel could be involved in
the regulation of the cytosolic concentration of NO; ™ and
SO, depending on the variation of the energy balance of
the cell. When the energy level of the cell is high, which is
reflected by an increased cytosolic ATP concentration, the
efflux channel is inhibited (Thomine et al., 1997a), NO,~
and SO,*>~ are trapped in the cytoplasm, where they can be
reduced and incorporated into amino acids. Alternatively,
when the energy level of the cell is decreased, the ATP and
ADP concentrations are reduced and the channel is not
inhibited, allowing the efflux of these anions out of
the cytoplasm, where no energy for their metabolism is
available.

In conclusion, the voltage-dependent anion channel of
Arabidopsis hypocotyl cells shares a high permeability to
NO;~ with the previously described plant anion channels.
It exhibits a first original property of being permeable to
SO,*~ with a unitary conductance about two-thirds that of
CI™. The second original property concerns the strong reg-
ulatory effect of SO,>~, increasing the number of active
channels per cell and responsible for the large whole-cell
SO, currents measured. These properties associated with
high concentrations of NO,~ and SO,  in Arabidopsis
plantlets highlight the likely participation of the voltage-
dependent channel in in vivo NO;~ and SO,>” fluxes
through the plasma membrane contributing to the ho-
meostasis of their cellular concentrations and metabolism.
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Figure II-1: Le phosphate est imperméant dans le canal rapide. (A) Protocole

électrique et solutions ioniques. Le protocole de voltage est une rampe de -204,5 mV
a 75,5 mV a 25 mV/sec. Milieu interne: 50 mM CsOH, 50 mM PO 4Hs, 2 mM MgClz2, 5
mM EGTA, 10 mM MgATP, 20 mM Hepes/Tris (pH 6,2), 450 mOsm. Milieu externe:
50 mM CaCl 2, 5 mM MgCl 2, 0,5 mM LaCl 3, 10 mM Mes/Tris (pH 5,7). (B) Courbe
courant-voltage. Encart: Grossissement de I'enregistrement montrant le pic de
courant caractéristique du canal anionique rapide et son potentiel de réversion, trés
négatif.



Chapitre Il - Etude des canaux anioniques en patch-clamp

b- Complément de résultat sur la perméabilité: le phosphate est un ion imperméant
dans le pore du canal anionique a cinétiques rapides

Le dosage des anions dans la plantes a révélé de fortes concentrations en nitrate,
en sulfate et en phosphate qui justifient I'é¢tude de la sélectivité des canaux anioniques
de la membrane plasmique. La perméation du sulfate est un résultat intéressant et
nouveau. Par contre, le phosphate de par sa caractéristique de précipitation en présence
de calcium, cation majeur dans le bain, n'avait été testé ni sur la perméabilité, ni sur
son impact sur le run-down au moment de la parution de I'article n°1. En effectuant les
scellements dans un bain sans calcium et en perfusant ce dernier avant de passer en
configuration cellule-entiere, il est possible d'enregistrer le comportement du courant
rapide et de mesurer la perméabilité relative (figure II-1). Les quelques expériences
effectuées, réalisées avec 50 mM CsH,PO, dans la solution de pipette, semblent
indiquer que le phosphate n'est pas perméant dans le canal rapide. Par exemple, dans le
cas du protoplaste présenté dans la figure II-1, le potentiel de réversion est aux
environs de -50 mV, ce qui est caractéristique d’un anion interne trés peu perméant (le
rapport de perméabilité Ppos/Pc; est proche de 0). Comme on peut s'y attendre, le pic
caractéristique de courant aux environs de -100 mV, qui correspond a un efflux
d'anions, est trés réduit, et probablement du en majorité¢ aux 12,4 mM CI” dont la
présence est requise dans la solution de pipette.

c- Sulfate et modulation de l'activité dans le temps

Une des caractéristiques la plus étonnante du canal est la fluctuation de son
activité au cours du temps lorsque I'anion perméant dans la solution de pipette est le
chlore ou le nitrate. Lors de 1'expérience type de patch-clamp (article n°1, figure 5,
point blanc), apres le passage en configuration cellule-enti¢re, on assiste a I'apparition
d'un courant caractéristique de 1’activité canal rapide, en particulier un pic de courant
aux potentiels proches de -100 mV. Celui ci atteint un équilibre correspondant & une
activité maximum qui est maintenu durant une période parfois trés bréve ou parfois de
quelques dizaines de minutes. Au bout d’un certain temps, la conductance commence
a décroitre et finit par disparaitre totalement. C’est ce que I’on appelle le "Run-down".
Les durées relatives des différentes phases sont trés variables ce qui rend leur étude
difficile. Ce phénomene d'activation momentanée puis d’inactivation peut étre
redéclenché par une "succion", c'est a dire une perturbation du contenu du protoplaste
grace au systéme de controle de la tension membranaire du poste de patch-clamp. La
perturbation du cytoplasme, observable au microscope lors des succions, provoque des
phénomeénes de tension membranaire locale, de rupture d'endomembrane et
probablement de perturbation du cytosquelette. Des canaux anioniques ont été décrits
comme ¢étant activés par la tension, néanmoins cette activation est directe et rapide
alors que dans notre cas les canaux sont activés petit a petit, ce qui prend plusieurs
minutes voir plusieurs dizaines de minutes si la succion est douce. Ce phénomeéne de
recrutement peut aussi s'expliquer par la variation de la teneur de certaines molécules
dans le cytoplasme ou la variation d'activité¢ d'enzymes clefs. De nombreux candidats
potentiels (phosphorylation, pH, cytosquelette, calcium...) ont été testés sans aucun
résultat encourageant (Thomine, 1997). L'étude de la sélectivité du canal, et en
particulier l'utilisation du sulfate comme anion perméant a, contre toute attente,
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débloquée la situation. La figure 5 de I’article n°1 montre quelorsque I'on utilise une
solution de pipette a base de sulfate, I’activité du canal se maintient dans le temps. Des
expériences ultérieures confirment que cela est vrai pendant des heures.

Une question non tranchée a ce jour est de savoir si cet effet sulfate est direct sur
la protéine canal ou non. C'est un point primordial a aborder si on envisage d'utiliser
cette caractéristique de régulation dans un crible d'expression en systéme hétérologue.
Néanmoins malgré nos efforts, cette question n'est a ce jour pas tranchée. Par exemple,
certains protoplastes (<5%) ne présentent pas spontanément le courant anionique a
cinétiques rapides lors du passage en configuration cellule-entiére surtout si celui-ci se
fait délicatement et ceci malgré d'importantes concentrations de sulfate. Dans la
majorité des cas, la fameuse "succion", c'est a dire un brassage du cytoplasme, permet
une activation ultérieure du canal qui ne subit pas de "run-down" par la suite. Ces
résultats suggerent que les canaux peuvent étre occasionnellement muets en condition
de sulfate interne. Le sulfate n'est donc pas directement un activateur mais pourrait
plutét étre un agent stabilisant de l'activité du canal provoquée par la violence du
passage en configuration cellule-entiére. Cette constatation ne milite donc pas en
faveur d'une activation directe due a l'interaction canal/sulfate. Par contre on peut
stipuler I'existence probable d'un autre agent intervenant dans la régulation du canal. A
ce jour et malgré les nombreuses conditions testées, sa nature reste inconnue. En
configuration de patch isolé et de sulfate interne, le canal ne présente pas de
diminution apparente d'activité alors que cette configuration est souvent présentée
comme "lavant" efficacement une grande partie des protéines solubles. Ceci va dans le
sens d'un agent non soluble.

Pour aller plus loin dans 1'étude de cette régulation, il nous faudrait étre capable
de modifier la composition de la solution de pipette au cours du scellement.
Malheureusement il n'existe pas a ma connaissance de sulfate "cagé", libéré
conditionnellement, ni d’ionophore nous permettant de faire pénétrer le sulfate dans la
solution de pipette a partir du bain. Enfin les systémes de perfusions directes de la
solution de pipette sont encore tres délicats a utiliser et difficiles & mettre au point au
laboratoire.

d- Avancées techniques en rapport avec la régulation/perméation du sulfate

La régulation de l'activité par le sulfate perméant, outre qu'elle soit une
caractéristique tout a fait nouvelle et originale du canal, présente deux avantages
évidents.

Le premier est d'ordre technique: en patch-clamp, la stabilit¢ dans le temps de
l'activité d'un canal est un atout majeur pour 1'é¢tude d'autres régulations: elle permet
d'avoir des contrdles internes. Par exemple, 1'étude qui est présentée dans 1’article n°2
traitant de la régulation par le voltage du canal et qui a nécessité¢ la perfusion de
plusieurs bains différents sur chaque protoplaste en configuration cellule-enticre,
aurait été difficilement réalisable sans cette connaissance de la régulation par le
sulfate. Par contre, on ne peut pas suivre l'impact des traitements sur le run-down, qui
comme nous l'avons dit semble étre une régulation majeure du canal.

L'autre avantage conféré par cette sélectivité étonnante en faveur du sulfate est la
possibilité d'impliquer le canal rapide dans d'autres types d'investigation ou I'on aura
réussi @ montrer un transport de sulfate. Cela représente a mon sens un argument
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beaucoup plus convaincant que des arguments pharmacologiques dont on commence a
appréhender les limites.

3- Etude de la fermeture dépendante du voltage du canal a cinétiques
rapides: arguments pour une obstruction par les nucléotides cvtosoliques

La fermeture du canal anionique a cinétiques rapides dépendante du voltage est
probablement physiologiquement significative car elle intervient a des potentiels
proches du potentiel de repos de la membrane plasmique des cellules végétales. Il nous
a donc paru intéressant de mieux comprendre le mécanisme biophysique de cette
régulation. Ce travail a été initi¢ par Sébastien Thomine lors de la fin de sa thése et
part de la constatation que les nucléotides régulent de fagon dépendante de la dose la
fermeture du canal par le voltage grace a un mécanisme ne faisant pas intervenir de
phosphorylation (Thomine et al., 1997a). L'hypothése a été émise par Jacques Neyton
que le pore puisse étre directement obstrué par un nucléotide de fagon similaire a
I’obstruction du canal NMDA (pour N-Méthyl D-Aspartate) par le magnésium externe
(Mayer et al., 1984). L'objet de I'article qui suit est I'apport d'arguments en faveur de
ce blocage dépendant du voltage par les nucléotides internes ainsi que la
caractérisation de la régulation par ces nucléotides. L’annexe C traite de la
modélisation informatique de ce phénomeéne.

a- Article n°2:"Nucleotides provide a voltage-sensitive gate for the rapid anion
channel of Arabidopsis hypocotyl cells"
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The rapid anion channel of Arabidopsis hypocotyl
cells is highly voltage-dependent. At hyperpolarized po-
tentials, the channel is closed, and membrane depolar-
ization is required for channel activation. We have pre-
viously shown that channel gating is regulated by
intracellular nucleotides. In the present study, we fur-
ther analyze the channel gating, and we propose a mech-
anism to explain its regulation by voltage. In the
absence of intracellular nucleotides, closure at hyper-
polarized voltages is abolished. Structure-function stud-
ies of adenyl nucleotides show that the apparent gating
charge of the current increases with the negative charge
carried by nucleotides. We propose that the fast anion
channel is gated by the voltage-dependent entry of free
nucleotides into the pore, leading to a voltage-depend-
ent block at hyperpolarized potentials. In agreement
with this mechanism in which intracellular nucleotides
need to be recruited to the channel pore, kinetic analy-
ses of whole-cell and single-channel currents show that
the rate of closure is faster when intracellular nucleo-
tide concentration is increased, whereas the rate of
channel activation is unchanged. Furthermore, decreas-
ing the concentration of extracellular chloride enhances
the intracellular nucleotide block. This result supports
the hypothesis of a mechanism in which blocking nucle-
otides and permeant anions interact within the channel
pore.

The molecular mechanisms of voltage gating are well under-
stood for some channels. Those mechanisms can vary, but they
always involve the movement of charged gating particles
through the transmembrane electric field. These gating
charges can be intrinsic to the channel protein, as described in
potassium, sodium, and calcium channels (1). For instance, in
the shaker-like potassium channels described in animal and
plant membranes, mutations of basic amino acids of the S4
transmembrane domain drastically change the voltage regula-
tion of the channel, indicating that these amino acids contrib-
ute to the gating charge (2). Alternately, voltage-dependent
closure can be achieved by voltage-dependent block of the chan-
nel pore by a soluble charged molecule. This is the case for
NMDA ionotropic receptors (3, 4) and inward rectifying potas-
sium channels (5), which are gated by soluble cations. Except
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for the channels belonging to the shaker family, the gating
mechanisms of plant ion channels remain poorly understood.

Plasma membrane anion channels have been identified in a
number of different plant tissues (6). Except in guard cells, for
which a combination of electrophysiology, pharmacology, and
genetic approaches has provided strong evidence that the slow-
type anion channel is involved in stomatal closure (7-10), phys-
iological functions of plant anion channels remain to be eluci-
dated. Despite the large electrochemical gradient driving
anions outside the cell, anions are accumulated in plant cells in
resting conditions. However, signals such as elicitors of plant
defense responses, hormones, or hypo-osmotic stress that de-
polarize the membrane induce anion effluxes that can be ac-
counted for by the activation of anion channels (11-14). The
tight control of anion channel activation by intra- and extra-
cellular factors is thus an important step in signal transduction
pathways.

Few studies on the regulation of the voltage gating have been
performed on plant anion channels. The gating of the fast anion
channel (GCAC1) of Vicia faba guard cells is affected by both
extracellular factors such as chloride, malate (15, 16), and
auxins (17) and intracellular factors such as nucleotides, which
have been proposed to be allosteric regulators of the channel
protein (18). A different mode of regulation by ATP through
cytosolic protein phosphorylation has been described for the
voltage-dependent anion channel of tobacco cell suspension
(19). Whatever the complexity of their regulation, plant anion
channels are basically voltage-sensitive and open upon mem-
brane depolarization. Therefore, a good knowledge of the voltage-
dependent gating mechanisms is needed to further understand
how regulatory agents affect anion channel activity.

Two anion channels with distinct regulation characteristics
reside at the plasma membrane of epidermal cells of Arabidop-
sis hypocotyls: (@) a highly nitrate-permeable channel with
slow activation and deactivation kinetics (20), and (b) a rapid
voltage-dependent anion channel permeable to sulfate (21-23).
In a previous study, Thomine et al. (22) have shown, based on
the activity of nonhydrolyzable nucleotides, that the nucleotide
regulation of the rapid anion channel does not require ATP
hydrolysis and suggested a regulation through a binding site
for free ATP. However, the biophysical mechanism of nucleo-
tide action was not elucidated. In the present study, we propose
that the fast anion channel is gated mainly by the voltage-
dependent entry of nucleotides into the channel pore, leading to
a voltage-dependent block at hyperpolarized potentials. This
model is supported by structure-function studies of nucleotides
and kinetic analyses. Furthermore, we show that extracellular
permeant anions can counteract the block by intracellular nu-
cleotides, which indicates that blocking nucleotides and per-
meant anions interact within the channel pore.
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Fic. 1. Rapid anion current of epidermal cells from Arabidop-
sis hypocotyls. A, typical whole-cell currents recorded from plasma
membrane with an activating pulse protocol. From a holding potential
of —213 mV, 794-ms pulses were applied from —213 to 77 mV with a
10-mV increment every 3 s. The pipette contained 25 mm Cs,SO,, 2 mMm
MgCl,, 4.2 mMm CaCl,, 5 mm EGTA, 10 mm Hepes-Tris (pH 7.2), and 10
mM MgATP, adjusted to 450 mosmol. The bath contained 50 mm CaCl,,
0.5 mm LaCl;, and 10 mm MES-Tris (pH 6), adjusted to 450 mosmol. B,
examples of I-V plots of the steady-state current obtained from the
protocol shown in A for protoplasts loaded with 1, 3, and 10 mm MgATP.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plant Material, Protoplast Isolation, and Electrophysiological Inves-
tigations—Arabidopsis thaliana (ecotype Columbia) plantlets were
grown, and protoplasts from hypocotyl epidermal cells (diameter, 25-75
um; membrane capacity, 20—50 pF) were prepared as described previ-
ously (21). Patch clamp experiments were performed as described by
Hamill et al. (24) using an Axon 200A amplifier (Axon Instruments,
Foster City, CA) for whole-cell and single-channel recordings. During
measurements, freshly isolated protoplasts were maintained in a bath
medium containing 50 mm CaCl,, 0.5 mm LaCl,, and 10 mm MES!-Tris
(pH 6). The nitrate bath contained 50 mm Ca(NO,), instead of 50 mMm
CaCl,. The Cl-free bath solution contained 50 mm CaOH, and 0.5 mm
LaOH, adjusted to pH 6 with MES (CaMES,). Bath solutions with
variable Cl concentrations were prepared either by mixing the 50 mm
CaCl,, 0.5 mm LaCl;, and 10 mM MES-Tris (pH 6) with the Cl-free bath
in different proportions or by mixing a low MES, high chloride bath (0.5
mM LaCl,, 149.25 mM CaCl,, and 1 mm MES/CaOH, pH 6) with a low
MES, low chloride bath (0.5 mm LaCl,, 0.75 mm CaCl,, 1 mm MES/
CaOH, pH 6) to reduce a possible effect of MES.

The patch pipettes were filled with 25 mm Cs,SO, for whole-cell
experiments or with 140 mm Cs,SO, for single-channel experiments,
together with 2 mm MgCl,, 10 mM Hepes-Tris (pH 7.2), 5 mm EGTA, and
4.2 mMm CaCl, (free [Ca?*] = 1 um). Nucleotides were added in the
intracellular solution as indicated in the figure legends. ATP was added
to the pipette solution as MgATP salts, and the corresponding free ATP
concentrations were calculated by assuming that the main species of
ATP were ATP*, ATPH*, MgATP?, and MgATPH~ with pK, = 6.63
and 4.72 for ATP and MgATP, respectively, and a dissociation constant
of 107*7 for the MgATP complex (25). The osmolarities of bath and
pipette solutions were adjusted to 450 mosmol with mannitol using a
Wescor 5500 vapor pressure osmometer (Wescor, Logan, UT).

Patch clamp experiment and data acquisition were performed as
described previously (23). To change the bath solution, the reference
electrode was filled with 100 mm KC1 prolonged by a plug (1% agarose
and 3 M KCl), and the bath solutions were continuously perfused at a

rate of 1-2 ml'min~1.

RESULTS

Intracellular Nucleotides Affect the Voltage Dependence of the
Rapid Anion Channel—To study the characteristics of the
rapid anion channel, depolarizing voltage steps were applied to
the plasma membrane (Fig. 1A). Fig. 1B shows representative
steady-state I/V relationships obtained with 50 mm CaCl, in
the bath and 25 mm Cs,SO, in the pipette solution, with 1, 3, or
10 mm MgATP corresponding to 9.8, 28.9, and 92.8 uM intra-

! The abbreviations used are: MES, 4-morpholineethanesulfonic acid;
ATPi, intracellular free ATP; Cle, extracellular chloride.

Voltage-dependent Block by ATP of Plant Anion Channel
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Fic. 2. Voltage-dependent closure is abolished in the absence
of intracellular nucleotides. I-V curves obtained on an outside-out
macropatch with a voltage ramp from —205 to 75 mV at 60 mV-s~ 1.
Time after the whole-cell establishment is indicated, and excision oc-
curred at 30 s. The holding potential is —205 mV. I-V curves are
normalized with currents at —75 mV, which are —53.9 pA at 45 s and
—42.6 pA at 3 min 45 s. The pipette contained 140 mm Cs,SO,, 2 mM
MgCl,, 4.2 mm CaCl,, 5 mm EGTA, 10 mm Hepes-Tris (pH 7.2), and no
nucleotide, adjusted to 450 mosmol. The bath contained 50 mm CaCl,,
0.5 mM LaCl;, and 10 mm MES-Tris (pH 6), adjusted to 450 mosmol.

cellular free ATP (ATPi) (25). At very negative potentials, the
voltage pulses did not activate any current, indicating that
voltage-dependent sulfate-permeable channels are closed. De-
polarization of the membrane activated an inward current cor-
responding to a sulfate efflux. When the membrane was further
depolarized, the inward anion current decreased and reversed,
and then an outward current corresponding to a chloride influx
increased. Under these conditions, when MgATP was raised
from 1 to 3 and 10 mmM, the peak of sulfate current shifted
toward less negative potentials, indicating a shift of the acti-
vation threshold (Fig. 1B) as expected from a previous report
(22). In addition, when intracellular nucleotides were removed,
the channel gating at hyperpolarized voltages was strongly
reduced (Fig. 2). Taken together, these initial results suggest a
major role of intracellular nucleotides in the gating of the fast
anion channel of Arabidopsis cells and led us to investigate in
more detail the mechanisms by which nucleotides alter anion
channel gating.

The Gating Charge Increases with the Negative Charge Car-
ried by a Nucleotide Molecule—To further analyze the gating of
the fast anion channel by voltage, a tail protocol (Fig. 3A) was
performed. In this protocol, a depolarizing prepulse induces the
activation of the fast anion current. The current deactivates
rapidly when the membrane potential is stepped back to hy-
perpolarized values. The instantaneous amplitude at the be-
ginning of the hyperpolarizing step (tail current amplitude)
reflects the activation status of the fast anion current at the
end of the preceding depolarizing step. Fig. 3B shows the plot of
normalized tail current amplitudes against the prepulse poten-
tials, illustrating the voltage-dependent activation of the fast
anion channel by depolarization with either 10 mm AMP or 10
mM MgATP in the cytosol. The gating charges deduced from the
fit of the data with Boltzmann functions were —3.63 = 0.12 for
free ATP (n = 7) and —1.96 = 0.12 for AMP (n = 4), indicating
a correlation between the theoretical valence of the free nucle-
otide and the gating charge of the fast anion current (Fig. 3C).
This result shows that the charge carried by the free nucleotide
accounts for the gating charge of the current. When raising the
MgATP concentration from 1 to 10 mmM, the activation curve
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Fic. 3. ATP concentration affects the half-activation potential, whereas the adenosine nucleotide valence affects the apparent
gating charge. A, typical tail currents recorded from a voltage protocol consisting of a holding potential of —213 mV and 610-ms pulses from —213
to —23 mV with a 10-mV increment every 2 s. Pipette and bath compositions were the same as those described in Fig. 1A. B, representative
examples of normalized gating curves with 10 mum intracellular AMP or 10, 3, or 1 mM intracellular MgATP. The tail currents were measured at
the peak after a jump to —243 mV for AMP or a jump to —213 mV for MgATP using the tail protocol described in A. The parameters of the fits
with Boltzmann curves for the data presented were: z, = —2.5, —3.5, —3.7, and —3.8 and Vi, = —209, —147, —161, and —173 mV for 10 mm AMP
and 10, 3, and 1 mm MgATP, respectively. C, values of the apparent gating charge as a function of adenine nucleotide concentrations. The tail
protocol described in A was used to measure the z, for different nucleotides. Data were fitted with Boltzmann equations. Pipettes contained either
10 mm AMP, 10 mMm KADP, or 1, 3, or 10 mMm MgATP, and the Vi, were —202.6 + 2.1, —144.0 * 2.6, —169.4 = 1.1, —154.9 = 2.1, and —146.8 =
1.4 mV (n = 4-7), respectively. Each point is the mean *= S.E. The bath contained 50 mm CaCl,, 0.5 mm LaCl,, and 10 mm MES-Tris (pH 6),

adjusted to 450 mosmol.

was shifted toward less negative potentials, with no change in
the apparent gating charge (Fig. 3B). Fitting with Boltzmann
curves yielded half-activation potentials (Vi) of —169.4 = 1.1,
—154.9 = 2.1, and —146.8 = 1.4 mV and apparent gating
charges (z,) of —3.93 = 0.08, —3.59 = 0.12, and —3.63 * 0.12
(n = 5,4, and 7) for 9.8, 28.9, and 92.8 um ATPi, respectively.

Increasing the Internal ATP Concentration Accelerates Fast
Anion Channel Deactivation without Altering Its Activation
Kinetics—To analyze the effect of intracellular nucleotides on
the fast anion current kinetics, we studied the activation and
deactivation kinetics in the whole-cell configuration. Stepping
from a hyperpolarized potential, where channels are mostly
closed, to depolarized potentials, where channels are mostly
open, allowed us to monitor the activation kinetics. Upon de-
polarization of the membrane, the fast anion current activated
with biexponential kinetics. The fast time constant that ac-
counts for the activation of 80% of the current was studied. The
fast activation time constant was voltage-dependent (Fig. 4A).
When the activation kinetics were studied using various con-
centrations of MgATP, the time constants were not signifi-
cantly different at a given potential. For example, at —93 mV
(Fig. 4B), a potential at which maximal activation is reached
for 9.8, 28.9, and 92.8 um ATPi, the activation time constants
were 1.84 = 0.25,1.62 = 0.20, and 1.77 + 0.23 ms (n = 5, 5, and
7), respectively.

Alternatively, stepping back from —13 mV to hyperpolarized
potentials at which the channel is closed allowed us to monitor
the deactivation kinetics of the current. Under these condi-
tions, the current decayed with biexponential kinetics, and
both time constants were voltage-dependent. In contrast with
what we observed for the activation kinetics, both deactivation
time constants were strongly altered when ATPi was changed
(Fig. 4C). For example, at —203 mV, a potential at which the
fast anion current is completely deactivated with 9.8, 28.9, and
92.8 uMm ATP4i, the slow deactivation time constants were 7.20 =
1.24, 1.27 = 0.25, and 0.66 = 0.13 ms (n = 4, 3, and 7),
respectively. The relative ratio of the current corresponding to
the two time constants was voltage-dependent, with slow de-
activating current dominating at moderately hyperpolarized
potentials (more depolarized than —193 mV for 10 mwM
MgATP), and fast deactivating current dominating at moder-
ately hyperpolarized potentials (more hyperpolarized than
—193 mV for 10 mm MgATP). Thus, the biexponential kinetics
likely reflects the distribution of the channel between two
different closed states in a voltage-dependent manner.

To test directly the effect of intracellular free ATP on the rate
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FiG. 4. The deactivation kinetics is dependent on intracellular
MgATP concentration. Pipette and bath compositions are the same
as those described in Fig. 1A with the indicated internal MgATP con-
centrations. A, activation and deactivation kinetics were both voltage-
dependent, but only the deactivation was affected by intracellular ATP.
Activation kinetics (diamonds) and deactivation kinetics (circles and
squares) were fitted by biexponentials. For the activation, only the time
constant for the major component was plotted (diamonds). Each point
represents the mean = S.E. (n = 3-7). B, ATP dependence of the
activation kinetics. The white circles correspond to data samples before
and after a step from —213 to —93 mV, showing the time dependence of
current activation. Horizontal bar, 100 ms; vertical bar, 200 pA. Lines
correspond to biexponential fits, but only the prominent kinetic con-
stants (in ms) are indicated. C, ATP dependence of the deactivation
kinetics. The white circles correspond to data samples before and after
a step from —13 to —213 or —93 mV, showing the time dependence of
current deactivation. The membrane potential was clamped at —13 mV,
and 488-ms voltage pulses from —213 to —23 mV with a 10-mV incre-
ment were applied every 3 s. Horizontal bar, 20 ms; vertical bar, 1 nA.
Lines correspond to biexponential fits, and prominent kinetic constants
(in ms) are indicated.

of channel closure, we recorded single-channel events with
different MgATP concentrations. These outside-out signals
were previously shown to carry the fast anion whole-cell cur-
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FiG. 5. Intracellular MgATP alters the rate of channel closure.
A, example of single-channel recordings at —205 mV with 10, 3, and 1
mM intracellular MgATP. The pipette has the same composition as that
described in Fig. 2, except for the indicated MgATP concentrations.
Bath is the same as that described in Fig. 2. Horizontal bar, 10 ms;
vertical bar, 2 pA. B, the closing rate constant (1/open time) varies
linearly with ATPi. Same data acquisition as described in A. Each point
is the mean + S.E. (n = 3-4).
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rent (21, 23). Because the channel number in an outside-out
patch is in the range of 50-100, we studied the distribution of
single channel open times at —205 mV, a potential for which
channels are mostly closed, and opening events are distinct. At
this potential, the closed state that is reached by fast kinetics
strongly predominates, and the fitting of the single-channel
mean time histogram yields a single time constant (mean open
time). Under these conditions, the open times clearly became
longer when ATPi was decreased (Fig. 5A). At a given voltage,
the rate of channel closure can be measured directly as the
inverse of the mean open time. When the inverse of the mean
open time was plotted against ATPi, a linear relationship was
obtained (Fig. 5B).

Increasing the External Chloride Concentration Attenuates
the Effect of Nucleotides—To further investigate the mecha-
nism by which nucleotides alter the voltage dependence of
anion channels, we tested the effect of changing the concentra-
tion of extracellular permeant anions on the voltage depend-
ence of the fast anion current. The gradual substitution of the
CaCl, bath by a CaMES, bath led to a shift of the peak current
toward less negative potentials (Fig. 6A). Fitting the normal-
ized tail current amplitudes recorded under these conditions
with Boltzmann function shows that the Vi, was shifted from
—146.8 = 1.4 mV (n = 7) to —98.2 = 2.0 mV (n = 3) using a
pipette solution containing internal 10 mm MgATP (Fig. 6, B
and C). Similar effects were observed with 1 and 3 mm MgATP
(Fig. 6C). The dose-dependent effect of external chloride did not
show any saturation up to 100 mm, suggesting a low affinity
mechanism (Fig. 6C). To exclude the possibility that the in-
crease in the concentration of MES rather than the decrease in
external chloride concentration could be responsible for the
modifications of the channel gating, we performed a similar
experiment in which the MES concentration was maintained
constant and low (1 mMm), whereas the CaCl, concentration
varied (1.5-150 mm). Under these conditions, decreasing the
extracellular chloride concentration from 100 to 3 mm led to a
shift of Vi, from —144.0 = 2.2 to —112.7 = 10.2 mV (n = 4) (Fig.
6C). This shift is similar to the shift observed when MES was
substituted for chloride. These results show that external an-
ions are able to reduce the effect of intracellular nucleotides on
the gating of the fast anion channel. For example, a similar Vi,
was obtained with a pipette solution containing 10 mm ATP and
a bath containing 100 mum Cl or with a pipette solution contain-
ing 1 mm ATP and a bath containing 10 mm Cl. (Fig. 6C). In
parallel, we observed an apparent decrease of the gating charge
when the external chloride concentration was decreased (Fig.
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6B). For example, with 10 mm MgATP in the pipette solution, z,
decreased from —3.63 * 0.12 to —3.47 = 0.42, —2.55 = 0.19,
and —1.56 = 0.15 when the Cl concentration was reduced from
100 to 10, 1, and 0 mM, respectively, by substituting CaMES,,
for CaCl,. This effect was most obvious at low Cle concentra-
tions, when the chloride concentration was reduced from 10 mm
to nominally 0 mm. This result indicates that external anions
might also affect the gating charge of the fast anion current.

We then investigated the effect of external chloride on the
activation and deactivation kinetics. Depolarizing pulses al-
lowed the analysis of the Cle dependence of activation time
constants (Fig. 7A). The biexponential nature of the activation
kinetics suggests the existence of at least two distinct closed
states for the channel under these conditions (Fig. 7A), as
expected from our previous results. Only the time constant
corresponding to the major kinetic component is shown in Fig.
7C. The activation time constants were voltage-dependent (Fig.
7C). Decreasing Cle by replacing CaCl, with CaMES, in the
bath solution slowed down the activation kinetics of the fast
anion current (Fig. 7, A and C). For instance, at —93 mV, the
activation constants were 1.77 + 0.22, 18.75 + 1.90, 140.50 *=
16.80, and 322.25 = 19.58 ms (n = 7, 4, 4, and 4) for 101.5,
10.15, 1.015, and 0 mMm Cle, respectively (Fig. 7A). In contrast,
deactivation constants were poorly affected by changes in the
external chloride concentration (Fig. 7, B and C). Similar re-
sults were obtained when the Cle concentration was reduced by
decreasing CaCl, in the bath while maintaining a constant
concentration of 1 mm MES (data not shown). Thus, the faster
channel activation upon depolarization accounts largely for the
effect of Cle on the gating of the fast anion channel.

The results obtained in the whole-cell configuration suggest
that, at the single-channel level, the rate of opening of the
channel should increase with the external chloride activity,
whereas the rate of closure should not be strongly affected. We
could only measure the mean open time because of the high
channel density. At —205 mV, a potential for which open events
are distinct, when the external chloride concentration was de-
creased gradually from 101.5 to 60.9, 30.45, and 0 mwm, the
mean open times were 4.22 + 0.41, 3.568 = 0.67, 3.82 = 0.84,
and 3.42 = 0.52 ms (n = 6, 3, 2, and 3; Fig. 7D). Thus, as
expected from the whole-cell data, changing the Cle concentra-
tion did not significantly affect the mean open time.

Nitrate, a More Permeant Anion, Is More Efficient than Chlo-
ride in Attenuating the Effect of Nucleotides—To confirm that
the interaction between internal nucleotides and external an-
ions is related to their ability to permeate the channel pore, we
studied the effects of external nitrate that has a high perme-
ability ratio relative to chloride (23). When the CaCl, bath was
replaced by a Ca(NO,), bath, we observed a shift of the voltage
dependence toward more negative potentials. The half-activa-
tion potential shifted from —145.6 = 4.0 to —169.3 = 5.5 mV
(n = 5; Fig. 8A4), but the apparent gating charge did not change
after replacement of chloride (z, = —3.49 = 0.18) with nitrate
(zg = —3.36 = 0.16), indicating that nitrate is more efficient
than chloride in counteracting the effect of nucleotides. The
two-component deactivation kinetics was poorly affected by the
nature of the extracellular anion in the bath (Fig. 8B). How-
ever, at a given potential, the activation kinetics became faster
when extracellular chloride was replaced by the more per-
meant anion nitrate. For example, at —133 mV, the activation
time constant was 14.6 = 1.7 ms (n = 5) with the CaCl, bath
and 3.8 £ 0.2 ms (n = 5) with the Ca(NO;), bath (Fig. 8B).

External Nucleotides Induce a Rectification of the Inward
Anion Current—Because intracellular nucleotides modify the
voltage dependence of the inward current carried by the fast
anion channel, we tested whether extracellular perfusion of
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Fic. 6. Decreasing Cle shifts the half-activation potential of the rapid anion channel toward depolarized voltages. A, examples of
steady-state I-V plots obtained from the protocol described in Fig. 1A. Pipette has the same composition as described in Fig. 1A. The bath chloride
concentrations varied from 101.5 to 0 mM as indicated in the figure and were obtained by replacing CaCl, with CaMES,. B, representative examples
of normalized gating curves obtained using the tail protocol described in Fig. 3A and the conditions described in A. The parameters of the fits with
Boltzmann curves for the data presented were: z, = —3.3, —3.1, —2.9, and —2 and Vi, = —146, —126, —108, and —97 mV for 101.5, 10.15, 1,015,
and 0 mM extracellular chloride, respectively. C, half-activation potential (Vi,) as a function of Cle at 1, 3, and 10 mMm MgATP. The bath chloride
concentrations were modified either by replacing CaCl, with CaMES, (diamonds) or by decreasing the CaCl, concentration while maintaining a
1 mM concentration of MES (circles). Each point represents the mean = S.E. (n = 3-7). Vi, values were obtained by fitting with Boltzmann

equations.

nucleotides could also alter the gating of the outward current
generated by this channel. Indeed, when 1 mm MgATP was
perfused in the extracellular bath, the gating of the outward
rectifying current was strongly affected (Fig. 9). The steady-
state current was reduced at depolarized potential, suggesting
that external ATP could block the channel in a voltage-depend-
ent manner. Kinetic analysis showed that the block by ATP
occurred in a time-dependent manner upon membrane
depolarization.

DISCUSSION

In this study, we have conducted experiments to analyze the
mechanism by which intracellular nucleotides regulate the
voltage dependence of the fast anion channel of Arabidopsis
hypocotyl cells. Raising ATPi shifts the activation curve of the
fast anion current toward less negative potentials without af-
fecting the apparent gating charge. In addition, in the absence
of intracellular nucleotides, the channel becomes essentially
voltage insensitive. Taken together, these two initial results
provide evidence that nucleotides play a key role in the gating
mechanism of the channel. This nucleotide regulation is clearly
distinct from the voltage-independent regulation reported for
the guard cell anion channel GCAC1 (18).

Nucleotides Confer Voltage Dependence to the Channel
Through an Open Channel Voltage-dependent Block Mecha-
nism—Our finding that the gating charge increases with the
negative charge carried by a nucleotide molecule led us to
propose that nucleotides act as gating charges for the fast anion
channel by entering the channel pore in a voltage-dependent
manner. A similar mechanism of open channel voltage-depend-
ent block has been demonstrated for NMDA ionotropic recep-
tors (3, 4) and inward rectifying potassium channels (K, ; Ref.
5). However, these cation-selective channels are blocked by the
entry of soluble cations in the pore such as Mg?" in the case of
NMDA receptors or Mg?" and spermidine in the case of K;,
channels, whereas for the plant fast anion channel, the gating
is achieved by the entry of an anionic nucleotide in the pore.

The voltage-dependent open channel block mechanism pre-
dicts that channel closure, which requires recruitment of a
nucleotide molecule from the cytosol to the channel pore,
should be affected by ATPi, whereas channel opening should
not. In agreement with the proposed mechanism, we found that
the deactivation kinetics of the fast anion current, which re-
flects the rate of channel closure, is accelerated when the
concentration of intracellular nucleotides is increased, whereas
the activation kinetics remains unchanged. Under our experi-
mental conditions, biphasic deactivation kinetics could be ob-
served, suggesting that the blocking by nucleotides can lead to

two different closed states. One of them is reached by slower
kinetics and predominates at moderately hyperpolarized po-
tentials, whereas the other is reached by fast deactivation
kinetics and predominates at very hyperpolarized potentials.
Compared with the open channel voltage-dependent block of
NMDA receptor by Mg?" (3, 4), the mechanism of nucleotide
voltage-dependent block of the fast anion channel is more com-
plex. This is likely due to the fact that nucleotides are larger
and more complex blocking particles than Mg?* that can take
several different positions in the channel pore and possibly
even modify the conformation of the channel protein. Despite
this complexity, it is important to note that because both de-
activation constants are sensitive to ATP, both closed states
correspond to conformations of the channel blocked by ATP.
Our data showing that nucleotides can also induce a voltage-
dependent block when perfused in the extracellular solution
further support the hypothesis that nucleotides block the chan-
nel by entering the channel pore. The fact that nucleotides can
act from both sides suggests that the blocking mechanism
relies on the basic geometry of the pore.

In addition, we studied the effect of intracellular nucleotides
on the rate of channel closure at the single-channel level. In
agreement with a block of the channel by nucleotides, the rate
of channel closure follows the equation:

1Vt open = Kow’[ATP] + A (Eq. 1)

where K is the rate constant of free ATP entry into the
channel pore at the voltage studied (M s 1), and A reflects
the ATP-independent closure. A linear fitting of Fig. 5B al-
lowed us to determine a value of 7.3 X 10 m 's~! for K, at
—205 mV. This constant is much faster than what is expected
for simple diffusion in water and likely reflects the fact that the
membrane voltage accelerates nucleotide motion inside the
pore. Thus, the binding of ATP, leading to channel closure,
occurs within the transmembrane electric field. When the lin-
ear relationship is extrapolated to [ATP] = 0, the rate of closure
is low. On one hand, this indicates that the voltage-dependent
block by intracellular nucleotides largely accounts for the clo-
sure of the channel at hyperpolarized potentials. On the other
hand, this residual rate of channel closure extrapolated for 0
ATPi, together with the incomplete loss of voltage dependence
when the inside of the cell was perfused with an ATP-free
solution, suggests the existence of some ATP-independent volt-
age gating. Finally, it is important to note that this ATP-
independent gating would occur at a highly hyperpolarized
potential and would only account for a minor fraction of the
channel voltage dependence under physiological conditions.
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Fic. 7. Changes in Cle modify the activation kinetics but only
slightly affect the rate of channel closure. Pipette composition is
the same as that described in Fig. 1A with 10 mm MgATP. The bath
chloride concentrations varied from 101.5 to 0 mMm as indicated in the
figure and were obtained by replacing CaCl, with CaMES,. A, Cle
dependence of the activating currents (white circles) at —93 mV. Hori-
zontal bar, 100 ms; vertical bar, 200 pA. Lines correspond to biexpo-
nential fits, and the significant kinetic constants are indicated. B, Cle
dependence of the deactivating currents (white circles) at —203 and
—173 mV. Horizontal bar, 20 ms; vertical bar, 1 nA. Lines correspond to
biexponential fits, and significant kinetic constants are indicated. C,
activation and deactivation kinetics were both voltage-dependent, but
only the activation was affected by Cle. Activation kinetics (diamonds)
were fitted with monoexponentials at high Cle and with biexponentials
at low Cle. Only the kinetics of major weight (=60-70%) are repre-
sented. Deactivations kinetics (circles and squares) were fitted by biex-
ponentials. Each point represents the mean + S.E. (n = 3-7). D, Cle
does not significantly alter single-channel mean open times. The pipette
solution contained 140 mm Cs,SO,, 2 mm MgCl,, 4.2 mMm CaCl,, 5 mMm
EGTA, 10 mMm Hepes-Tris (pH 7.2), and 1 mm MgATP. Representative
single-channel traces with bath containing either 50 mm CaCl,, 0.5 mMm
LaCl,, and 10 mm MES-Tris (pH 6) (left panel, 101.5 mm Cle) or 50 mm
CaCOH,, 0.5 mMm LaCl,, and 10 mMm MES (adjusted to pH 6 with MES)
(right panel, 0 mm Cle) are shown.

Extracellular Permeant Anions Participate in Channel Gat-
ing by Counteracting the Effect of Nucleotides and Directly
Sensing the Voltage—In addition to the effect of intracellular
nucleotides, we also show that external permeant anions can
alter the gating of the fast anion channel. Similar results have
already been reported for the fast anion channel in V. faba
guard cells (15, 26, 27). In this case, extracellular malate was
shown to be especially efficient in modifying the gating (15, 16).
However, in our study, we consider for the first time the inter-
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Fic. 8. External nitrate shifts the gating of the rapid anion
channel toward more negative voltage. Pipette solution was the
same as that described in Fig. 1A and contained 10 mm ATPi. Chloride
bath contained 50 mm CaCl,, 0.5 mMm LaCl,, and 10 mm MES/Tris (pH
6), adjusted to 450 mosmol; nitrate bath contained 50 mm Ca(NO,),, 0.5
mM La(NO,);, and 10 mm MES-Tris (pH 6), adjusted to 450 mosmol. A,
representative examples of normalized gating curves obtained with the
tail protocol described in Fig. 3A and chloride bath (<) or nitrate bath
() on the same protoplast. The parameters of the presented fits with
Boltzmann curves were: z, = —3.7 and —3.7 and Vi, = —139 and —165
mV for chloride bath and nitrate bath, respectively. B, nitrate depend-
ence compared with the chloride dependence of the activation (dia-
monds) and deactivation (circles and squares) kinetics. Each point is the
mean = S.E. (n = 4-5).
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Fic. 9. Extracellular MgATP induces new deactivating kinet-
ics. Pipette is the same as that described in Fig. 1A. Bath is the same
as that described in Fig. 14, but with or without 1 mm MgATP. A,
current recordings obtained during pulses from —13 mV to positive
voltages as indicated. B, same pulse protocol on the same protoplast
obtained 1 min after the addition of 1 mm MgATP to the bath. The
dashed line is zero current.

action between extracellular permeant anions and an intracel-
lular blocking particle. Our data show that external anions are
able to reduce the effect of intracellular nucleotides on the fast
anion channel. This dose-dependent effect does not saturate at
external chloride concentrations as high as 100 mM, suggesting
a low affinity mechanism associated with ion permeation in the
channel. This is supported by the observation that replacing
chloride with a more permeant anion, nitrate, also reduces the
effect of intracellular nucleotides. Because the interaction be-
tween external permeant anions and internal nucleotides can
only take place inside the channel pore, this result provides
further argument in favor of our hypothesis that nucleotides
gate the fast anion channel by blocking the pore in a voltage-
dependent manner. Furthermore, kinetic analysis of the effect
of external chloride shows that increasing external chloride or
replacing chloride with nitrate, a more permeant anion, accel-
erates fast anion channel activation while only slightly modi-
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fying the rate of closure. According to our hypothesis, channel
activation reflects the expulsion of ATP from the channel pore.
This result shows that rather than competing with ATP for a
common or overlapping binding site within the pore, permeant
external anions are able to trigger channel relief from block by
kicking the nucleotide out from the pore. In this view, a more
permeant anion, such as nitrate, is more efficient in triggering
the expulsion of a nucleotide molecule from the channel pore.

The analysis of the effect of external permeant anions also
reveals a role for permeant anions in voltage sensing. Indeed, a
reduction of the external permeant anion concentration results
in a decrease of the gating charge of the current. Most of the
variation of the gating charge occurs when the chloride concen-
tration is raised from 0 to 10 mM, suggesting that this effect
involves a high affinity mechanism distinct from the nucleotide
expulsion described above. The effect of chloride on the gating
charge suggests that the charge carried by the permeating
anions contributes to the sensing of membrane voltage by the
fast anion channel. This is in agreement with the results ob-
tained by Dietrich and Hedrich (27) on the fast anion channel
from V. faba guard cells. It is also reminiscent of the gating of
the torpedo voltage-dependent chloride channel CLC-0. For
CLC-0, channel activation is strongly facilitated by external
chloride, and Pusch et al. (28) have suggested that voltage-
dependent gating is conferred by the permeating charge itself,
acting as the gating charge. Additional studies on the role of
Cl™ ions in the fast voltage-dependent gating of CLC-0 con-
firmed that CI- movement within the channel is the major
source of voltage dependence, whereas charge movement in-
trinsic to the channel protein contributes little to this process
(29).

Physiological Relevance of Nucleotide and Extracellular An-
ion Regulations—The various regulations of its gating likely
enable the fast anion channel to sense important cellular pa-
rameters such as the concentrations of internal nucleotides and
external anions. The regulation of the channel by intracellular
nucleotides could couple the metabolic status of the cell and its
membrane excitability (22). A similar role has been demon-
strated in the case of K-ATP channels from pancreatic B cells
(30). In this case, an increase in the metabolic energy charge
increases the inhibition of the channel by ATP (30). This allows
membrane depolarization that favors insulin secretion. In the
case of the fast anion channel, the regulation by ATP could
represent a means to generate a depolarization signal in re-
sponse to a decrease in the metabolic charge of the cell under
stress conditions, such as hypoxia, for example (31). The regu-
lation by extracellular permeant anions would then act as a
feed forward regulatory loop to amplify and maintain a depo-
larization sufficient to trigger downstream signaling events, as
already suggested for the fast anion channel in V. faba guard
cells (15, 16, 26).

In conclusion, our results showing that intracellular nucleo-
tides affect the voltage dependence of the fast anion channel
and that the gating charge correlates with the valence of the
nucleotide led us to propose that the voltage-dependent closure
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of the channel at hyperpolarized membrane potentials results
from voltage-dependent occlusion of the channel pore by intra-
cellular nucleotides. From our data, we also suggested that
permeant anions such as chloride or nitrate can chase the
nucleotide from the channel pore by a repulsion mechanism,
thus favoring channel relief from block. In addition, voltage
sensing by permeant anions going through the pore could also
contribute to the activation process. To our knowledge, this
study represents the first evidence that plant anion channels
can be gated by a voltage-dependent block mechanism and also
represents the first demonstration that nucleotides, at physio-
logical concentrations, can gate a channel through a simple
biophysical mechanism.
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Figure lI-2: Analyse en canal unitaire de I’effet du chlorure externe sur la régulation par le
voltage du canal rapide. (A) Solution de pipette: 140 mM Cs 2S04, 2 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 4,2 mM
CaCl2, 1 mM MgATP, 10 mM Hepes/Tris (pH 7,2). Bain avec Chlorure: 50 mM CaCl 2, 0,5 mM LaCls, 10
mM Mes/Tris (pH 6). Bain sans Chlorure: 50 mM CaOH 2, 0,5 mM LaOH 3, Mes (pH 6). Pour toutes les
solutions: 450 mOsm ajustés avec du mannitol. (B) Exemples d’enregistrement avec et sans chlorure
externe a -85 et -105 mV. (C) Intensité de courant unitaire avec et sans chlorure. La courbe correspond
a un enregistrement en configuration cellule entiére dans les mémes conditions (sans MgATP), ajustée
de fagon empirique. (D) Probabilité d’ouverture en fonction du voltage avec et sans chlorure dans le
bain. Les courbes Boltzmann ont respectivement des V1/2 de -108 et -66 mV et des zg de -2,5. (E)
Temps moyens (xSE) d’ouverture et de fermeture avec et sans chlorure externe.
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Figure 1I-3: Analyse en canal unitaire. Comportement
du canal rapide lors d’un saut hyperpolarisant de

potentiel.

(A) Protocole de voltage et conditions

ioniques. La membrane, clampée a -5 mV, subit des
pulses de voltage de 50 ms a -205 mV. Solution de
pipette: 140 mM Cs2S04, 2 mM MgCl2, 5 mM EGTA, 4,2
mM CaClz2, 1 mM MgATP, 10 mM Hepes/Tris (pH 7,2).
Bain: 50 mM CaClz2, 0,5 mM LaCls, 10 mM Mes/Tris (pH
6). Pour les 2 solutions: 450 mOsm ajustés avec du
mannitol. (B & G) Exemples d’enregistrements obtenus.
La fermeture peut étre extrémement rapide (B) ou plus
lente (C et D). Dans une majorité des cas (n=200),
I'enregistrement présente des événements de
réouverture (E a G). Dans notre hypothése, il s’agit de
bouchage (b) et de débouchage (d) du pore par les

nucléotides.
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Chapitre Il - Etude des canaux anioniques en patch-clamp

b- Une étude en canal unitaire confirme plusieurs points de notre hypothése et
apporte de nouveaux éléments

La densité de canaux sur la membrane représente une difficulté majeure a la
démonstration de notre hypothése, car il est impossible d’obtenir en configuration
excisée "outside-out" un nombre réduit de canaux. Nous évaluons a une cinquantaine
le nombre de canaux présent sur un patch excisé en condition de sulfate interne, qui est
la seule condition dans laquelle on peut imaginer une étude de canaux unitaires de
fagcon routiniere. La gamme de voltage aisément utilisable est alors limitée aux
potentiels les plus négatifs pour lesquels les canaux sont majoritairement fermés et les
évenements d'ouverture clairement séparés.

Pourtant, une fois, un morceau de membrane excisé a porté un unique canal sans
d'ailleurs que nous en sachions la raison (figure II-2 et II-3). La question se pose bien
str de la représentativité de ce canal par rapport a la population étudiée habituellement
en configuration cellule-entiere. Néanmoins, plusieurs caractéristiques telles la
conductance ou la probabilit¢ d'ouverture (et la sensibilit¢é aux anions externes)
correspondent a ce qui est décrit dans des patches plus classiques. Il m'a été possible
d'explorer des gammes de potentiels que je n’avais jamais atteint, et d’apercevoir au
niveau canal unitaire un début de rectification (autour de -50 mV). L'évaluation de la
probabilité d'ouverture dans les deux conditions de chlorure externe nous a permis
d’observer le déplacement du potentiel de demi-activation vers des potentiels moins
négatifs que nous avions observés en configuration cellule enti¢re (figure II-2D, cf.
article n°2). A des potentiels vraiment peu négatifs, cette probabilité d'ouverture tend
vers 1 ce qui était un point discuté depuis longtemps et qui explique de facon claire
que l'on ne puisse pas observer d'événement d'ouverture/fermeture au potentiels
positifs: les canaux sont toujours ouverts. De plus, j’ai pu mesurer les temps moyens
relatifs d'ouverture et de fermeture en fonction du voltage et des conditions anioniques
externes. Et nous avons vérifié¢ ainsi que la concentration en anion externe affectait
plutdt les temps de fermeture c’est a dire dans notre modele la probabilité d'expulsion
du nucléotide (figure II-2E).

Enfin une derni¢re information a été apportée par ce scellement qui est a8 mon
avis une des plus importantes d'un point de vue biophysique du canal, car elle explique
probablement I'observation d'une cinétique de déactivation a deux constantes. Lors
d'un protocole de pulse hyperpolarisant c'est a dire lorsque 1'on saute d'un voltage de -5
mV, pour lequel le canal est ouvert, a un voltage de -205mV, on observe la fermeture
au niveau unitaire du canal au bout de quelques millisecondes (figure II-3). Parfois
cette fermeture est si rapide qu'elle disparait dans le courant capacitif (événement B).
Ce qui m'a étonné alors est que dans une majorité des cas (52% des événements de E a
G) j'ai observé des événements de réouverture du canal avant la fin du pulse a -
205mV. Ce qui est difficilement explicable car a ce potentiel et a I'équilibre, la
probabilité d'ouverture du canal est nulle. La durée moyenne de ces événements est a
priori comparable a celle nécessaire a la fermeture apres le saut a -205mV. 1l faut donc
admettre que le canal "se souvient" du saut de potentiel pendant quelque temps. En
configuration cellule-entiére, la déactivation a un tel voltage est complexe et ajustable
par une double exponentielle dont, a la lumieére du comportement d'un canal seul, on
peut imaginer que la plus rapide provient de la fermeture réelle des canaux et que la
plus lente est due a leur réouverture occasionnelle méme a des potentiels trés négatifs.
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D’un point de vue modele le canal est dans un état fermé instable (F1), avant de passer
dans un état fermé stable (F2):
O& F1 & F2
Il est intuitif de penser qu'une déactivation a deux constantes correspond a un
canal a deux états ouverts; dans notre cas cette double constante traduit deux états
fermés.

c- La fermeture du canal par le voltage est complexe...

Dans I’hypothése la plus simple, le canal a cinétiques rapides oscille entre un
¢tat ouvert, perméant, et un état "bouché", c’est a dire avec le pore obstrué par une
molécule de nucléotide (voir modele dans I’annexe C).

En fait, le canal présente une fermeture dépendante du voltage plus complexe
dont I’obstruction par un nucléotide est un élément majeur, mais qui fait intervenir
d’autres éléments de régulation. Nous avons, a la fin de DParticle n°2, présenté les
résultats expérimentaux correspondant a des biais par rapport a notre hypothése. Parmi
ceux ci, les principaux sont les cinétiques d’activation et de déactivation
biexponentielles et la diminution de la charge apparente de la fermeture par le voltage
avec la diminution des concentrations en chlorures externes. Certains aspects, comme
les cinétiques bi-exponentielles, commencent a étre mieux appréhendés mais il
n’existe a ’heure actuelle aucun modele pour la régulation du canal par le voltage qui
integre et explique tous les résultats expérimentaux.

Enfin, un point important que nous avons peu développé dans l'article n°2, est la
possible perméation des nucléotides dans le pore du canal anionique rapide. Nous
avons vu qu'ils avaient de l'affinité pour le pore que ce soit de la face interne (article
n°2) ou de la face externe (article n°2, figure 9). Néanmoins malgré diverses
expériences consistant en particulier a utiliser des nucléotides modifiés, par exemple
présentant une petite "téte", nous n'avons pas été capable d'aller plus loin dans cette
voie. Si les nucléotides sont capables de passer dans le pore, il s'agit d'événements
particuliérement rares.
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B- Le canal anionique a cinétiques lentes de la membrane
plasmique des cellules épidermiques de 1'hypocotyle
d'Arabidopsis thaliana

En condition de nitrate interne et de chlore externe, aprés le run-down du canal
anionique a cinétiques rapides (voir plus haut), le potentiel de réversion du courant est
extrémement positif, souvent supérieur & 70 mV. Les seules conductances capables
d'expliquer de tels potentiels d'inversion sont les activités de canaux calciques et celles
de canaux anioniques dont la sélectivité est trés en faveur du nitrate. L'article suivant
relate la caractérisation du canal nitrate a cinétiques lentes des cellules de 1'hypocotyle
de l'arabette des dames. Il est extrémement comparable au canal décrit par 1'équipe de
Julian Schroeder dans les cellules de garde de Vicia faba (Schroeder et al., 1992) puis
plus tard dans celles d'drabidopsis thaliana (Pei et al., 1997).

1- Premiéres caractérisations d'un canal anionique a cinétiques lentes des
cellules épidermiques

Article n°3: "Characterization of a nitrate-permeable channel able to mediate
sustained anion efflux in hypocotyl cells from Arabidopsis thaliana”
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Summary

We have characterized a new anionic current in Arabidopsis hypocotyl cells. This current, activated by
membrane depolarization, has slow activation and deactivation kinetics in the 10sec range. It presents
many distinct properties from the rapid-type anion current already described on the same membrane.
The slow-type channel is highly permeable to nitrate with a Pyg,/Pc~ close to 20, but totally
impermeable to sulphate. Activation of the channel requires cytosolic ATP and the slow current is
partially inhibited by staurosporin, suggesting that channel regulation involves protein phosphorylation.
The slow anion channel displays a unique pharmacological profile different from that of the rapid
channel: the slow channel is inhibited by DIDS (4,4’-diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonic acid) with an
IC5o of 26 um. The slow and rapid anion channels are probably dedicated to specific functions: the first is
able to mediate sustained anion efflux, while the second is a good candidate to be involved in fast

electrical signalling.

Introduction

Plant anion channels are involved in important cellular
functions, including nutrient transport, signal transduction
and cell turgor regulation (Barbier-Brygoo etal., 1999;
Barbier-Brygoo etal., 2000; Tyerman, 1992; Ward etal.,
1995). The physiological role of anion channels has been
particularly well studied in stomata where their activation
is one of the limiting steps in the loss of guard cell turgor
leading to stomatal closure (Ward etal., 1995), and in algal
cells where they contribute to membrane excitability
through the generation of action potentials (Barbier-
Brygoo etal., 2000; Hope and Findlay, 1964; Kourie,
1994). With the exception of these two examples, the
detailed characterization of anion channels is still far from
complete in differentiated plant cells. In guard cells, at
least two different types of anion channels are present at
the plasma membrane (Keller etal., 1989; Schroeder and
Hagiwara, 1989; Schroeder and Keller, 1992): the slow
anion channel (S-type) and the rapid anion channel (R-
type). A combination of pharmacological and genetic
approaches has provided strong evidence that S-type
anion channels catalyse the sustained anion efflux leading
to stomatal closure in response to abscisic acid (ABA) (Pei
etal., 1997; Schroeder etal., 1993; Schwartz etal., 1995).

© 2000 Blackwell Science Ltd

Recently, we have characterized a voltage-dependent
anion channel (Thomine etal., 1995) at the plasma mem-
brane of the hypocotyl epidermal cells of Arabidopsis
thaliana. This channel, tightly controlled by the trans-
membrane voltage, is deactivated at resting membrane
potentials and activated by depolarization and shows rapid
kinetics in the millisecond range, similar to those of the
R-type guard cell anion channel. The voltage regulation of
this channel is controlled by cytoplasmic nucleotides and
does not require nucleotide hydrolysis (Thomine etal.,
1997a). This rapid channel is selective for nitrate and
sulphate relative to chloride, and sulphate has been shown
to exert a regulatory effect on the channel by preventing the
run-down of the anion current (Frachisse etal., 1999).

To explore a possible role of anion channels in the
regulation of hypocotyl development, Thomine etal.
(1997b) tested a variety of anion channel blockers on
hypocotyl elongation. Some of the blockers were able to
counteract the inhibitory effects of auxins on hypocotyl
elongation, providing some evidence for the involvement
of anion channels in auxin-regulated elongation pro-
cesses. The pharmacological profiles of the rapid-type
voltage-dependent anion channel from hypocotyl cells
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(Thomine etal., 1997a) and of the auxin-regulated hypo-
cotyl elongation do not match, making participation of this
channel in this response unlikely (Thomine etal., 1997b).
A blue-light-stimulated anion channel has also been
described in Arabidopsis hypocotyl cells (Cho and
Spalding, 1996), but its high sensitivity to the anion
channel inhibitor nitrophenyl-propylamino-benzoic-acid
(NPPB) together with the fact that NPPB was unable to
counteract auxin inhibition of hypocotyl growth argue
against its involvement in hypocotyl elongation.
Therefore, these data suggest that other types of anion
channels are involved in the auxin-regulated hypocotyl
elongation, and call for a more extensive description of the
diversity of anion channels in hypocotyl cells.

Here we describe a new type of anion channel co-
residing with the rapid voltage-dependent anion channel
formerly described at the plasma membrane of hypocotyl
epidermal cells (Frachisse et al., 1999). In terms of kinetics,
this new channel resembles the guard cell slow anion
channel. Channel properties such as voltage dependence,
selectivity, nucleotide regulation and pharmacology were
investigated in order to compare this new channel with the
rapid-type channel and to obtain indications as to the
possible functions of this slow-type channel in hypocotyl
cells.

Results

A channel with slow kinetics co-resides with the rapid
anion channel at the plasma membrane of Arabidopsis
hypocotyl cells

While we were investigating the ionic selectivity of the fast
anion channel in Arabidopsis hypocotyl cells (Frachisse
etal., 1999), we noticed that a significant anionic current
component remained after run-down of the R-type current
when nitrate was present in the pipette. To characterize
this new anionic current, we performed additionnal
experiments using 50mm NO3 as the cytosolic anion.
After entering the whole-cell configuration, we imposed a
transmembrane potential consisting of a fast ramp and a
combination of two long pulses to monitor both the rapid
current and the new current which appeared to follow slow
kinetics. The ionic current (Figure 1) across the plasma
membrane 10 min after the establishment of the whole-cell
configuration is composed of a rapidly activating anion
current (‘Rapid’) with a strong voltage dependence
observed during the ramp, followed by a steady outward
current during holding at 71mV, and then a slow
deactivating inward current (‘Slow’) is recorded when
stepping the voltage to —189 mV. Super-imposition of the
currents recorded successively at 10, 13 and 18 min shows
the run-down of the rapid anion current while the slow
current remains unchanged (Figure 1).

+71 mV
-189 mV
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Figure 1. Evolution over time of rapid and slow anion currents of the
plasma membrane of Arabidopsis thaliana hypocotyl cells, after entering
the whole-cell configuration.

A protocol composed of a 5sec ramp from -189 to 71mV followed by
two step pulses of 36sec at 71mV and 40sec at -189mV is applied every
90sec. The ionic current across the plasma membrane 10min (trace 1)
after the establishment of the whole-cell configuration is composed of a
rapidly activating anion current (‘Rapid’) with a strong voltage-
dependence observed during the ramp, followed by a stationary outward
current during holding at 71mV, and then a slow deactivating inward
current (‘Slow’) is registered when stepping the voltage to -189mV.
Super-imposition of the currents recorded successively at 10min
(trace 1), 13min (trace 2) and 18 min (trace 3) shows the run-down of the
rapid anion current while the slow current stayed unchanged. The
bottom part shows, on an expanded time scale, the rapid current
recorded during the ramp. The pipette solution contains 50mm KNO3,
2mm MgCl,, 4.2mm CaCl,, 5mm EGTA, 5mm MgATP, 5mm LiGTP,
10mm HEPES/Tris pH7.2, while the bath includes 50 mm CaCl,, 5mm
MgCly, 0.5mm LaClz, 10 mm MES/Tris, pHb5.6.

The voltage-dependent activation of the slow deactivat-
ing current was investigated in detail. To exclude any
contamination of the slow current by the rapid current, we
imposed the pulse protocol shown in Figure2 after
complete run-down of the fast anion current. The mem-
brane potential was held for 20 sec at a potential ranging
from -109 to +71mV and then stepped back for 30sec at
-189mV. Depolarizing steps (FigureZ2a) elicit an inward
anion current with higher intensities for negative poten-
tials and nearly zero current observed at +71mV. The
hyperpolarizing step induces a slow deactivating inward
anion current, the instantaneous amplitude of which
increases with the magnitude of the depolarizing pre-

© Blackwell Science Ltd, The Plant Journal, (2000), 21, 361-371
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Figure 2. Slow activation of the current in response to depolarizing
voltage steps.

The pulse protocol is composed of a 20sec depolarizing voltage step
ranging from -109 to +71mV, followed by a 30sec hyperpolarization to
-189mV.

(a) Outward currents of increasing intensities are elicited by increasingly
depolarized voltage steps. Repolarization of the membrane to -189 mV
results in large slow relaxation currents whose instantaneous amplitude
increases with the amplitude of the depolarizing pre-pulse.

(b) Plot of the tail current (open circles) and of the current at the end of
the -189 mV voltage pulse (closed circles) against the pre-pulse potential.
Note that more positive activation pulses result in larger instantaneous
negative current, while at the end of relaxation the current amplitude is
independent of the voltage pulse. Pipette and bath compositions are the
same as in Figure 1.

pulse. The instantaneous amplitude at the beginning of the
hyperpolarizing step (tail current amplitude) reflects the
activation status of the slow current at the end of the
preceding depolarizing step. The plot of tail current
amplitudes against the pre-pulse potentials (Figure2b,
open circles) shows the voltage-dependent activation of
the slow channel by depolarization. At the end of the

© Blackwell Science Ltd, The Plant Journal, (2000), 21, 361-371

-189mV voltage pulse (Figure 2b, filled circles), the slow
current is completely deactivated.

The activation kinetics of the slow current were inves-
tigated by performing the pulse protocol shown in
Figure3. This protocol allowed monitoring of the time
dependence of the activation during the depolarizing step
by progressively increasing (by increments of 5.6 sec) the
duration of this step before stepping back to hyperpolar-
ized potentials. Here again, the amplitude of the tail
current magnifies the activation status of the slow current
at the end of the preceding depolarizing step. Figure3
shows, on the same protoplast, the slow deactivating
current induced in these conditions for three different
membrane potentials. The more depolarized potentials led
to a higher activation of the slow channel, illustrated by a
higher amplitude of the tail current at +71mV than at
-89 mV. The magnitude of the tail current, as a function of
the duration of the activation pre-pulse, reflects the time-
dependent activation of the slow anion current upon
depolarization. This activation kinetics could be fitted by
a mono-exponential equation giving time constants for
activation (in sec) of 12 +1(n=3),23+ 11 (n=4) and 18 £ 6
(n=3) for the activation potentials at +71, -9 and -89 mV,
respectively. These activation time constants in the 10sec
range are close to those described by Schroeder and Keller
(1992) for guard cells of Vicia faba.

To study the current-voltage relationship of the slow
current, we performed a pulse protocol in which the
membrane potential was clamped at +71mV during 36 sec
for channel activation and then stepped back to potentials
varying from -189 to +91 mV by increments of 70mV. The
deactivation kinetics of the slow current at different
membrane potentials (Figure4a) were fitted by a mono-
exponential equation, giving (in sec) values of 5.9+ 1.5
(n=34), 7.2+2.1 (n=33), 7.3+3.2 (n=34) and 5.2+1.3
(n=4) for membrane potentials of -189, -119, -49 and
+21mV, respectively, showing no significant voltage
dependence of these time constants. The instantaneous
and steady-state currents were plotted as a function of the
imposed membrane potential (Figure4b). The average
maximal amplitude of the steady-state slow current was
12.1 = 1.2 pA/pF (n=70).

The slow current is carried by anions

To determine the ion selectivity of the slow current, we
studied the current-voltage (V) relationship of the steady-
state slow current for different nitrate concentrations in the
bath, after the complete run-down of the rapid anion
channel. In all experiments, the anion loaded into the
cytosol of hypocotyl protoplasts was NO3 at a concentra-
tion of 50 mm. While decreasing the external NO3 concen-
tration from 111.5mm to 12.5mM and to 2.6 mm while
keeping Ca?* and Mg?* constant (Figure5a), the mean






364 Jean-Marie Frachisse et al.

+71/-9/-89 mV

JLL
T

oo
]
|
/ 20s

| -189 mV

Current density (pA/pF)
1A
o

-104

Figure 3. Activation kinetics of the slow current.

The membrane potential is stepped from a holding potential of -189 mV
to a depolarized membrane voltage of +71mV for seven progressively
increased durations (2.8-36.5sec); for a second and a third set of
measurements the depolarizing voltage is -9 and -89 mV, successively.
The instantaneous tail current is dependent on the number of activated
slow anion channels, therefore the activation is higher for the highest
depolarizing potential and the activation kinetics fit a mono-exponential
function. Pipette and bath compositions are the same as in Figure 1.

reversal potential shifted from -14.2 + 4.6 to 41.0 + 7.8 and
76.3 = 18.0mV, respectively (n=3). The measured reversal
potential corresponded to the theorical Nernst potential
Eno, (Figure ba, inset) indicating that the slow anion current
is carried by nitrate. To exclude any contribution of a
calcium component to the inward current due to the 50 mm
CaCl, in the bath, we switched the bath solution from 50 mm
Ca%* to 95mm TEA* plus 5mm La**, a large-spectrum
calcium-channel blocker. Figure 5(b) shows that the FV
steady-state curve obtained in the standard CaCl, bath
medium does not significantly differ from the -V curve
recorded 5min after perfusion with the TEACI bath.
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Figure 4. Steady-state and instantaneous current-voltage relationships of
the slow channel current.

The membrane potential was polarized from +71mV to potentials
ranging from -189 to +91mV. (a) During the holding potential of +71mV
the channels activate, and the subsequent polarization step results in
large tail currents for the more hyperpolarized potentials followed by a
slow relaxation traducing channel deactivation. (b) Current-voltage
relationship of the slow channel current. The plot of the current
amplitude at the end of the voltage pulse (®) against the transmembrane
potential shows the voltage dependence of the slow anion channel in
steady-state conditions, while plotting the tail current amplitudes (M)
against the transmembrane voltage shows the current driven by the
electrochemical gradient allowed to flow through the open channel.
Pipette and bath compositions are the same as in Figure 1.

Reversal potentials measured on the same protoplasts
were 77.8+4.4 (n=3) and 83.7x7.6mV (n=3) for the
calcium chloride and the TEA chloride baths, respectively.
Figure5(c) shows the shift of the reversal potential from
80.0+6.6 (n=3) to -14.9*=1.5mV (n=3) when external
chloride was replaced by nitrate. The shift of the reversal
potential by external NO3 and its value close to the

© Blackwell Science Ltd, The Plant Journal, (2000), 21, 361-371
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Figure5. Nitrate and sulphate permeability of the slow anion channel.

(a) Dependence of the slow anion current on the external nitrate concentration. The pipette solution with 50 mm KNO;3 is same as in Figure 1. Bath
solutions containing 50 mm Ca2*, 5mm Mg?* and 111.5 or 12.5 or 2.6 mm NOj3 and kept at pH 5.6 with MES are applied successively to the same protoplast.
The inset shows the mean reversal potential (= SE) of the current as a function of external NO3 concentration (n=3), and the dotted line represents the
theorical Nernst potential Eno,.

(b) Calcium does not permeate through the slow anion channel, as when exchanging the standard bath (#: 50 mm CaCl,, 5mm MgCl,) for a free calcium
bath (©: 95mm TEACI, 5mm LaCls), reversal potential and current amplitude were unchanged. Pipette solution is the same as in Figure 1.

(c) The current-voltage relationship with 50mm KNOj in the cytosol and 50mm CaCl, and 5mm MgCl, in the bath (®) is compared with the current-
voltage relationship obtained on the same protoplast after exchanging the bath with 50 mm Ca(NO3), and 5mm MgCl, (&). The shift in reversal potential
from 80 =7 to -15+2mV (n=3) demonstrates a high nitrate selectivity relative to chloride; the large outward nitrate current obtained with the nitrate bath
shows the large nitrate permeability of the channel. Pipette solution is the same as in Figure 1.

(d) Sulphate does not permeate through the slow anion channel. Using a similar voltage protocol as in Figure 1, only the rapid anion current is elicited by
the voltage ramp with 25 mm K,SO, instead of 50 mMm KNOs in the pipette (other ions same composition as Figure 1), while the slow deactivating inward
current is not observed when stepping the voltage from +71 to -189mV. The two current traces super-imposed in the figure were been recorded 32
(trace 1) and 40 min (trace 2) after establishing the whole-cell configuration.

calculated Eno, of -18mV, correlate with a high perme-
ability for nitrate. We calculated the relative selectivity of
the anion channel from the reversal potential measured
with 50 mm NO3 in the cytosol and 110 mm CI” in the bath
using an equation derived from the Goldman-Hodgkin-
Katz current equation (see Eqn1 in Experimental proce-
dures). The permeability ratio obtained, Pyo,/
Pc=23.2+1.3 (n=69), indicates a large selectivity for
nitrate relative to chloride. We recently showed that
sulphate permeates through the rapid anion channel
(Frachisse etal., 1999). To test whether sulphate also
permeates through the slow channel, the protoplasts were
loaded with 25 mm potassium sulphate. In these conditions,
for which rapid anion channel does not undergo run-down
(Frachisse et al., 1999), we performed the same ramp-pulse
protocol as in Figure 1, designed to monitor both rapid and
slow currents. Figure5(d) shows, 32 and 40min after
establishing the whole-cell configuration, that the ramp
elicits a rapid voltage-dependent current, indicating that
sulphate permates the rapid channel, while stepping the
membrane potential from 71 to -189 mV does not elicit the
slow relaxation typical for the slow current (compare the
10 min trace in Figure 1 with the 32 min trace in Figure 5d).
This result indicates that, in contrast to the fast anion
channel, the slow anion channel is not permeable to
sulphate.

© Blackwell Science Ltd, The Plant Journal, (2000), 21, 361-371

Nucleotide dependence of the slow anion channel

Different modes of regulation of anion channels by nucleo-
tides have been proposed: a putative nucleotide binding
site for the rapid-type anion channels of Arabidopsis
hypocotyl epidermal cells (Thomine etal., 1997a) and
Vicia faba guard cells (Schulz-Lessdorf etal., 1996), or
protein phosphorylation/dephosphorylation for the slow-
type channel of Vicia faba and Arabidopsis guard cells (Pei
etal., 1997; Schmidt et al., 1995). To gain further insight into
the regulation of the slow anion channel from hypocotyl
cells, different nucleotides have been loaded in the cytosol.
To determine whether nucleotides are required to observe
the slow anion current, ATP and GTP were omitted from the
pipette solution. In such conditions, the instantaneous and
steady-state slow currents are almost completely abolished
within 10-20 min after establishing the whole-cell con-
figuration (Figure6a). This shows that nucleotides are
necessary to maintain the slow anion current.

Figure 6(b) shows the whole-cell current density measured
either at the tail at -189 mV (dashed bars) or at the steady-
state maximum current (filled bars). Instantaneous currents
at -189mV or steady-state maximum currents follow the
same dependence with regard to intracellular nucleotides.
In the absence of intracellular nucleotides, the slow
anion current is abolished. When the non-hydrolysable
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Figure 6. Nucleotide regulation of the slow anion current involves protein phosphorylation.

(a) Current-voltage curves obtained after 20 min of perfusion of the cytosol with standard medium containing 5 mm MgATP +5mm LiGTP (closed symbols)
or no nucleotide (open symbols) are shown for the instantaneous (squares) and steady-state currents (diamonds).

(b) Mean whole-cell current densities (= SE) measured at the beginning of the pulse at -189mV for the instantaneous current (dashed bar) or at the
maximum of the steady-state current (grey bar) as a function of the intracellular nucleotides: (from left to right) 5mm MgATP+5mm LiGTP, 0mm
nucleotide, 5mm LIAMP-PNP. Numbers in brackets refer to the number of protoplasts.

(c) Effect of the membrane-permeable kinase inhibitor staurosporin on the slow anion current with pipette containing 5mm MgATP. Time course of the
instantaneous slow inward current at -189 mV measured every 90sec. DMSO 0.5% was perfused in the bath from 20 to 73 min, and the kinase inhibitor
staurosporin 10uM was applied in the bath from 35 to 47 min. DMSO and staurosporin induced reversible inhibition of the current. The inset represents
the residual instantaneous current (as a percentage of the control) measured at different points of the experiment. Pipette and bath compositions are the
same as in Figure 1; numbers in brackets represent the number of protoplasts tested.

5-adenylylimidodiphosphate (AMP-PNP) (5 mm) was loaded
in the pipette, a significant fraction of the slow anion current
was present. This may be indicative of acomplex regulation
of this current by nucleotides, involving some mechanisms
that require hydrolysis and others that do not.

To determine whether the requirement for hydrolysable
ATP for activation of the slow anion channel is linked to
protein phosphorylation, the effect of the membrane-
permeable kinase inhibitor staurosporin on the slow anion
current was tested. Hypocotyl protoplasts were perfused
with a pipette solution containing 5mm MgATP. As shown
in Figure6(c), the staurosporin solvent, 0.5% dimethyl
sulphoxide (DMSO), itself induces a partial decrease of the
current to 76.3 = 9.3% (n=7) of the control. After getting a
steady-state current in the presence of DMSO, 10um
staurosporin added to the bath induces a further decrease
of the current to 46.8 + 10.8% (n=7), corresponding to 39%
of inhibition of the DMSO control. Removing staurosporin
from the bath restores the current after a 15-30 min lag.
The DMSO effect was also reversible since withdrawing
this solvent restored the initial current. To confirm this
result, the protein kinase inhibitor K252a was also tested at
a concentration of 10 uM. An inhibitory effect similar to that
induced by staurosporin was observed (44.6% of inhibition
of the DMSO control, n=4, data not shown).

Inhibition of the slow anion current by anion channel
blockers

To be able to link the function of the slow anion channel
identified at the plasma membrane of Arabidopsis hypo-

cotyl cells with more integrated physiological responses,
we analysed the pharmacological properties of this current.
The effects of six anion channel inhibitors - NPPB
(nitrophenyl-propylamino-benzoic-acid), 9-AC (anthra-
cene-9-carboxylic acid), DIDS (4,4-diisothiocyanatostil-
bene-2,2"-disulphonic  acid), SITS  (4-acetamido-4-
isothiocyanostilbene-2,2’-disulphonic acid), 1AA-94 (inda-
nyl-oxyacetic acid (6,7-dichloro-2-cyclopentyl-2,3-dihydro-
2-methyl-1-oxo-1H-indan-5-yl oxy)) and niflumic acid were
tested in the whole-cell configuration. After complete run-
down of the rapid current, a pulse protocol consisting of
25sec at +71mV followed by 30 sec at -189 mV was applied
each 60 sec. When getting a stable slow deactivating anion
current, a pulse protocol similar to that described in
Figure 4(a) was applied to record the -V relationship in
control conditions. Then the inhibitor to be tested was
added to the perfusion bath at a concentration of 100 um
while performing the +71/~189 mV pulse protocol in order
to follow the evolution of the current. A second /-V curve
was recorded when a stable inhibition of the current was
observed after 3-5 min of presence of the inhibitor in the
bath solution. Figure7(a) shows -V curves for instanta-
neous and steady-state currents in control conditions and in
the presence of DIDS. The extent of inhibition was similar
for the tail current and the steady-state maximum current,
but varied from one inhibitor to the another (Figure 7b).
DIDS was the most potent inhibitor; SITS, niflumic acid and
NPPB showed moderate inhibitiory effects; and IAA-94 and
9AC were totally inactive. Washing out the different
inhibitors resulted in recovery of the slow current, except
with DIDS for which the inhibition was irreversible even
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after a long washing time of up to 30 min. Figure 7(c) shows
the concentration-dependent inhibition of the slow channel
by DIDS. From this curve, a DIDS concentration for half
inhibition (ICso) of 26 um was deduced.
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Discussion

Characteristics of the slow anion channel current of
hypocotyl cells

In addition to the previously identified rapid voltage-
dependent anion channel at the hypocotyl epidermal cells
(Frachisse etal., 1999; Thomine etal., 1995; Thomine et al.,
1997a), we have characterized in the present work a
second type of channel with slow activation and deactiva-
tion kinetics and time constants in the 10sec range. This
channel is activated by voltages positive to -100 mV and
deactivated at more negative potentials, and it displays
little or no inactivation. In terms of activation-deactivation
kinetics and voltage-dependence, the slow anion channel
of hypocotyl cells is very close to the S-type anion
conductance from Vicia faba guard cells (Schroeder and
Keller, 1992) and shows similarities with the Gs anion
conductance described by Dieudonné etal. (1997) in
Coeffea arabica protoplasts. The hypocotyl slow anion
channel also resembles the slow anion channel in
Arabidopsis guard cells (Pei etal., 1997), although the
absence of detailed analysis of kinetic parameters for this
channel does not allow a close comparison.

We found a high selectivity of the channel for nitrate
relative to chloride (Pyo,/Pci-=23.2). High-intensity out-
ward anion current was recorded when external chloride
was substituted by nitrate, indicating a good permeation
of this anion through the channel. In terms of nitrate
selectivity, the hypocotyl slow channel is very similar to
the S-type channel of Vicia faba guard cells which shows a
Pno, /Pci~ of 20.9 (Schmidt and Schroeder, 1994). Unlike
nitrate, sulphate does not permeates through the hypoco-
tyl slow channel since no slow deactivating current can be
observed when the cytosol is loaded with sulphate. In a
recent study (Frachisse etal., 1999), we have shown by
capillary ion electrophoresis analysis that aerial parts of
Arabidopsis plantlets, in our culture conditions, exhibit a
high endogenous level of nitrate of about 70mm and
contain 20 mm sulphate. Taking into account the negative

Figure7. Inhibition of whole-cell slow anion currents by anion channel
blockers.

(a) Current-voltage curves before (closed symbols) and after (open
symbols) addition of the most potent inhibitor DIDS (100 um) in the bath.
I-V curves for instantaneous (squares) and steady-state (diamonds)
currents are derived from the same pulse protocol as for Figure 4.

(b) Mean percentage (= SE) of residual current measured at the steady-
state maximum current (grey bar) and at the tail (instantaneous current
at -189mV, white bar) after inhibition by 100um of IAA-94, NPPB,
niflumic acid, 9-AC, DIDS and SITS. Numbers in brackets refer to the
number of protoplasts tested.

(c) Concentration-dependent inhibition of the slow anion current by
DIDS. Steady-state; each point results from 3-5 independent
measurements. Pipette and bath compositions are the same as in
Figure 1.
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membrane potential of hypocotyl cells of -150mV (A.
Kurkdjian, personnal communication), the channel perme-
ability and endogenous anion concentrations, the opening
of the slow channel should lead to a sustained nitrate
efflux.

The activity of the slow anion channel is nucleotide-
dependent since removing ATP and GTP from the cytosol
completely abolished the anion current, while the non-
hydrolysable ATP analogue AMP-PNP maintains only a
small proportion of the current. Staurosporin, a mem-
brane-permeable non-specific protein kinase inhibitor
which is known to block protein phosphorylation effi-
ciently (Ruegg and Burgess, 1989) was able to inhibit
about 40% of the slow current. These results indicate that
ATP acts at least partly through phosphorylation pro-
cesses. Hence, the nucleotide regulation shares similarities
with S-type anion channel of Vicia faba guard cells:
phosphorylation activates the current. However, the nu-
cleotide regulation also involves mechanisms that do not
require nucleotide hydrolysis. These additional regulatory
elements could be ATP allosteric interactions as reported
for the CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) CI”
channels (Foskett, 1998; Hwang et al., 1994), in agreement
with the fact that ATP binding cassette modulators affect a
guard cell slow anion channel (Leonhardt etal, 1999).
Further investigations will be necessary in order to obtain
a detailed description of the regulation pathways involving
nucleotides and controlling the activity of the hypocotyl
slow anion channel.

It is of interest that in Arabidopsis hypocotyl cells the
slow anion channel is regulated in a different manner than
its homologue in guard cells. The presence of intracellular
MgATP which activates the channel of hypocotyl cells
does not produce slow anion channel current in guard
cells (Pei etal., 1997), as channel activation requires
addition of the stress hormone ABA. This difference in
nucleotide sensitivity probably indicates a differential
regulation of related channels between two different
organs of the same Arabidopsis plant. This idea is
reinforced by the observation that in our patch-clamp
conditions on hypocotyl cells, i.e. in the presence of
intracellular nucleotides, we did not find any effect of
ABA on the slow channel activity. In particular, unlike Vicia
faba guard cells (Schwartz and Schroeder, 1998), ABA
treatments did not maintain the activity of the slow
channel in ATP-depleted Arabidopsis hypocotyl cells
(Colcombet etal., unpublished results).

The pharmacological profile of the Arabidopsis hypoco-
tyl slow channel differs from that of the S-type channel of
broad bean guard cells. In Vicia faba, strong inhibition by
NPPB, niflumic acid and IAA-94 (IC5o=5-10 uM), moderate
inhibition by 9-AC (IC5o=55um), and almost no inhibition
by DIDS were observed (Schroeder etal., 1993; Schwartz
etal., 1995), while in Arabidopsis hypocotyl cells the most

efficient blocker is DIDS (80% inhibition at 100 um), with
SITS, niflumic acid and NPPB being less active (60%
inhibition for 100um), and 9-AC totally inefficient. This
shows that two channels with similar kinetics, voltage-
dependence and selectivity can have very different blocker
sensitivities, probably reflecting differences in the struc-
ture/affinities of the blocker binding sites within the
channel pore. Among the blockers tested, stilbene deriva-
tives seem to be the more efficient on the hypocotyl
channel. The irreversibility of the inhibitory effect of DIDS
is not surprising, since this type of molecule has been
synthesized to covalently bind animal CI” channel proteins.
Indeed, the irreversibility of the inhibition by DIDS has
already been described on the chloride channel of torpedo
(White and Miller, 1979), further identified as CLC-0. It is
noteworthy that 100 um DIDS or even a higher concentra-
tion (300um, not shown) blocks the whole voltage-
dependent component of the slow current without shifting
the reversal potential, revealing a novel voltage-indepen-
dent, DIDS-insensitive anion current. A recent study of
slow anion currents in intact guard cells of different
species (Forestier etal., 1998) has shown that in
Arabidopsis only 9-AC is able to block the channel. Such
a result illustrates that the pharmacological properties of
anion channels are both species- and organ-dependent.

Two types of anion channels are active simultaneously in
hypocotyl cells

In most studies, one channel-type is associated with one
experimental condition. S-type or R-type anion channels
have been observed independently but the occurrence of
both types in the same cell has been shown only in Vicia
faba guard cells (Schroeder and Keller, 1992). The present
work demonstrates that both slow and rapid anion
channels can be recorded under the same ionic conditions
in the same cell, and function at the same time as revealed
by the ramp-pulse protocol. The question of whether slow
and rapid channels in a given cell type represent two
functioning modes of the same molecular entity or two
different channels has been raised by different authors
(Dietrich and Hedrich, 1994; Pei etal., 1997) but is still
unanswered. Comparison of the kinetics, nucleotide-
dependence and pharmacological properties of the hypo-
cotyl slow and fast anion currents described in this paper
supports the hypothesis that they are actually carried by
two separate channels.

As already mentioned above, the activation time con-
stant of the slow current is in the 10sec range while the
rapid one is in the millisecond range (Thomine etal., 1995).
Activation time constant measurements both for the slow
and the rapid anion current give, respectively, 18 = 6sec
(n=3) and 4.4+0.6msec (n=5) at -89mV, showing a
difference of three orders of magnitude between the two.
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The same holds true for the deactivation constants, with
values of 5.9+ 1.5sec (n=34) and 1.9 = 0.6 msec (n=2) at
-189 mV for the slow and rapid channels, respectively. An
important point to consider is that the slow mode of the
rapid anion current described in the absence of ATP
(Thomine etal., 1995) represents a particular functioning
mode of this channel and should not be confused with the
slow anion current described here. The rapid anion
channel in its slow mode is observed in the absence of
intracellular nucleotides while in this same situation the
slow current is not activated. Nucleotide regulation is a
second element which strongly discriminates slow and
rapid anion channels. The slow channel is inactive in the
absence of nucleotide but is activated by intracellular ATP.
In contrast, we have shown earlier that the effect of
nucleotides on the rapid channel was to shift the voltage
gate towards depolarized potentials which leads to a
reduction of the current (Thomine etal., 1997a). Slow and
rapid anion channel currents also display marked differ-
ences in their selectivity. The selectivity for nitrate relative
to chloride is close to 20 for the slow channel. In contrast, it
was previously shown to be only 2.6 for the rapid channel
(Frachisse etal., 1999). Furthermore, sulphate does not
permeate the slow anion channel but is a good substrate
for the rapid channel. Another feature to be mentioned is
the distinct pharmacological profiles of the two channels:
DIDS is the best inhibitor of the slow channel whereas it is
inactive on the rapid anion channel (Thomine etal., 1997a).
Slow-type and rapid-type guard cell anion channels of
Vicia faba also show a marked difference in their
pharmacological signatures (Marten etal.,, 1992; Marten
etal., 1993; Schroeder etal., 1993; Schroeder, 1995;
Schwartz etal., 1995). All these biophysical and pharma-
cological differences between the slow-type and rapid-
type anion currents from the hypocotyl cells suggests
strongly that they are carried by distinct channels.
However, the only way to answer this question unambigu-
ously will be through cloning of the genes encoding the
channel proteins.

Possible physiological functions of the slow anion
channel in hypocotyl cells

The role of plant plasma membrane anion channels in a
well-defined physiological function has been clearly illu-
strated only in few cases. The best documented example
concerns the requirement of a slow anion channel for the
osmo-regulation of stomatal guard cells. Assorted phar-
macological evidence obtained in Vicia faba either with
anion channel blockers (Schroeder etal., 1993; Schwartz
etal., 1995) or with kinase and phosphatase inhibitors
(Schmidt etal., 1995) shows a good correlation between
the ability of these agents to reduce the anion current and
to counteract the stomatal closure induced by ABA.
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Genetic evidence has also been provided in Arabidopsis
thaliana by the study of mutants affected in both stomatal
responses to ABA and regulation of the slow anion
channel (Pei etal, 1997; Pei etal., 1998). The similarity
between the slow anion current described in guard cells
and the current that we have characterized in this work
suggests that they may be involved in similar functions.
Thus, the slow anion current could be involved in long-
term anion efflux which, when it is associated with
potassium efflux, can regulate the osmotic pressure of
hypocotyl cells. Its activation by phosphorylation, prob-
ably in response to a signal, would then lead to a decrease
in osmotic pressure, while maintaining a high osmotic
pressure is thought to be a prerequisite for cell expansion.
Slow anion channels might thus be involved in the down-
regulation of hypocotyl cell elongation.

On the basis of their regulation properties and/or their
pharmacology, anion channels have been proposed to
participate in the control of cell expansion by light in
Arabidopsis hypocotyls (Cho and Spalding, 1996) or pea
leaves (Elzenga and Van Volkenburgh, 1997), and by auxin
in oat coleptiles (Keller and Van Volkenburgh, 1996). To
investigate a possible role of anion channels in the
regulation of hypocotyl cell elongation in Arabidopsis
thaliana, Thomine etal. (1997b) also used a pharmacolo-
gical approach. A variety of anion channel blockers were
studied for their effect on hypocotyl elongation and its
regulation by auxin. Several anion channel blockers such
as DIDS, 9-AC and SITS were able to counteract the
inhibition of elongation induced by auxin, whereas IAA-94
showed a moderate efficiency, and NPPB and niflumic acid
only inhibited hypocotyl elongation (Thomine etal.,
1997b). Furthermore, a small stimulating effect on the
hypocotyl elongation was observed for 9-AC, DIDS and
SITS when applied alone. This pharmacological signature
described at the whole-plant level is distinct from the
profiles of sensitivity to blockers of the rapid-type anion
channel (insensitive to DIDS, Thomine etal., 1997a) and of
the blue-light-stimulated anion channel (highly sensitive to
NPPB (Cho and Spalding, 1996) formerly described at the
plasma membrane of hypocotyl cells. While stilbene
derivatives DIDS and SITS are both active on the newly
identified slow anion channel and on the hypocotyl
elongation, 9-AC is only able to counteract auxin inhibition
of hypocotyl elongation but not to block the slow channel.
Two interpretations may account for this result: (i) the slow
channel is not involved in the hypocotyl developmental
response, or (ii) the slow anion channel is involved in the
control by auxin of hypocotyl elongation and the dis-
crepancy between the effect of 9-AC at the plant level and
at the channel level might reflect an action of this molecule
on another target, such as an anion transporter, other
channel types or other anion channels located on the
vacuolar membrane. In favour of this hypothesis, several
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examples of non-specific inhibition of plant ion channels
by molecules developed to block animal ion channels have
already been described. Garrill etal. (1996) have shown
that anion channel blockers interact with K*-outward
rectifiers, and Greger (1990) has emphasized that some
CI” channel inhibitors are also able to interact with anion
transporters. This illustrates the difficulty of linking the
transport activity of a channel protein monitored in patch-
clamp experiments to an integrated phenomenon such as
cell elongation. In addition to its specific pharmacology, a
remarkable feature of the slow anion channel is its
specificity for NO3 over other anions, which may provide
another clue to its physiological function. Under our
culture conditions, NO3 is the major anion stored by the
plantlets (Frachisse etal., 1999). This suggests that, be-
sides a general role in osmotic regulation, this channel
could play a specific role in maintaining the homeostasis
of the cytosolic nitrate concentration.

In conclusion, we have identified for the first time on the
hypocotyl plasma membrane a slow anion channel shar-
ing similar kinetic properties with the slow guard cell anion
channel. This channel, which is highly permeant for
nitrate, co-resides with the rapid anion channel formerly
characterized. By mediating sustained anion efflux due to
its slow deactivation kinetics, the slow anion channel is
proposed to be involved in cell volume regulation. By
contrast, with its fast kinetics of activation and deactiva-
tion, the rapid channel co-residing on the same cell would
be presumed to participate in fast electrical signalling.
Characterization of the in vivo biological functions of the
slow and rapid anion channels in Arabidopsis hypocotyls,
as well as identification of the genes encoding channel
proteins, represent the major directions for further inves-
tigations.

Experimental procedures

Plant material and protoplast isolation

Seedlings (Arabidopsis thaliana ecotype Columbia) were grown
on a medium containing 5mm KNO3, 2.5 mMm K,HPO4/KH,PO,,
pH6, 2mm MgSO4, Tmm Ca(NOs),, Tmm MES, 50 um Fe-EDTA,
Murashige and Skoog micro-elements (Murashige and Skoog,
1962), 10g1™" sucrose and 7gl™" agar. Culture conditions were
21°C, with a 16h day length at lighting levels of 120 uE m2sec™
with neon tubes (a combination of Mazdafluor Blanc Industrie and
Mazdafluor Prestiflux). Seedlings aged 7-8days were used for
electrophysiological investigations. Hypocotyls were excised
from 30-40 seedlings and protoplasts were isolated according
to Elzenga (1991) as described in Thomine etal. (1995).

Electrophysiological investigations

Patch-clamp experiments in the whole-cell configuration were
performed as described by Hamill etal. (1981) using an EPC7
patch-clamp amplifier (List Electronic, Darmstadt, Germany) with
a low-pass filter (eight-pole Bessel filter) or an Axon 200A

amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). During
measurements, freshly isolated epidermal protoplasts from
Arabidopsis hypocotyls were maintained in a bathing medium
containing 50 mm CaCl,, 5 mm MgCl,, 0.5 mm LaCls, 10 mm MES-
Tris, pH5.6. The pipettes were filled with 50 mm CsNOs3, 2mm
MgCl,, 5mm EGTA, 4.2mm CaCl,, 10mm Tris/HEPES, pH7.2,
supplemented with 5mm MgATP and 5mm Li GTP, or other
nucleotides as indicated in the figure legends. The osmolalities of
bath and pipette solutions were adjusted to 450 mOsmol with
mannitol using a Wescor 5500 vapour pressure osmometer
(Wescor, Logan, UT, USA). Giga-ohm resistance seals between
pipettes (pipette resistance 1-5 MQ) coated with Sylgard (General
Electric, New York, USA) pulled from Kimax-51 capillaries (Kimble
Glass Inc., Owens, IL, USA) and protoplast membranes were
obtained, with gentle suction leading to whole-cell configuration.
The liquid junction potential was measured according to Neher
(1992) and all potentials given have been corrected for the
junction potential. Unless otherwise indicated, the figures show
values for one representative protoplast, and statistics are given
as mean = SE (n indicates the number of protoplasts tested).
Permeability ratios for nitrate relative to chloride were calcu-
lated from reversal potential measurements using Eqn 1, derived
from the Goldmann-Hodgkin-Katz equation (see Hille, 1992).

Pno,/Pei=(Cl, e!57F7 —(CI,)/(NO3) (1)

where E is the reversal potential, R is the gas constant, T is the
absolute temperature and F is the Faraday’s constant, have their
usual meanings and Cl,, Cl; and NOg; represent the extracellular
and intracellular activities of chloride and the intracellular activity
of nitrate, respectively. Activity coefficients were estimated
according to Dean (1985).
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Figure lI-4: Evaluation de la sélectivité du canal lent. (A) Conditions et protocole électriques. Solution de
pipette: 50 mM CsNO3, 2 mM MgClz, 4,2 mM CaClz, 5 mM EGTA, 5 mM MgATP, 5 mM LiGTP, 10 mM Hepes/Tris
(pH 7,2). Le scellement est réalisé dans un bain standard (50 mM CaCl 2, 5 mM MgCl 2, 0,5 mM LaCl 3, 10 mM
Mes/Tris (pH). Bain sans anion: 50 mM CaOH 2, 0,5 mM LaOH 3, Mes (pH 6). Bain fort chlorure: 125 mM CaCl 2,
0,5 mM LaCl 3, 10 mM Mes/Tris (pH 6). Protocole de voltage: série de pulses de 15 ms toutes les 1 seconde
balayant les voltages de -208 mV a 132 mV par pas de 10 mV; potentiel de repos: 52 mV (B) Moyenne des
courbes IV obtenues avec différents bains. Normalisation par rapport au courant obtenu a -208 mV avant
perfusion d’un bain avec anions (noyenne+SE, n de 2 a 4).

Tableau lI-2: Quantification des potentiels de réversion et signification en terme de
rapport de perméabilité. nd: non déterminé.

Anion Concentration Vrev (mV) n pA/pNO3- pA/pCl-
or 2512mM 40,607 4 0,04 nd
SCN- 20 mM 10,3£5,3 4 1,68 @ 41,7 ©
NOo- 20 mM 50,843, 1 4 0,34 g4
Chlorate~ 20 mM 42,8413 4 0,462 115 %
NO3- 20 mM 34,1414 4 0,65 16,3
- 20 mM 19,8+2,5 3 1,15 28,6 ¥
F- 20 mM 107,240,8 2 0,04? 0,90 ®

(1) pCl~/ pNO3~ = ([Cl]e . exp (F.Vrev / RT) - [CIT]; ) / [NO37;
(2) pA~/pNO3~ = ([NO37j + (pCl-/ pNO3~. [CI]i ) / ([A)e . exp (F.Vrev / RT))
3) pA~/pCl" = (pA~/ pNO3~) - (pPNO3~/ pCI’)



Chapitre Il - Etude des canaux anioniques en patch-clamp

2- Complément sur la sélectivité

Afin de comprendre le role du canal anionique lent mais aussi pour mettre au
point des cribles de sélection de génes codant pour ce canal (voir partie suivante), la
sélectivité du canal anionique lent a été plus approfondie. Dans l'article n°3, nous
avions montré une sélectivité tres nette en faveur du nitrate par rapport a l'ion chlorure
(Pno3/Pci=23,2) en accord avec la sélectivité du canal lent des cellules de garde de
Vicia faba (Pno3/Pc=20,9, (Schmidt et al., 1994)). Par contre, et ce en opposition au
canal de type R, le canal lent n'est absolument pas perméable au sulfate.

Apres 1'établissement de la configuration cellule-entiére et la disparition totale
du courant rapide suite au run-down, je me suis placé dans des conditions de voltage
trés positif (+52 mV) pour lesquelles l'ouverture du canal lent est treés forte. Un bain
sans anions (voir composition dans la 1égende de la figure 11-4) est perfusé et seuls les
scellements donnant des courants dont le potentiel de réversion, dans ces conditions,
est au dela de +100 mV c'est a dire trés en faveur d'une conductance nitrate lente, sont
conservés. Le protocole de la figure II-4A consistant en une série de pulses
extrémement rapides permet d'avoir une idée de la perméation a travers le canal, car il
ne permet pas a la population de canaux de se refermer ou de s’ouvrir en réponse au
potentiel imposé. Le courant a chaque voltage est donc proportionnel a la fonction de
perméation (figure I1-4A).

Pour quantifier la sélectivité vis a vis de l'ion chlorure et en raison des premiers
résultats qui montrent une faible perméabilité¢ de celui-ci (article n°3), j'ai changé le
bain par un bain contenant 251,5 mM CI" ce qui correspond a des conditions bi-
ioniques extrémement dissymétriques, idéales pour calculer le rapport de perméabilité.
Dans le cas des anions inorganiques testés -ClO;, NO,, NOs, I', F" et SCN'-, je me
suis contenté d'ajouter 20 mM de sel de potassium dans le bain sans anions (figure II-
4B). Les anions organiques testés ont nécessité I'élaboration de solutions de bain
particulieres et 'ajout de 20 mM ¢équivalent anion -malate, fumarate, citrate-, qui sont
les anions observés lors du dosage global par électrophorése capillaire (article n°l,
figure 2). Le rapport de perméation est difficilement calculable en raison du pH du
bain, proche des pKa des anions organiques. Néanmoins en présence de ces anions
organiques, les courants sortant observés sont de trés faibles amplitudes et les
potentiels d'inversion trés positifs indiquent leur faible perméation dans le pore du
canal lent (résultat non montré).

Le tableau II-2 résume les conditions de l'expérience et les potentiels de
réversion obtenus dans chacune des conditions ainsi que les rapports de perméabilité
calculés. La séquence de perméabilité complétée a partir de celle proposée dans
l'article n°3, caractéristique du canal anionique a cinétiques lentes, est donc la
suivante:

8047 <F =CI'<I'<NO, < ClOs <NO3 < SCN’
La perméabilité au nitrate calculé ici est proche de celle avancée dans 1’article
n°3 (Pno3/Pc=23,2), validant ainsi ce type d’expérience pour 1’¢tude de Ia

perméabilité. Le thiocyanate s’est révélé étre 1’anion le plus perméant, ce qui est aussi
le cas du canal lent des cellules de garde de Vicia faba (Schmidt et al., 1994). Le
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chlorate et le nitrite sont eux aussi perméant, quoique moins que le nitrate, ce qui
justifie leur utilisation dans des cribles d’expression tels que ceux que j’ai essayé de
mettre au point en systeme hétérologue (voir section suivante). De maniere étonnante,
le courant aux potentiels trés négatifs est affecté lorsque 1’on modifie le statut des
anions dans le bain. Par exemple la perfusion de 20 mM NOj;™ augmente le courant a -
215 mV de 59,4+26,7% (n=4). Ceci suggere que la perméation dans le canal anionique
ne peut pas se "modéliser" avec une loi simple du type Goldmann-Hodgking-Katz
(Hille, 1992) qui sous entend I’indépendance des flux mais par un systeme plus
compliqué dans lequel les anions internes et externes sont en compétition dans le pore
du canal.
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C- La régulation par le pH est une nouvelle caractéristique
divergente entre canaux de type rapide et de type lent

Article n°4: en préparation

O/)posite pH regulation of slow and rapid anion channels at the
plasma membrane of Arabidopsis thaliana hypocotyl cells

Jean Colcombet, Jean-Marie Frachisse, Frangoise Lelievre, Sébastien Thomine et Héléne Barbier-Brygoo
ABSTRACT

Alkalinization/acidification are known to be important processes in plant cells and are involved in lots
of physiological responses. Cytosolic pH regulates many cell activities while apoplastic pH fluctuations
are involved in cell development and responses to pathogen infection. In this study using the patch-
clamp technique, we have investigated the pH regulation of two anion channel activities at the plasma
membrane . Rapid-type and slow-type anion channels are regulated by pH but in an apparent opposite
manner and via distinct mechanisms. The fast anion channel regulation involves two protonation sites,
one on each side of the channel protein, which regulate the voltage-dependent gating at hyperpolarized
potentials. Based on steady state and kinetic data, we propose that pH regulations interfere, at the inner
side with the nucleotide block of the channel pore described previously, and at the outer side with the
extracellular anion influx with consequences on the repulsive effect on the nucleotide block. Conversely,
the slow anion channel is activated by alkalinization in a voltage-independent manner. These opposite
pH regulations represent additional diverging characteristics between rapid-type and slow-type
hypocotyl anion channels.

INTRODUCTION

Patch-clamp studies have revealed that anion channels are present in plant cells from various organs
[1] such as hypocotyl, root or leaves, where they play specific physiological roles. The best documented
example so far is the stomatal guard cell where two anion channels from the plasma membrane have
been extensively characterized. One of them, called GCAC1, shows fast activation and deactivation
kinetics in the 10 ms range was also termed R-type (for rapid-type) channel [2,3]. The second shows
slow kinetics in the 10 s range and was termed S-type (for slow-type) channel [4,5].

At the plasma membrane of Arabidopsis hypocotyl epidermal cells, R-type and S-type anion channels
have been shown to coexist [6]. These two channels show distinct regulation characteristics: a high
nitrate-permeation with slow activation and deactivation kinetics for the S-type channel [6], and rapid
kinetics, strong voltage-dependence associated with sulfate and nitrate permeation for the R-type [7-9].
Both channels are highly regulated, mostly by distinct mechanisms. For example, the slow anion
channel of hypocotyl cells is modulated by phosphorylation [6] while the rapid anion channel is
regulated by intracellular nucleotides with an original mechanism [8]: a nucleotide molecule is recruited
from the cytosol side and is able to block the channel pore in a voltage-dependent manner [10]. This
block is counteracted by extracellular permeant anions at physiological concentrations. Another
regulation of the rapid anion channel involves cytosolic anions: sulfate, an unusual permeant anion, is
able to maintain maximal activity of the fast anion channel during hours [9], whereas a rapid run-down is
observed with other permeant anions, such as chloride and nitrate. Anion channels, including those
described on the plama-membrane of epidermal cells of Arabidopsis thaliana hypocotyl, thus appear as
multi-regulated transport systems, as predicted by the particular status of anions in plant cells.

In response to various stimuli such as elicitors of defence reaction or osmotic stresses, intracellular pH
(pHi) decrease together with extracellualre pH (pHe) increase, accompanied by anion effluxes, are often
observed [11-13]. In stomata it have been shown that abscisic acid-induced guard cell closure involves
anion channel activation [14] together with apoplastic pH variations [15]. In this study, we have
investigated the regulation by pH of the rapid and slow anion channels from Arabidopsis hypocotyls.
Both channels are regulated by pH in an opposite manner and represent good candidates to play a role
in pH-dependent signalling pathways in hypocotyl cells.
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Figure 1: Effects of intracellular pH on the
rapid anion channel activity. (A) Typical whole-
cell currents recorded from plasma membrane with
an activating pulse protocol. From a holding
potential of =213 mV, 794 ms pulses were applied
from —213 to 77 mV with a 10 mV increment every
3 s. The pipette contained 25 mM Cs 2S04, 2 mM
MgCl2, 4.2 mM CaCl 2,5 mM EGTA, 10 mM
Hepes, 5 mM MgATP, 5 mM LiGTP, pH 6.5
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manitol to 450 mOsm. The bath contained 50 mM
CaCl2, 5 mM MgCl 2, 0.5 mM LaCl 3, 10 mM MES,
pH 5.6 adjusted with Tris, osmolarity adjusted with
manitol to 450 mOsm. (B) |-V plots of the steady-
state current obtained from the protocol shown in
A for protoplasts loaded with pipette s  olutions at
pHi 6.5 (n=5), pHi 7.2 (n=4) and pHi 8.0 (n=6).
Except for pHi, pipette and bath solutions were the
same as in A. Each point is meanzSE. (C)
Activation (circles), fast deactivation (squares) and
slow deactivation (diamonds) at pHi 6.5 (white)
and pHi 8.0 (black). Activating constants are
obtained from mono-exponential fit from protocol
described in A. Deactivating constants are
obtained from bi-exponential fit from protocol
described in D. Same conditions as in A and B.
(D) Typical whole-cell currents recorded from
plasma membrane with a deactivating pulse
protocol. From a holding potential of —13 mV, 488
ms pulses were applied from —213 to -93 mV with
a 10 mV increment every 3 sec. Same condition
asin A.

Figure 2: Effects of extracellular pH on the
rapid anion channel activity. (A) pHe
dependence of the steady state channel
activity. Example of steady state |-V curves
obtained from the voltage protocol described
in figure 1A at indicated pHe. Same pipette
solution as in figure 1A but with 50 mM
Hepes. Circles are meantSE of the peak
current point (n=5 to 6). (B) pHe dependence
of activation (circles) and deactivation
(diamonds and squares) kinetics, with the
same color code as in A. Activating constants
are obtained from mono-exponential fit from
the protocol described in figure 1A.
Deactivating constants are obtained from bi-
exponential fit from the protocol described in
figure 1D. Bath and pipette solutions are the
same as in figure 1A. Points are meantSE
(n=5to 6).
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plant material and protoplast isolation

Arabidopsis thaliana (ecotype Columbia) 6 to 8 day old plantlets were grown, after 7 days stratification,
on a medium containing 5 mM KNO3, 2.5 mM KoHPO4/KH2PO4, pH 6.0, 2 mM M?SO4 1 mM
Ca(NIO3 2, 1 mM MES, 50 uM Fe-EDTA, Murashige and Skoog micro-elements [16]10g.1 sucross and
7g9.] * agar. Culture conditions were 21°C and 16-h day length at lighting levels of 120 pE.m
Hypocotyls were excised from 30 to 40 seedlings, and protoplasts from epidermal cells (diameter in the
range of 25 to 75 ym and membrane capacitance in the range of 20 to 50 pF) were prepared as
described previously [7,17].

Electrophysiological investigations

Patch-clamp experiments were performed as described by Hamill et al. [18] using an Axon 200A
amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA) for whole-cell recordings, piloted by a PC (Dell Computer)
with the Clampex software (pClamp 6.0.2, Axon Instruments).

During measurements, freshly isolated protoplasts were maintained in a reference bath medium
containing 50 mM CaCl2, 0.5 mM LaCl3, 10 mM MES and pH adjusted to 5,6 with Tris. Acid loads were
done by adding 3 mM Propionate/Na (pH 5.6) in the bath. Other bath pHs were obtained with addition of
NaOH in a reference bath containing 50 mM CacClg, 0.5 mM LaCl3, 10 mM MES, 10 mM Hepes and pH
adjusted to 5.6 with Tris (pHe). The bath osmolarities were adjusted to 450 mOsmol with mannitol using
a Wescor 5500 vapor pressure osmometer (Wescor, Logan, Utah). The patch pipettes were filled with
25 mM Cs2S04 or 50 mM CsNO3 for the rapid- and the slow-type channils respectively, and with 2
mM MgCl2, 10 mM or 50 mM Hepes, 5 mM EGTA, 4.2 mM CaCls2 (free [Ca ] =1 uM), 5 mM MgATP,
5 mM LiGTP. Pipette solutions were adjusted to indicated pH with Tris (pHi). The pipette osmolarities
were adjusted 450 mOsmol with mannitol.

RESULTS

The activity of the rapid anion channel is poorly affected by intracellular pH

The effects of pH on the activity of the rapid-type anion channel have been investigated using the
patch-clamp technique in the whole-cell configuration. Sulfate-based pipette solution allows to record
rapid channel current with a high stability during hours [9]. To investigate the effects of intracellular pH
(pHi), protoplasts were loaded with pipette solutions at pHi 6.5, 7.2 and 8.0, and after the stabilization of
channel activity, depolarizing voltage pulses (figure 1A) were performed to build the steady state
current-voltage curves (figure 1B). At hyperpolarized potentials, the voltage pulses did not activate any
current indicating that voltage-dependent sulfate-permeable channels are closed. Depolarization of the
membrane activated an inward current corresponding to a sulfate efflux. At positive voltage, an outward
current corresponds to a chloride influx. At pHi of 6.5 and 7.2, the steady state activity of the rapid anion
channel is poorly affected, with peak potentials of -102.0+2.7 mV (n=6) and -100.2+2.2 mV (n=4),
respectively. At pH 8.0, a weak but significant shift of the peak potential toward more negative potential
(-114.1£2.2, n=5) was observed. To evaluate the pH dependence of channel kinetics, activation pulses
were fitted from the protocol described in figure 1A with a mono-exponential function and the time
constants were plotted against the voltage (figure 1C, circles). A hyperpolarizing pulse protocol (figure
1D) was used for the evaluation of the deactivation constants which were fitted by a bi-exponential
function (figure 1C). Both activation and deactivation are slightly but significantly slowed down by
intracellular alkalinization.

The rapid channel gating is affected by extracellular pH

The modulation of rapid anion channel activity by extracellular pH (pHe) has been investigated with a
highly buffered pipette solution at pH 7.2 (50 mM Hepes/Tris). Voltage pulse protocols were performed
in the reference bath (pHe 5.6) and after addition of NaOH, corresponding to pHe of 6.5, 7.5 and 8.5.
We have checked, in a first step, that sodium ions (at maximum concentration of 18 mM in pH 8.5 bath)
did not affect the rapid channel by perfusing reference bath with 20 mM NaCl (data not shown). With the
alkalinization of the bath, the current-voltage relationship (figure 2A) showed a shift of the peak current
corresponding to a shift of the voltage-dependent gating toward less negative potential. This effect is
accompanied by a decrease of the outward current corresponding to a chloride influx. Activating and
deactivating protocols described in figures 1A and D were used to investigate the pHe dependence of
channel kinetics. Figure 2B shows that pHe poorly affected the deactivating kinetic but significantly
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Figure 3: pHi dependence of the slow anion
channel activity. (A) Voltage protocol and typical
currents recorded with (left) and without (right)
perfusion of 3 mM NaPropionate in the bath. After a 5
sec ramp from the holding potential of -189 mV, the
membrane potential is clamped at +71 mV during 36
sec, a protocol which activates slow channels. The 40
sec subsequent polarization step, from -189 mV to
+91 mV with a 60 mV increment, results, for the more
hyperpolarized potentials, in large tail currents
(instantaneous current, diamonds) followed by a slow
relaxation traducing channel relaxation toward a
steady-state current (relaxed current, circles). The
pipette contained 50 mM CsNO 3, 2 mM MgCl 2, 4.2
mM CaCl 2, 5 mM EGTA, 10 mM Hepes, 5 mM
MgATP, 5 mM LiGTP, pH 7.2 adjusted with Tris,
osmolarity adjusted with manitol to 450 mOsm. The
bath contained 50 mM CaCl 2, 5 mM MgCl 2, 0.5 mM
LaCls, 10 mM Mes, pH 5.6 adjusted with Tris,
osmolarity adjusted with manitol to 450 mOsm. (B)
Current-voltage curves obtained from A with (black)
and without (white) 3 mM NaPropionate. Diamonds
correspond to "instantaneous current” (linst.) and
circles to "relaxed currents” (Irel.). (C) Relative effect
and reversibility of acid load on linst. (white) and Irel.
(grey) at -189 mV extracted from the protocol
described in A. linst. and Irel. before perfusion of
3mM NaPropionate are -29.9+11.6 and -16.1+8.2
pA/pF, respectively. Number of repetitions are
indicated. Same pipette and bath conditions as in A.

Figure 4: Effects of extracellular pH on the slow
anion channel activity. (A) Typical current recorded
before (rigth) and after (left) perfusion bath at pH 8.2.
Voltage protocol is described in figure 3A. The pipette
contained 50 mM CsNO 3, 2 mM MgCI 2,4.2 mM
CaCl2, 5 MM EGTA, 10 mM HEPES, 5 mM MgATP, 5
mM LiGTP, pH 7.2 adjusted with Tris, osmolarity
adjusted with manitol to 450 mOsm. The bath
contained 50 mM CacCl 2, 0.5 mM LaCl 3, 10 mM Mes,
10 mM Hepes, pH 5.6 adjusted with Tris, osmolarity
adjusted with manitol to 450 mOsm. pHe 8.2 is
adjusted with addition of NaOH in this bath. (B)
Current-voltage curves obtained from A at pHe 5.6
(white) and pHe 8.2 (black) . Diamonds correspond to
"instantaneous current" (linst.) and circles to "relaxed
currents” (Irel.). (C) Mean open probabilities against
voltages at pH 5.5 and 8.2. Open probabilities are
assimilated to the ratio Irel divided by linst. Boltzman
fit values are given in the text. Same conditions as in
A. Each point is mean+SE (n=5). (D) Dose-reponse
curve of the slow channel activity to extracellular pH.
Diamonds coorespond to linst. and circles to Irel.. The
values are normalized with respect to the amplitudes
obtained with the reference bath described in A. The
different pHe values are obtained by perfusion of
NaOH in the bath. Each point is meantSE (n=5).
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slowed down the activation one. For example, at -81 mV, the activation constant increases from
1.51+£0.19 ms at pH 5.6 to 54.20422.00 ms at pH 9.5 (n=5).

Is pHi able to modulate slow-channel activity?

To study the activity of the slow anion channel, protoplasts were loaded with a nitrate-base pipette
solution, and the slow channel activity was recorded after the run-down of the rapid channel, using
protocols described in figure 3A. Because of the high variability in the slow anion channel activity from
one protoplast to another one, it is difficult to test effects of the intracellular pH directly by loading
protoplasts with different pHi solutions. For this reason, we have chosen, after getting a stable activity of
the slow channel, to acidify the intracellular compartment by performing an acid load. For this purpose
the protoplast is perfused during the patch-clamp experiment using a 10 mM Hepes/Tris (pH 7.2) pipette
solution and then 3 mM sodium propionate (pH 5.6) is added to the bath (figure 3A). The effect of such
an acid load upon cytosolic pH cannot be precisely quantified, but referring to previous work from
Mathieu et al. (1996) on tobacco cells, an estimation of the acidification can be given. For 3 mM of
propionate in the bath solution, a concentration of 0.47 mM of the protonated form of the weak acid at
bath pH of 5.6 is calculated with the Henderson-Hasselbalch equation . In this condition, a rise of 0.4 to
0.6 pH unit is expected. Current-voltage plots show an increase of the activity upon propionate addition
(figure 3B and C) and a reversibility of this effect (figure 3C). To distinguish between acid load and
sodium effects, the absence of effect when perfusing 50 mM NaCl in the bath has been checked (data
not shown).

The slow anion channel activity is activated by extracellular alkalinization

To investigate the extracellular pH dependence of the slow anion channel activity, experiments of bath
alkalinization were done on protoplasts loaded with a nitrate-based pipette solutioncontaining 10 mM
Hepes/Tris (pHi 7.2). Increasing the external pH medium (from 5.6 to 8.0) was achived by adding NaOH
to the bath perfusing solution. Figure 4A and 4B illustrate that changing pHe from 5.6 to 8.0 increased
the slow anion channel activity at negative voltages. To better characterize the pH regulation of the slow
channel gating, the open probability, expressed as the ratio (Irel/linst.), was plotted against membrane
potentials (figure 4C). The Boltzman fit of the mean open probabilities gave V12 of -132.5 and -133.5
mV and zg of -0.46 and -0.50, for pHe 5.6 and pHe 8.0, respectively (n=5). Thus, the voltage-dependent
gating was not affected by alkalinization of the bath solution. To get an idea on the pHe range of the
slow anion channel modulation we have perfused increasing concentrations of NaOH corresponding to
increased pHe values in the bath. Figure 4D, which shows normalized instantaneous and relaxed
currents as a function of pHe, indicates that the increase of channel activity occurs at pHe higher than
6.5 (n=5).

DISCUSSION

Mechanisms underlying the pH sensitivity of the R-type anion channel

This study provides new elements of regulation for the rapid anion channel at the plasma membrane
of epidermal cells of Arabidopsis hypocotyls. We have recently shown [10] that the rapid anion channel
is gated by intracellular nucleotides able to block the channel pore in a voltage-dependent manner, this
block being counteracted by extracellular permeant anions. Intracellular alkalinization up to pH 8 has a
dual effect, as it shifts the activation potential toward negative potentials and it slows down activation
and deactivation kinetics. This indicates that pHi likely interferes with the nucleotide blocking process of
the R-type channel pore. Since the observed gating shift occurs for pH far from the ATP pKa (pKa=6,63
[19]) and in an opposite way from what should be expected from nucleotide deprotonation [10], we
exclude a direct pH effect via the nucleotide, favouring the hypothesis of a direct deprotonation
occurring at the channel protein level. Considering the gating model recently presented [10], the
increase of both activation and deactivation constants is in favour of a decrease in the efficiency of
nucleotide penetration into the channel pore (kon) and of expulsion out of the pore (koff), caused by a
protein deprotonation interacting with nucleotide within the channel pore.

Extracellular alkalinization affects the fast anion channel activity in an opposite way of the intracellular
alkalinization. Indeed, lowering extracellular pH induced a shift of the voltage-dependent gating toward
less negative voltages with a decrease of the activation kinetics, without modifying the deactivation
kinetics. We have previously described a similar effect caused by extracellular decrease of chloride
concentration. Our hypothesis [10] was that extracellular anions reduce the nucleotide effect by a
repulsive mechanism. These results indicate that the channel protein deprotonation could act by
decreasing the apparent extracellular chloride concentration "fieled" in the vicinity of the channel protein.
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Table 1: Divergent characteristics between both channel activities at the plasma membrane of
Arabidopsis epidermal cells.

R Type activity S type activity
Voltage-dependence High (zg almost -4) Low (zg <-1)
Kinetics Range of milliseconds Range of ten seconds
Selectivities NO3 = S04 > Cl NO3 >> Cl >> SO4
Nucleotide regulations Binding site / pore obstruction Phosporylation processes
Blocker effects High: Nif High: DIDS
Intermediate: NPPB Intermediate: NPPB, Nif
Without effect: DIDS, 9AC Without effect: 9AC
pHe alkalinization Inhibitated Activated
pHi acidification Inhibited/weak effect Activated
Activity variations Run-down with Cl and NO3 based pipettes  Sustained activity with

during seal Sustained activity with SO4 based pipette NO3 based pipette
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This is in agreement with the decrease of chloride-dependent outward current observed at positive
voltages with the bath alkalinization. However, the extracellular pH might act by a distinct process
leading to a stabilization of the channel in the nucleotide-blocked complex.

The rapid anion channel of Arabidopsis hypocotyl cells shows pH regulation characteristics distinct
from those of its Vicia faba counterpart GCAC1. While the cytosolic acidification from 7.8 to 5.6 did not
affect GCAC1 activation and deactivation kinetics [20], the single-channel activity was increased. For
GCACH1, a pHe decrease affects mainly the time constant of slow inactivation while for the Arabidopsis
rapid channel we show here that extracellular alkalinization increases the activation time constant. This
pH sensitivity represents an additional element besides nucleotide regulation [8,10,20] and
pharmacological [8,21,22], showing that two anion channels close in terms of voltage dependency may
present pronounced differences in terms of regulation.

pH sensitivity of the S-type anion channel

The slow-type anion channel of Vicia faba has been shown to controlled by various cellular
parameters such as calcium [23], abscisic acid [24], ATP binding cassette modulators [25] and protein
phosphorylation [24,26]. As well the activity of the Arabidopsis slow channel is regulated by
phosphorylation processes [6]. We show in this study for the first time that intra- and extra-cellular pHs
modulate the slow anion channel activity in Arabidopsis hypocotyls. A cytosolic acidification by about
0.5 pH unit obtained by acid load [13] induces an activation of the slow anion channel leading to a
doubling of the steady-state current measured at -189 mV, whereas an extracellular pH higher than 6.5
is required to activate this channel. Similarity voltage-dependent open probabilities were obtained at pH
5.5 and 8.0, indicating that neither the activation potential, nor the voltage-dependent gating are
affected by external pH. Such a pHe-dependent behaviour might be explained either by a pH-
dependent, voltage-independent increase of the open probability, or by a recruitment of silent channels
or an increase of single channel conductance at alkaline pHe.

Physiological relevance of the pH regulation

We have previously shown that rapid-type and slow-type hypocotyl anion channels coreside at the
plasma membrane of hypocotyl cells [6], but exhibit divergent properties in terms of voltage-
dependence, activation and deactivation kinetics, selectivity, nucleotide regulation and pharmacological
sensitivity [6-9]. These characteristics and regulation mode of the two channels are summarised in table
1. The distinct pH modulation of rapid and slow channels described in this study provides a new
argument in favour of the existence of two different channels, as opposed to an interconversion from a
rapid mode to a slow mode for a same channel as proposed by Dietrich et al. [27] for guard cells.

In plant cells, according to the plant species and the technique of measurement used, cytosolic pH
values in resting conditions are within 6.8 to 7.9 [28]. Under certain conditions of stress, for instance
upon hormone or elicitor treatments, the internal pH can increase by up to one pH unit [28,29] while a
concomitant alkalinization up to 1.5 units of the extracellular space can be observed [30]. In the other
hand, authors working on the acid growth theory have provide arguments in favour of the activation of
the proton pump by auxin correlated with a cytoplasmic acidification [31]. Considering external and
internal pH variations occurring in the auxin response, the modulation of the slow channel by internal pH
seem to be the most physiologically relevant process. Hence the role of this channel could be to limit
the anion efflux keeping a high internal osmolarity which will drive water influx necessary for cell
elongation. Such a role would fit with the inhibitory effect of auxin on the Arabidopsis hypocotyl cell
elongation [32]. Apoplastic pH variations are less documented than those of vacuolar and cytosolic
compartments. In the root cortex of Zea mays, Felle [33] reported an apolastic pH between 5.1 and 5.6,
subjected to variations from 4.8 to 6.2 depending on the plant treatment. Then, considering the domain
of pHe sensitivity of both channels (above 6.5) the modulation by external pH should occurred only in
extreme condition. Nevertheless, it should be mentioned than the very small apoplastic volume is in
favour of large variations of pH and of solute concentration [34], and modulation of anion channels for
strong extracellular pH response should not be excluded. The internal pH effect on the R-type channel
is more discrete but still occurs in a physiological pH range. This channel has been proposed to play a
role in cell excitability and in long distance electrical signalling [1,7,10]. In this context, an intracellular
alkalinization might increase cell excitability by lowering the threshold activation potential.

In conclusion, pH represents a new element of regulation of S-type and R-type Arabidopsis anion
channels. This regulation via the pH can putatively occurred in several signalling network including
anions flux and pH variations such as those observed in response to pathogen or hormone. As a next
step we believe that the pharmacology combined with a refined description of these channels should
lead to the discovery of their functions.
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Figure 1I-5: Canaux anioniques rapide et lent de la membrane plasmique des cellules en suspension
d’Arabidopsis thaliana. (A) Courbe IV du canal rapide obtenue g race a une rampe de voltage. Pipette: 25
mM Cs2S04, 2 mM MgClz, 4,2 mM CaCl2, 5 mM EGTA, 5 mM MgATP, 5 mM LiGTP 10 mM Hepes/Tris (pH
7,2), 450 mOsm. Bain: 50 mM CaCl2, 5 mM MgClz, 0,5 mM LaCls, 10 mM Mes/Tris (pH 5,6) (B) Courant du
canal de type lent en réponse a un pulse de voltage. Pipette: 50 mM CsNO 3, 2 mM MgClz, 4,2 mM CacClz, 5
mM EGTA, 5 mM MgATP, 5 mM LiGTP 10 mM Hepes/Tris (pH 7,2), 450 mOsm. Méme bain que A.

Tableau lI-3: Comparaison des 2 canaux de la membrane plasmique des cellules en suspension et des
cellules épidermiques de I’hypocotyle d’Arabidopsis. Solution de pipette pour le canal lent: 50 mM CsNO 3, 2
mM MgClz, 4,2 mM CaCl 2, 5 mM EGTA, 5 mM MgATP, 5 mM LiGTP, 10 mM Hepes/Tris (pH 7,2), Mannitol
jusqu’a 450 mOsm. Solution de pipette pour le canal rapide: 25 mM Cs 2S04, 2 mM MgCl 2, 4,2 mM CaCl 2, 5 mM
EGTA, soit 10 mM MgATP (cinétiques) soit 5 mM MgATP+5 mM LiGTP (densité de courant et inhibition par

I'acide niflumique),10 mM Hepes/Tris (pH 7,2) , Mannitol jusqu’a 450 mOsm. Bain: 50 mM CacCl

2, (+ou- 5 mM

MgCl2), 10 mM Mes/Tris (pH 5,6) Mannitol jusqu’a 450 mOsm. (1) pour signification voir figure 1I-5B. (2) Frachisse
et al., 2000. (3) Thomine et al., 1997a.

Canal anionique lent

Canal anionique rapide

Densité de Densité de Déacti- Inhibition || Densité de  Acti- Déacti- Inhibition
courant courant vation par 100 uM|| courant vation vation par
instantanné() relaxé( (-189 mV) DIDS aupic (96 mV) (203 mV) 100 uM Nif
(PA/PF)  (pA/pF) (s) (%) (PA/pF) (ms) (ms) (%)
Cellules 25,9441 9,51£3,0 9,7+0,7 35,7¢4,6 1,77+0,23 0,6610,13
épldermlques = y I, -J,J19, y [ LU, 824i842 = y [ 25, y =Y, ’ =Y, 553
de Ihypocotyle || (N=43)  (n=43)  (n=20) AESAAN (n=7) (n=7) (n=4) ®
6,2+2,2 11,4+0,6
Cellules || -24,2+4,6 -15.0¢2,7 10,241,2 48,8£12,8 || _1554+2 3 307434 17034160 30,1+6,4
en culture (n=8) (n=8) (n=8) (n=4) (n=18) (;,1=3)’ (;]=4) ’ (n=4)




Chapitre Il - Etude des canaux anioniques en patch-clamp

D- Des canaux anioniques aux caractéristiques trés similaires
peuvent étre observés en patch-clamp sur les cellules en
culture d'Arabidopsis thaliana

Les cellules en culture d’Arabidopsis thaliana (columbia) présentent une série
d’avantages et d'inconvénients que nous avons déja mentionnés (voir objectif de la
thése). Dans I’hypothése de la mise au point d’approches biochimiques et
physiologiques intégrées (voir chapitre suivant), nous avons exploré grice a la
technique du patch-clamp, la membrane plasmique de protoplastes issus de ces
cellules selon un protocole comparable a celui utilisé pour les cellules de I’hypocotyle
(voir matériel et méthodes). Les deux canaux anioniques dont nous venons de parler, y
sont présents et peuvent étre observés dans les conditions définies précédemment. La
figure II-5 présente des acquisitions caractéristiques du canal rapide et du canal lent
des cellules en suspension. Le tableau II-3 présente la comparaison des activités de la
membrane plasmique des cellules épidermiques et des cellules en suspension. Malgré
de fortes homologies, nous avons constatés de petites différences avec les activités
observées sur la membrane plasmique des cellules de I'hypocotyle, et concernant en
particulier le canal anionique du type rapide. Une premicre divergence est la densité
moyenne de courant rapide sur la membrane plasmique des cellules en suspension: elle
est nettement inférieure a celle des cellules de I’hypocotyle, ce qui traduit peut-&tre un
densité inférieure de molécules canal. De méme les cinétiques, activation ou
déactivation, du canal rapide semblent dans des conditions similaires des cellules en
suspension.

Enfin, un dernier point assez étonnant est une sensibilit¢ aux inhibiteurs
inférieure pour les deux canaux des cellules en suspension. On peut 1’expliquer par des
conditions d’étude divergentes pour les deux types de cellule. Par exemple, les profils
pharmacologiques du canal rapide ont été réalisés avec du chlorure comme anion
perméant dans le cas des cellules de I’hypocotyle (Thomine ef al., 1997a), et du sulfate
dans le cas des cellules en suspension. Ces divergences pourraient traduire des
phénoménes de compétition entre inhibiteurs de canaux anioniques et certains
paramétres de I’environnement. Cela pose bien sur des problémes quand on essaye de
relier les profils pharmacologiques des activités canal caractérisées en patch-clamp
avec ceux de réponses intégrées plus complexes. Nous ne pouvons pour ces derniéres
que faire des hypotheses quant a I’environnement local des canaux de la membrane
plasmique.
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E- Conclusion

1- Les canaux anioniques de la membrane plasmiques d’Arabidopsis
thaliana sont régulés de facon multiple et divergente

a- Multirégulation

Le figure II-6 récapitule les niveaux de régulations principaux caractérisés au
cours de ce travail de these et de celui de Sébastien Thomine (Thomine, 1997) pour le
canal rapide et le canal lent. Nous avons choisi jusqu’ici d’évoquer les caractéristiques
les mieux comprises pour ces deux canaux et nous avons omis certains points
potentiellement intéressants mais encore mal caractérisés. Il nous faut les mentionner
maintenant. Par exemple, nous avons vu grace a la technique du patch-clamp que
I’acide salicylique inhibait le canal lent a des concentrations physiologiques (ECsy 280
uM). Ce mécanisme semble proche du canal car il est rapide et passe par la face
cytosolique (Jean-Marie Frachisse, communication personnelle). La fonction d’une
telle régulation n’est pas encore bien comprise. De méme le canal rapide est activé
transitoirement par ’eau oxygénée a des concentrations de 1 mM (Sébastien Thomine,
communication personnelle). Cette activation est due au déplacement de la fermeture
par le voltage vers des potentiels plus négatifs, ce qui indique une interaction entre cet
¢lément de régulation et 1’obstruction du pore par les nucléotides.

Pour résumer, le canal anionique rapide est activé par le sulfate cytosolique de
fagcon non dépendante du voltage. Un second niveau de régulation a lieu a travers la
modulation de la dépendance au voltage du canal, d'une part par les anions externes,
d'autre part par les nucléotides. L.’eau oxygénée pourrait agir en affectant un de ces
deux derniers parametres. L’ alcalinisation du bain réduit I’effet des anions externes sur
I’obstruction du pore.

Le canal anionique lent est activé par phosphorylation de fagon non dépendante
du potentiecl de membrane. Il est de plus recruté par 1’acidification interne et
I’alcalinisation externe. L’acide salicylique semble capable de réduire son activité par
un mécanisme encore peu Compris.

Comme cela a été montré dans le cas des canaux anioniques des cellules de
garde, les canaux anioniques de la membrane plasmique des cellules de ’hypocotyle
sont multi-régulés. C'était une conséquence déductible de notre hypothése selon
laquelle les canaux anioniques de la membrane plasmique ne peuvent étre que
faiblement actifs ou fortement actifs mais de facon transitoire.

b- Des caractéristiques souvent divergentes militent en faveur de deux canaux
anioniques moléculairement distincts

Le tableau final du projet d’article n°4 retrace les différences entre les deux
canaux dont la liste ne cesse de croitre. La question de savoir s’il s’agit de deux
canaux bien distincts ou d'un canal unique avec deux modes de fonctionnement
différents n’est certes pas tranchée et ne le sera définitivement que lorsque les genes
auront été clonés. Néanmoins, nous pensons, basé sur cette longue liste de
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caractéristiques divergentes, en particulier d'ordre biophysique, que ces deux canaux
sont moléculairement différents.

2- Une base moléculaire pour les deux canaux anioniques de la membrane
plasmique?

La base moléculaire des deux canaux n’est actuellement pas connue et nous ne
pouvons nous livrer qu'a des suppositions basées sur des ¢éléments de régulation
caractérisés en patch-clamp.

Dans le cas du canal anionique rapide, la forme de la courbe IV ressemble assez
a celle obtenue lors d'expression en systéme hétérologue de CLC1 (Foskett, 1998). De
plus les anions perméants externes exercent une régulation sur le canal assez identique
c’est a dire en modulant la fermeture par le potentiel de membrane (Pusch et al.,
1995). Toutefois, les mécanismes moléculaires avancés pour les deux canaux
divergent: I’ouverture de CLCI1 correspond a une modification conformationnelle
induite par I’anion perméant alors que nous expliquons celle du canal rapide par un
phénoméne répulsif sur un nucléotide obstruant le pore. Ce dernier argument peut
aussi étre en faveur d'une protéine de type canal CFTR qui semble étre activé, quoique
de fagon non dépendante du voltage, par les anions externes (Wu et al., 2001). Par
contre, le CFTR est régulé par phosphorylation (Anderson ef al., 1991a) ce qui ne
semble pas étre le cas du canal rapide. Enfin les sulfonylurées, des modulateurs des
protéines de type ABC, n'affectent que faiblement le canal anionique rapide.

Dans le cas du canal lent, caractérisé par une cinétique lente et une faible
activation par dépolarisation, il n'y a pas a ma connaissance de canaux de ce genre
décrits dans la littérature. Certains protéines, comme le CLCKI1 et le I¢p,, sont
sensibles au DIDS, le meilleur inhibiteur du canal lent mais la comparaison s'arréte
souvent 1a. Une modulation par les sulfonylurées a été décrite pour le canal lent des
cellules de garde de Vicia faba (Leonhardt ef al., 1999) et nous l'avons retrouvé dans
notre systeme (résultat non montré¢). Ceci milite en faveur d'un canal ou d'une
régulation du canal passant par une protéine ABC.

En conclusion, nous n'avons aucune idée de la nature moléculaire des activités
canal anionique que nous caractérisons sur la membrane plasmique. De telles
extrapolations sont difficiles a faire parce que les canaux anioniques ont des
caractéristiques tres divergentes et ce, méme au sein d'une méme famille. Par exemple,
certains CLC peuvent étre activés par dépolarisation (CLC-1) ou par hyperpolarisation
(CLCO et CLC-2), avec des cinétiques tres variables. Leurs séquences de perméabilités
sont aussi trés variables ainsi que leur localisation et leurs fonctions. On congoit trés
bien que la modification de quelques acides aminés cruciaux puissent affecter leur
comportement électrique ou leur régulation rendant donc vain tous les paris faits entre
séquences animales et a plus forte raison entre animales et végétales.
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3- Malgré ces nombreux niveaux de régulation, les roles des deux canaux
sont hypothétiques

a- Le canal rapide: métabolisme ou signalisation électrique?

Chez Arabidopsis thaliana, différentes études ont mis en évidence le canal
rapide dans d'autres types cellulaires que celui de sa description premiére: son activité
a été observée dans les cellules du cortex de I'hypocotyle (Jean Marie Frachisse,
communication personnelle) et, plus récemment, dans les cellules de garde des
stomates (Pei et al., 2000). Kiegle et ses collegues I'ont observé dans plusieurs types
cellulaires des racines (Kiegle ef al., 2000). Enfin, des expériences préliminaires ont
permis sa caractérisation dans les cellules en culture d'Arabidopsis. Il est donc
probable que le canal rapide soit constitutivement présent dans de nombreux, si ce
n'est dans tous les types cellulaires de la plantule. Une investigation en patch-clamp en
condition de sulfate interne utilisant des plantules dont les lignées cellulaires sont bien
identifiables permettrait de confirmer cette hypothése. De telles plantes, exprimant la
GFP dans certain types cellulaires, sont d'ailleurs disponibles (Maathuis ef al., 1998).
Les localisations variées et assez systématiques du canal rapide semblent donc
indiquer que celui-ci a une fonction de base a I'échelle cellulaire.

Dans I'article n°1, nous avons proposé I'hypothése selon laquelle le canal rapide
interviendrait dans la régulation de l'assimilation du sulfate: parce que cette
assimilation est trés "gourmande" en énergie, une facon de la réduire lors de carence
énergétique est de faire ressortir le sulfate, substrat de la réaction. La conversion de
I'ATP vers des formes portant moins de phosphate (ADP et AMP) provoque un
déplacement de la régulation par le voltage vers des potentiels plus négatifs, c'est a
dire une ouverture des canaux au potentiel de repos de la membrane, et a un efflux
d'anion dont le sulfate. Par exemple, 6 heures d'anoxie provoquent la réduction de 2
tiers des stocks de nucléotides adénylés dans les racines de jeunes laitues ainsi qu'une
réduction de 75 % de I'ATP (Kato-Noguchi, 2000). A ce jour, aucun efflux d'anions en
réponse a l'anoxie n'a été rapporté dans la littérature.

L'apoplasme est un compartiment a la fois de volume réduit et trés hétérogene,
en particulier a cause de la paroi pectocellulosique et des charges fixes qu'elle porte.
L'ouverture d'un canal anionique sur la membrane plasmique doit pouvoir faire varier
considérablement les concentrations apoplasmiques. Il existe peu de données quant a
ces variations. En utilisant des microélectrodes spécifiques insérées dans 1'espace sous
stomatique, I'effet de ' ABA sur la concentration de chlore a été suivi et passe de fagon
transitoire de 1'ordre d'l mM a 8 mM (Felle et al., 2000). La régulation de la fermeture
dépendante du voltage du canal rapide par ces concentrations en font un bon senseur
de ce parametre. Ainsi, l'augmentation du chlore externe (par exemple suite a
l'ouverture d'un canal anionique), doit activer le canal rapide en déplagant son
potentiel d'activation vers le potentiel de membrane. Nous pouvons donc imaginer que
le canal rapide intervient dans des phénomenes auto-entretenus d'efflux d'anions, et en
ce plagant localement dans le contexte de la paroi, imaginer qu'il intervient dans des
dépolarisations propagées: 1'ouverture du canal a un endroit cause I'augmentation des
anions dans la paroi qui peuvent de proche en proche activer les canaux voisins en
déplagant leur potentiel d'activation.
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Courant relatif

A K*
-200 -150 -100 -50 0 -200 -150 -100 -50 0
Em (mV) Em (mV)
Figure II-7: Modélisation de la courbe IV de la membrane plasmique d’une cellule végétale. Ronds

blancs: canal potassique entrant. Ronds gris: canal potassique sortant. Carrés: pompe ATPase. Triangles:
canal anionique lent. Courbe épaisse: courant total (I  Total = | Pompe + | Kentrant + | Ksortant + | Canal-lent). Le triangle
montre le potentiel de réversion. Les formules des courbes utilisées ne sont pas détaillées. Entre (A) et (B), la
conductance anionique lente est accrue de 15 %. Notez le déplacement du potentiel de réversion.

Formules:

Ipompe = 598,49.Em3 - 6,10731.Em2 - 2,92445 Em + 9.1218
lanion = a.( 224,49.Em2 + 48,114.Em - 5.3054 ) avec a=1 (A) ou a=1,15 (B)

Ipotassium = ajustement x 1 3 0.15-0,01.exp(- EmF /RT)
1+ exp (zg.F.(Em-V1/2) / RT) 1-exp(-Em.F/RT)

avec pour K+ sortant: ajustement=10‘3 V1/2=-0,05 Volts et zg=-3
et pour K+ entrant: ajustement=2.‘10'2 V1/2=-0,18 Volts et zg=3
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La théorie voudrait que des canaux impliqués dans des phénomenes de
signalisation électrique a des points clefs, surtout s’ils sont impliqués dans des
réponses au stress, soient peu sélectifs. En effet, la plante qui accumule diversement
les anions en fonction de leur disponibilité et de son état physiologique doit pouvoir
"activer" ces voix de signalisation indépendamment des stocks internes. Les canaux
anioniques impliqués dans la signalisation ont intuitivement peu de sélectivité. C’est le
cas du canal rapide qui "laisse" passer trois types d’anions abondant dans la cellule: le
sulfate, le nitrate et les chlorures.

b- Le canal lent: un réle dans l'osmorégulation cellulaire et dans la compensation
du courant de pompe?

Le canal lent des cellules épidermiques d'Arabidopsis thaliana est comparable a
celui des cellules de garde de cette méme plante et des stomates de Vicia faba (tableau
I-1). Dans le systéme stomate, les canaux de type lent sont clairement impliqués dans
I’osmorégulation en réponse a ’ABA. Ont-ils une fonction similaire dans les cellules
de I’hypocotyle? Dans la mesure ou le facteur limitant de 1'élongation cellulaire est la
résistance de paroi et non pas les modifications de la turgescence (comme c'est le cas
pour les cellules de garde), le canal anionique a cinétiques lentes a des chances d'étre
plutot impliqué dans les voies de signalisation conduisant a la régulation du volume
que dans le moteur de la régulation du volume cellulaire lui-méme. De plus, la
régulation par ’ABA du canal lent des cellules de garde n’a pas été retrouvée sur les
cellules épidermiques de 1’hypocotyle (résultat non montré). Cela signifie qu'il n'a pas
la méme fonction dans tous les types cellulaires. Il s'agit 1a d'un exemple de canal
comme point de convergence de voies de signalisation différentes.

Une autre idée quand a la fonction du canal lent est qu'il puisse travailler en
"tandem" avec la pompe a proton (Jean Guern, communication personnelle). Cette
hypothése a été récemment étayée dans le cas des cellules de garde (Roelfsema et al.,
2001). Il semble que la courbe courant voltage d'une cellule végétale soit dominée par
deux conductances potassiques. La premicre est entrante et est responsable d'un fort
courant a des potentiels inférieurs a -160 mV (figure II-7, cercles blanc). La seconde
est sortante et est activée a des potentiels supérieurs a -50 mV (figure II-7, cercles
gris). Entre ces deux potentiels d'activation le courant de la membrane est faible ce qui
signifie que la somme des courants est presque nulle mais aussi que une modification
faible de l'activité d'une conductance électrogene dans cette zone aura un fort impact
sur le potentiel de la membrane. Parmi ces conductances, on trouve entre autre
I'"ATPase pompe a protons (figure II-7, carré) et les canaux anioniques que nous avons
décrits dans ce chapitre. Parmi ceux ci intéressons nous au canal lent (figure I1-7,
losange). Les paramétres choisis sont tels que dans cette gamme de potentiel les deux
conductances s'annulent. Toutefois, si 1'une d'entre elle subit une faible variation le
potentiel de membrane peut changer de fagon importante. Par exemple, entre les
figures II-7A et II-7B, ou respectivement les potentiels de réversion sont de -150 et -
90 mV, seule la conductance anionique lente a été augmentée de 15 %. Les intensités
des courants de protons et d'anions sont peu affectées mais la conséquence de ces
faibles changements est importante sur d'autres paramétres comme le potentiel de
membrane: 1'étude de signaux n'affectant que peu les conductances de membrane
trouve sa justication. Par contre, il est difficilement imaginable que cette état puisse se
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maintenir tel quel sans que la cellule se "vide" de ses anions. Il est toutefois probable
que d'une part les systtmes de cotransports H'/A™ contrebalancent ces deux
conductances et d'autre part que ce mode de fonctionnement puisse correspondre a un
¢tat physiologique particulier de la cellule, c'est a dire occasionnel.

Cette proposition d'un role du canal lent dans la compensation des charges
transportées par la pompe ATPase a protons peut constituer un mode de régulation du
potentiel transmembranaire et/ou du pH extracellulaire. Cette hypothése sera a I'avenir
a confronter aux données experimentales.
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Chapitre 11I:

LES EFFLUX D'ANIONS: ETUDE DES
ACTIVITES DES CANAUX ANIONIQUES DES
CELLULES D'ARABIDOPSIS THALIANA
A TRAVERS UNE MESURE PLUS GLOBALE

A- Nécessité de développer des approches complémentaires a
la technique du patch-clamp pour comprendre la fonction
des canaux anioniques de la membrane plasmique

Notre but final est de connaitre la fonction des canaux a 1'échelle de la cellule ou
de la plante. Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, la technique du patch-
clamp a permis la caractérisation de deux canaux sur la membrane plasmique des
cellules de I'hypocotyle et des cellules en suspension. Mais, malgré une connaissance
de plus en plus compléte de leurs activités et une liste de régulations ne cessant de
croitre (article n°4, tableau 1), il nous est actuellement difficile de leur attribuer une
fonction intégrée. Le patch-clamp, quand il a pour ambition de répondre a cette
question, n'est donc pas suffisant et doit s'accompagner d'approches complémentaires a
un niveau cellulaire ou a I'échelle de la plante. Cette partie concerne donc la mise au
point de nouvelles approches visant a impliquer les activités des canaux anioniques
que nous avons décrits dans des phénoménes physiologiques plus complexes.

1- Un exemple de va-et-vient entre patch-clamp et développement de
plantules. Limites d’une telle approche

Au laboratoire dans un premier temps a été développée une approche sur
plantules visant a impliquer des canaux anioniques dans des phénoménes de
développement sur la base de leur profil pharmacologique (Thomine et al., 1997b).
Ces résultats sont décrits dans l'introduction et ont permis de mettre en évidence
l'existence d'une activité sensible a certains inhibiteurs de canaux anioniques, tels le
DIDS et I'A9C dans la signalisation auxinique conduisant a I'inhibition de 1'¢longation
de 1'hypocotyle a l'obscurité. La question est ensuite de savoir quelle est la cible des
inhibiteurs dans la signalisation de 1’auxine. Est ce réellement un canal anionique? Si
oui, lequel? Il est difficile de répondre a ces deux questions. Le DIDS est extrémement
spécifique du canal lent par rapport au canal rapide mais on sait qu’il interagit aussi
avec des cibles distinctes des canaux anioniques, tel le canal SV (pour Slow Vacuolor)
(Hedrich et al., 1988). L’ A9C est globalement inefficace sur les deux canaux. Le canal
lent semble donc étre un relativement bon candidat, d’autant plus qu’il est impliqué
dans des phénomeénes de régulation du volume dans les cellules de garde. Néanmoins
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Figure lll-1: Exemples de dépolarisation induite par une brilure d’un des cotylédons et par un
choc hypoosmotique. (A) Condition de I'expérience et circuit électrique. Solution de bain: 1 mM CaCl 2, 1
mM KCI, 5 mM Mes/Tris (pH 6). (B) La brllure d’'un des deux cotylédons provoque, aprés un court temps
de latence, une brusque dépolarisation de la membrane puis sa repolarisation plus ou moins totale. (C)
Un choc hypoosmotique cause une dépolarisation de moyenne amplitude qui se maintient au cours du
temps. Pour cela les plantules sont équilibrées dans le milieu standard dont 'osmolarité est ajustée a 200
mOsm avec du mannitol. Le choc hypo-osmotique est réalisé lors de la perfusion du bain standard.

Tableau llI-1: Effets des différents signaux testés sur le potentiel de membrane des cellules
de I’hypocotyle de plantules étiolées. Milieu sans anion: glutamine 4 mM - MgAcétate 2 mM -
KH2PO4 + K 2HPO4 2,5 mM - KOH 2,5 mM - Mes 1 mM - CaOH 1 mM - FeEDTA 50 mM -
saccharose 10 g/L - malate (pH 6,1). Dans les autres cas le milieu de culture est de 'ABIS
(composition figure A-6).

Signaux Effet Eléments de caractérisation
23 Brllure d'un Dépolarisation Plantules carencées ou
§ &  desdeux rapide et réversible non en anions répondent
S8 cotylédons (de type Potentiel d’action) de facon identique
X a

Choc Dépolarisation soutenue Pas de conclusion possible

é hypoosmotique (réversible par un ringage) de I'utilisation du DIDS
VDD e e e e e e e e e e e — — — .
n ©
5§ & . _— : .
85 Vanadate Dgpolarlsatlon soutlenue Pas, dglcor]clu5|on possible
@ (réversible par un ringage) de l'utilisation du DIDS
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on ne peut exclure la participation d’autres canaux, par exemple sur le tonoplaste, ou
méme de protéine n’ayant aucun rapport avec des canaux.

En conclusion, cette série d'expériences a donné des pistes quant a l'implication
potentielle de canaux anioniques dans la transduction du signal auxine et le
développement de 1'hypocotyle d'Arabidopsis thaliana. Mais les activités canal
anionique étudiées en patch-clamp et le systéme plantule sont trés éloignés, autant en
terme de temps de réponse, de 'ordre de la minute dans le premier cas et de la semaine
dans le second, que dans Il'espace, une activité canal contre une réponse
développementale complexe a I'échelle d'un organe pluri-tissulaire.

2- Des réponses a court terme a 1’échelle de 1a cellule ou du tissu

Suite a ces premiers résultats, il est apparu important de mettre en place des
approches a 1'échelle cellulaire nous permettant de suivre des activités "proches" des
canaux anioniques. La conséquence d’une activité de canaux anioniques sur la
membrane plasmique peut étre "lue" de plusieurs fagons. Tout d’abord, une sortie de
charges négatives provoque une dépolarisation de la membrane plasmique. La
corrélation entre activation de canaux anioniques et dépolarisation a pu étre faite dans
plusieurs cas, comme lors de la réponse a la lumiere bleue des cellules de I’hypocotyle
(Cho et al., 1996; Spalding et al., 1992b), de la dépolarisation induite par l'auxine
(Keller et al., 1996) ou du potentiel d'action chez Chara (Kourie, 1994). Une autre
possibilité consiste a mesurer la décompartimentation des anions, c’est a dire leur
efflux. Cela a été possible par exemple dans le cas de réponses a la cryptogéine (Pugin
et al., 1997), a I’aluminium (Ma, 2000) ou au choc osmotique (Cazalé et al., 1998). 1l
est possible aussi de mesurer des paramétres moins directs comme des modifications
de volume cellulaire causées par une sortie de sel (Wang et al., 1997) et tenter d'établir
une corrélation avec les canaux anioniques.

Le suivi des potentiels de membrane sur les cellules de I'hypocotyle étiolé
d'drabidopsis thaliana empalées avec de fines électrodes (figure III-1A) a été réalisé
au laboratoire par Armen Kurkdjan. Peu de signaux se sont révélés capables d’induire
des dépolarisations (tableau III-1). Parmi les signaux efficaces, on trouve le vanadate,
connu pour inhiber la pompe ATPase a protons ainsi que le choc hypoosmotique
(figure II1-1C). Un troisiéme signal testé est I’effet de la brilure d’un cotylédon (figure
ITII-1B). Les canaux anioniques de la membrane plasmique sont de bons candidats pour
intervenir dans les dépolarisations, provoquées par un choc hypoosmotique ainsi que
la phase de dépolarisation de la variation transitoire de potentiel induite par la brilure
d’un des deux cotylédons. L’utilisation des inhibiteurs de canaux anioniques tels le
DIDS et l’acide niflumique n’a pas été trés informateur car ils ont eux-mémes
tendance a dépolariser la membrane (alors qu’ils aurait dii I’hyperpolariser en inhibant
une conductance anionique dépolarisante). En ce qui concerne la dépolarisation
induite par une bralure d’un des cotylédons, une collaboration est en cours avec Jean-
Louis Julien (Clermont-Ferrand II) visant en particulier a caractériser la variation de
potentiel propagée chez des plantes dont le contenu en anions est modifié par des
conditions de cultures de carence en anions.

Une autre approche prometteuse consiste @ mesurer des efflux a partir de cellules
ou de tissus. En raison du potentiel de membrane des cellules végétales tres éloigné du
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Figure lll-2: Un choc hypoosmotique
provoque des efflux d’anions . Les parties
aériennes de plantules ayant passé 24
heures dans du milieu ABIS sans saccharose
mais avec du mannitol de maniére a obtenir
une osmolarité de 200 mOsm, sont
transférées soit dans un milieu d’efflux
hypoosmotique a 30 mOsm (points noirs) soit
dans un milieu isoosmotique (points blancs).
Les ions présents dans les échantillons de
milieu prélevés au cours du temps sont
dosés par la technique d’électrophorése
capillaire. Les concentrations sont pondérées
par le poids de matiére fraiche des
échantillons, et corrigées des volumes
prélevés précédemment. (A) le nitrate, anion
majoritaire dans les plantules, efflue
fortement en réponse a un choc
hypoosmotique. (B) D’autres anions
quantitativement minoritaires dans les
plantules effluent de la méme facon: le
sulfate (carrés) et le phosphate (triangles).

Tableau llI-2: Résumé des différents signaux testés sur les efflux a partir des

parties aériennes de jeunes plantules d’ Arabidopsis thaliana.

nd: non déterminé

‘-’ pas d’effet.

Signaux Effet Elements de caractérisation
Choc hypoosmotique Efflux de NO3, 1(_)0 uM DIDS ou
SOy4 et PO4 Nif sans effet

AlA 10 uM - n.d.

ABA 50 uM - n.d.

BR 2uM - n.d.
Choc hypoosmotique A n.d
+AIA 10 pM Efflux de NO3, o

i S04 et PO4
Choc hypoosmotique nd
+ ABA 50 uM Pas de modulation o
dépendente des

Choc hypoosmotique hormones nd

+ BR 2uM
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B- Premieres expériences: efflux d'anions a partir des parties
aériennes de plantules d'Arabidopsis thaliana

Le modele que nous privilégions au laboratoire est I'hypocotyle d'drabidopsis
thaliana en relation avec le développement de la plantule. Pour tenter de faire le lien
avec les canaux anioniques décrits par la technique du patch-clamp, 1’idéal aurait été
de mesurer des efflux a partir d’hypocotyles de plantules. Cette approche étant
impossible pour des raisons de quantité de matériel, nous nous sommes intéressés aux
parties aériennes de jeunes plantules et nous avons mis au point des mesures d’efflux
(voir annexe B).

Aucun efflux n'est observé lorsque les plantules sont maintenues en condition
témoins (figure III-2). Un signal assez efficace pour déclencher des efflux d'anions
s’est révélé étre le choc hypoosmotique a condition qu'il soit assez fort (A = 150
mOsm). Plusieurs anions effluent (figure III-2) et les concentrations de nitrate, sulfate
et phosphate dosées dans le milieu correspondent & une diminution au bout de 45
minutes respectivement de 12,9, 5,1 et 10,5 % des stocks intracellulaires (ce stocks
¢tant respectivement de 104,5£2,0 mM, 35,1+1,3 mM et 17,7£10,8 mM, n=4). Les
inhibiteurs de canaux anioniques des cellules épidermiques comme le DIDS et l'acide
niflumique (100 pM) se sont révélés inefficaces aux concentrations habituelles pour
inhiber les efflux d'anions en réponse a ce choc osmotique.

Nous avons également testé I’effet de plusieurs hormones connues soit comme
affectant le développement de 1’hypocotyle, c’est-a-dire 1’¢longation cellulaire (AIA,
BR), soit comme régulant des activités canal anionique (AIA, ABA) (tableau III-2).
Dans notre systéme ces hormones n’ont pas été capables de déclencher des efflux
d’anions significatifs. Nous avons ensuite combiné l'effet d'un choc hypoosmotique
avec une pré-incubation hormonale. L'idée était de voir si ce traitement permettrait de
"recruter" plus de canaux anioniques en réponse a un choc hypoosmotique. Cela ne
semble pas étre le cas.

Les parties aériennes de plantules sont un systéme permettant de caractériser des
efflux en réponse au choc hypoosmotique. Il existe une cohérence entre ces intensités
d'efflux et les courants mesurés en patch-clamp sur nos deux canaux (calculs non
détaillés). Néanmoins la sélectivité de ces efflux est peu cohérente avec la
perméabilité des deux canaux que nous avons caractérisés en utilisant la technique du
patch-clamp. En particulier le phosphate efflue bien en réponse a un choc
hypoosmotique mais est un anion imperméant dans nos deux canaux. En bref, nos
deux canaux ne semblent pas étre fortement impliqués dans ce phénomene d'efflux.
Ceci est cohérent avec l'absence d'effet des inhibiteurs efficaces sur les activités
caractérisées en patch-clamp et milite en faveur du recrutement d'un autre type de
canal par le choc osmotique avec une perméabilité non négligeable pour le sulfate et le
phosphate. Nous n'avons pas observé jusqu'a présent une telle activité sur la membrane
plasmique des cellules épidermiques de 1'hypocotyle en utilisant la technique du patch-
clamp. Les bons candidats pourraient €tre les canaux activés par la tension de
membrane: des conductances anioniques présentant cette caractéristique ont été
décrites sur la membrane plasmique de protoplaste de cellules de garde de Vicia faba
(Cosgrove et al., 1991) et de cellules en culture de tabac (Falke et al., 1988). A ce jour
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potentiel d'équilibre thermodynamique des anions, l'ouverture d'un canal anionique
provoque théoriquement un fort efflux facilement mesurable par un simple dosage
dans le milieu externe. C'est ce qui est relaté dans la suite de ce chapitre.

3- Quels sont les outils a notre disposition provenant des observations de
patch-clamp?

Le patch-clamp nous a permis de bien caractériser deux conductances
anioniques qui divergent en de nombreux points de régulations. Chacun de ces points
peut-€tre utilisé lors de la caractérisation des efflux déclenchés dans le méme systéme.

Les inhibiteurs de canaux anioniques permettent de faire une comparaison entre
les spectres de sensibilité du canal et ceux des réponses physiologiques intégrées
¢tudiées. Il est nécessaire d’interpréter les résultats avec précaution, car ces molécules
apparaissent souvent peu spécifiques des canaux anioniques et pourraient affecter, par
exemple, des voies de signalisation en amont des dits canaux. Néanmoins, un
inhibiteur tres efficace sur un canal devrait étre capable d’inhiber 1’efflux d’anions
caus¢ par ce canal. En conclusion, les efflux d’anions provoqués par un signal actif
doivent étre sensibles a un large panel d’inhibiteurs ayant dans certain cas des effets
attendus aux niveau du canal, dans d’autres des effets peu spécifiques.

La sélectivité des canaux anioniques est aussi une caractéristique tres
discriminante. Nous avons vu qu’il existe des anions physiologiques ne passant que
dans un type de canal: c’est le cas par exemple du sulfate dans le canal rapide. D’autre
part, il existe des anions relativement imperméants, comme les anions organiques. La
technique d’¢électrophorése capillaire nous permet de suivre un grand nombre d’anions
capables d’effluer en réponse a un signal donné et devrait nous donner des indications
quand aux canaux impliqués dans I’efflux a travers leur perméabilité.

D’autre caractéristiques décrites en patch-clamp peuvent aussi étre utilisées pour
faire un va-et-vient entre les activités décrites et les réponses d’efflux. C’est le cas, par
exemple, de la sensibilité au pH externe -qui est opposée dans le cas des deux canaux
anioniques des cellules épidermiques (article n°4)- ou de la régulation de la fermeture
du canal a cinétiques rapides en réponse au voltage par la concentration en chlorure
externe dans le milieu.

89






Chapitre I1I - Etude des efflux d'anions

nous n'avons pas recherché systématiquement de telles activités sur les cellules
épidermiques.
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Tableau llI-3: Effets des signaux testés sur les cellules en culture
sur les efflux de nitrate. ‘0’ pas d'effet, ‘+’ a ‘+++ de faible a fort
efflux. (1) Xylanase de Trichoderma viride (Nihse et al., 2000) (2)
Hexa-N-acetylchitohexaose (Nihse et al., 2000).

Signaux Efflux de Nitrate
Contréle 0
Pectolyase 10 pg/mL +++
é XT" 10 pg/mL 0
g 3C,> HNA? 0,5 uM 0
§ ﬁ Flagelline 22 50 nM ++
g K Oligogalacturonide 20 pg/mL
5 Cryptogéine 50 nM 0
- Hydrolysat de chitine 20 ug/mL +
NH4CI 10 mM 0
K2S04 10 mM 0
NaCl 10 mM 0
32 Acide malique 25 mM 0
? AICI3 0,1 mM +
KGlutamate 1 mM 0
Vanadate 2 mM 0
AlA 10 uM 0
Glucose 0
g ABA 10 pM 0
g BR 2 uyM 0
T Acide gibberellique 3 10 uM 0
Etephon (producteur d’ethyléne) 10 uM 0
H202 10 uM 0
i’ Choc froid (4 °C) 0
< Choc hypoosmotique (*150 mOsm) ++




Chapitre I1I - Etude des efflux d'anions

C- Utilisation des cellules en culture pour rechercher des
signaux activant les canaux anioniques de la membrane
plasmique

Les cellules en culture sont apparues comme une alternative aux parties
aériennes de jeunes plantules. L'un de leurs principaux avantages est qu'il s’agit d'un
systéme beaucoup plus homogeéne que les parties aériennes qui sont encore constituées
de plusieurs tissus et donc probablement de plusieurs populations de cellules équipées
différemment en canaux ioniques. Elles ont de plus l'avantage d'étre techniquement
trés facilement utilisables pour une expérience d'efflux: il suffit pour cela de mettre a
¢quilibrer une culture de 3 ou 4 jours pendant quelques heures sur un milieu minimum
puis de répartir des cultures en autant de piluliers que de condition a tester.

Le systéme cellules en suspension est donc pratique lors de la recherche de
signaux capable de déclencher des efflux.

1- Recherche d'effecteurs capables d'induire des efflux de nitrate

Nous nous sommes intéressés a plusieurs types de signaux potentiellement
capables de déclencher des efflux:

- des sels, certains sont générateurs de stress (AICl;, NaCl). L'aluminium est de
plus un activateur de canaux anioniques (Ryan et al., 1995). Le sulfate étant un
activateur du canal anionique a cinétiques rapides (article n°1), nous avons voulu voir
s’il était capable d'induire des efflux de nitrate. L'ammonium est une forme d'azote
plus réduite que le nitrate. On peut imaginer qu'il est préférentiellement prélevé dans le
milieu et que dans certain cas, le nitrate, moins précieux pour la cellule, est relargué
dans le milieu. Enfin, I'anion chlorure de ces différents sels a un effet décalant sur le
potentiel d'activation de certains canaux, en particulier les canaux de type rapide
(article n°2 et Dietrich ef al. 1998), on peut donc espérer qu'il provoque des efflux
d'anions, comme cela a déja été observé dans le cas des cellules en culture de tabac
(Frachisse, communication personnelle)

- des ¢liciteurs, ayant été décrits comme nous 1’avons vu dans 1’introduction,
pour provoquer des efflux d’anions.

- des hormones parmi lesquelles certaines sont connues comme interagissant
avec des canaux anioniques (auxine et acide abscissique) et d’autres intervenant dans
la régulation du volume cellulaire.

- des stress auxquels sont couramment soumises les cellules végétales, comme
des chocs thermiques ou des chocs osmotiques.

Le tableau III-3 résume les résultats obtenus sur les efflux de nitrate dosés par la
technique colorimétrique de la nitrate réductase. En bref, peu de signaux sélectionnés
ont été capables de déclencher la réponse qui nous intéresse. C'est le cas de la
pectolyase, de la flagelline 22 et de I'hydrolysat de chitine (figure III-3A, B et C).
Comme dans le cas des efflux obtenus sur les parties aériennes, un choc
hypoosmotique est efficace sur les cellules en culture (figure I1I-3D).

92



o A 18{B
F*a 161
%j 51 14 -
5 4_ 12’
Qo 10
o 37 J o
€ @ Controle ° ® Controle
- 61 O Pectolyase 10 ug/mL
§ 2 O Flagelline 22 50 nM . y Mg
>
—_ 1_
5 2]
O L} L} L} L} L} 0 h ‘ L} ‘ L}
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
0,6 C 1,6 D
0.5 1,44
1,24
0,41 N
0,34 0,81

@ Controle
O Hydrolysat de 0,61

chitine 20 pg/mL @ Controle

O Choc hypoosmotique

Efflux de nitrate (pmole.gr'1)

0 10 20 30 40 50 60 70 0O 10 20 30 40 50 60 70
Temps (minutes) Temps (minutes)
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l'intensité des efflux selon les signaux.
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L’aluminium semble lui aussi capable d’induire un efflux de nitrate mais de
facon peu reproductible (résultat non montré). Cette effet, s’il est confirmé, est
intéressant dans la mesure ou il a été jusqu'a présent décrit principalement chez les
monocotylédones.

2- Les deux canaux anioniques caractérisés en patch-clamp sont-ils
impliqués dans les efflux a partir des cellules en culture?

La question que nous nous posons, est de savoir si I'un des canaux que nous
avons caractérisés par la technique du patch-clamp est responsable de certains efflux
obtenus a partir du méme systéme cellulaire. Pour tenter d'y répondre, dans un premier
temps, nous nous sommes attachés a trouver des points communs entre efflux et
canaux de la membrane plasmique. On peut pour cela utiliser plusieurs ¢léments de
caractérisation, tout d'abord la pharmacologie des canaux, relativement bien connue a
ce jour. De plus nous avons mis en évidence des caractéristiques de sélectivité et de
régulation tout a fait divergentes entre les canaux anioniques lent et rapide (article n°4
table 1).

Nous nous sommes intéressés a quatre des signaux capables d'induire des efflux
significatifs de nitrate a partir des cellules en suspension: la flagelline 22, la
pectolyase, la chitine et le choc hypoosmotique (figure II1-3).

La flagelline 22 (f122) est un peptide provenant d'une zone conservée de la
protéine flagelline de Pseudomonas syringae (Felix et al., 1999), qui intervient,
comme son nom l'indique, dans la formation des flagelles. Dans les cellules en culture
de tomate (Felix et al., 1999) et chez certains écotypes d'Arabidopsis thaliana
(Gomez-Gomez et al., 1999), elle induit a trés faible concentration (de 1'ordre de 1
nM) des réactions de défenses telles qu'un burst oxydatif, une alcalinisation du milieu
probablement due a l'inhibition de la pompe ATPase a protons ainsi que 1'expression
de proteines PR (Pathogenesis Related). Le récepteur de la flagelline 22 a été cloné
chez Arabidopsis thaliana par une approche de génétique classique (Gomez-Gomez et
al., 2000): il s'agit d'une proteine LRR (pour Leucin-Rich Repeat) fixant avec une forte
affinité le peptide F122 (Meindl et al., 2000), et présentant, en plus du domaine LRR,
un domaine transmembranaire et un domaine kinase cytosolique activant la cascade de
signalisation (Gomez-Gomez et al., 2001). Les auteurs de ces études travaillent
actuellement sur la cascade de signalisation de la flagellin22 et ont montré
l'implication de la MAP Kinase AtMAPK®6 (Niihse et al., 2000).

La chitine est un polymere (B1-4) de N-acetylglucosamine que 1'on trouve dans
'exosquelette des arthropodes et dans la paroi de certains champignons. Lors d'une
attaque par des pathogenes, des chitinases de la plante la dégradent (Collinge ef al.,
1993) et le produit de cette dégradation a un réle é€liciteur (Boller, 1987). Nous avons
utilisé le produit de la dégradation acide de la chitine de crabe aimablement fournie
par Jirg Felix.

La pectolyase est une enzyme du champignon Aspergillus japonicus capable
d’¢éliciter des réponses de défense (Rouet-Mayer et al., 1997) par une voie de
phosphorylation (Mathieu et al., 1996) dépendante du calcium et d’induire des efflux
de chlorure (Zimmermann ef al., 1998a).
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Figure IlI-5: Effet des inhibiteurs sur I’efflux de nitrate déclenché par la flagelline 22, la pectolyase etun
choc hypoosmotique. (A) Effet du DIDS et de I'acide niflumique (Nif) sur I'efflux provoqué par 200 nM de
flagelline 22 (FI22). Une expérience siginificative parmi 3. (A’) Effet du NPPB et du NH 2-NPPB sur I'efflux
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La figure III-3 montre les efflux de nitrate obtenus avec ces quatre signaux. Il
divergent significativement dans leurs intensités et dans leurs cinétiques. Par exemple,
la pectolyase provoque un efflux de I'ordre de 70 % du stock cellulaire de nitrate alors
que la chitine, moins de 5 %. Le choc hypoosmotique semble avoir un effet trés rapide
sur la sortie du nitrate (résultat non montré), on observe un délai de quelques minutes
avec la flagelline 22. Celui-ci s'explique par I'existence d'une voie de signalisation plus
longue conduisant a I'ouverture des canaux.

a- Sélectivité des efflux: une limite des cellules en suspension

Un point de caractérisation trés informateur est I’évaluation de la sélectivité des
efflux. Techniquement cela consiste & mesurer les anions effluant en réponses aux
signaux. Le diagramme de la figure III-4A présente les concentrations internes
moyennes dosées lors de plusieurs expériences par la technique de I'électrophorese
capillaire. Par comparaison a ce que 1'on observait dans les plantules d’Arabidopsis
(article n°l, figure 2), on remarque dune part une forte accumulation d'anions
organiques (malate et citrate) alors que les anions inorganiques sont moins accumulés,
et d'autre part le trés faible niveau de sulfate (0,42+0,47 mM, n=6).

Les figures I1I-4B et C donnent une idée des anions effluant en réponse a la
pectolyase et la flagelline 22. Avec le premier, tous les anions effluent en grande
proportion. La flagelline 22 induit des efflux modérés de nitrate uniquement. La
sélectivité des deux canaux mis en jeux est donc trés différente. Dans le cas du sulfate,
anion tres discriminant (article n°1), ’absence d’efflux n’est pas informateur car ces
cellules en suspension ne 1’accumulent pas (figure I11-4A).

b- Effet des inhibiteurs de canaux anioniques

Les inhibiteurs de canaux anioniques devraient nous permettre d'aller plus loin
dans la caractérisation des canaux anioniques mis en jeu lors des efflux déclenchés.
Nous avons testé selon les cas plusieurs inhibiteurs a la concentration de 100 uM nous
permettant une discrimination entre les deux canaux anioniques décrits par la
technique du patch-clamp. Les efflux induit par la chitine étant trés faible, il n'a pas été
possible d'évaluer I'effet des différentes molécules.

La figure III-5 montre I’effet de certains inhibiteurs sur 1’efflux de nitrate
déclenché par la flagelline 22 (A), la pectolyase (B) et le choc hypoosmotique (C). Les
deux derniers ne sont pas modulés par les inhibiteurs que nous avons testés. Par
contre, les efflux déclenchés par la flagelline 22 peuvent étre spécifiquement réduits
par I’acide niflumique le NPPB et le NH2-NPPB a des concentrations de 100 uM. Par
contre le DIDS n’a aucun effet.

c- Régulation des efflux par le pH et les anions externes

Nous avons vu (article n°4) que le pH externe modulait de fagon différente les
deux canaux anioniques: le canal rapide est inhibé par une alcalinisation alors que le
canal de type lent est activé. De plus, les anions externes modulent le canal a
cinétiques rapides mais n'affecte pas celui a cinétiques lentes. Dans 1'idée d'accumuler
des corrélations positives entre efflux et activités de canaux en patch-clamp, nous
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avons ¢évalué l'effet de la modification du pH externe et de la teneur en anion externe
sur les efflux d'anions.

Les anions externes ont été testés par 1’apport de chlorure de choline dans le bain
10 minutes avant le déclenchement des efflux par la flagelline 22 (figure I1I-6). 100
mM CI dans la solution d’efflux n'a pas d'effet inducteur et ne semble pas modifier
significativement I’efflux de nitrate en réponse a la flagelline 22.

L’histogramme III-7 illustre I’effet d’une gamme de pH extracellulaire de 5,5 a 8
sur les efflux de nitrate induits par 3 signaux. L'efflux induit par la flagelline 22 est
peu dépendant de ce paramétre: la réduction maximum a lieu a pHe 8 et n’atteint que
20 %. Par contre, I’efflux induit par la pectolyase est trés sensible au pH et est
complétement aboli a pHe 8. Ceci milite en faveur d’une régulation du canal par le pH
mais peut aussi vouloir dire que la voie de signalisation de la pectolyase est stoppé. Un
artefact possible est aussi que ’activité de 1’enzyme soit impossible a des pHe si
alcalins et qu’en conséquence, l’élicitation n’ait pas lieu. En ce qui concerne
I’hydrolysat de chitine que nous avons testé, la variation des flux est trop faible pour
étre vraiment indicatrice. Néanmoins 1’efflux de nitrate dépendant de la chitine
apparait toujours significatif a pHe 8, ce qui semble indiquer une sensibilité faible au
pH externe.

L’effet du pH interne a lui aussi été testé sur les efflux déclenchés par la
flagelline 22 et la pectolyase. Une charge acide produite par 3 et 10 mM de propionate
de sodium (figure III-8), correspondrait a une acidification du cytoplasme de 1’ordre
de 0,2 et 0,6 unité¢ de pH (pHe 6; pKayropionate 4,87; (Mathieu et al., 1996)). L’effet est
drastique sur I’efflux induit par la flagelline 22 puisque dés 3 mM de propionate, on
observe une réduction de 1’ordre de 50 %. Par contre, I’efflux déclenché par la
pectolyase est inchangé dans cette gamme de concentration. Cela semble indiquer que
les canaux mis en jeu par la flagelline 22 sont recrutés par alcalinisation interne alors
que ceux recrutés par la pectolyase sont globalement insensibles au pH interne.

3- Discussion

Le tableau III-4 est un récapitulatif des caractéristiques des efflux obtenus en
réponse aux différents signaux que nous avons testés. Plusieurs canaux semblent
intervenir dans les quatre réponses. En effet, ces réponses présentent des
caractéristiques différentes, en particulier de perméation et de sensibilité aux
inhibiteurs. Le canal intervenant en réponse a la flagelline 22 est principalement
perméable au nitrate alors que celui activé par la pectolyase laisse aussi passer d’autres
anions comme le phosphate et certains anions organiques (figure II1-4). Il en est
probablement de méme pour le canal activé par choc osmotique s’il est comparable a
celui déclenché par choc hypoosmotique sur les parties aériennes de plantules (figure
III-2). Les inhibiteurs usuels de canaux anioniques permettent aussi de distinguer des
signaux déclenchant des efflux pouvant étre inhibés, c’est le cas de la flagelline 22, de
ceux dont les efflux semblent insensibles, c’est le cas de la pectolyase et du choc
hypoosmotique.

Deux grandes populations de canaux semblent donc intervenir dans les efflux en
réponse aux 4 inhibiteurs basés sur des propriétés de perméation et de profil
pharmacologique (tableau I11-4). Sur la base de ces caractéristiques, on peut proposer
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qu'il existe sur la membrane plasmique des cellules en culture au moins un troisiéme
canal anionique peu sélectif et peu sensible aux inhibiteurs testés, rendant compte des
efflux déclenchés par la pectolyase et le choc osmotique.

Le tableau I1I-4 met également en parall¢le les caractéristiques des efflux avec
celles décrites en patch-clamp pour les deux canaux anioniques de la membrane
plasmique. Sur la base de perméation et de la sensibilité aux inhibiteurs, le canal
rapide est un bon candidat pour étre activé en réponse a la flagelline 22, malgré 1’effet
du NH,-NPPB, inhibiteur habituellement inefficace sur le canal rapide. Le DIDS,
habituellement associé au canal lent, n’inhibe pas 1’efflux en réponse a la flagelline 22.

Il est malheureux que le sulfate ne soit pas plus accumulé dans cette souche de
cellule en suspension, car il serait assez informateur. Une des expériences clef a
réaliser a court terme sera de réévaluer la perméation du sulfate dans un systéme
cellulaire qui en accumule.

Les effets de la concentration en chlorure externe et des pH externe et interne n'a
pas permis d'accumuler beaucoup plus de corrélation ou plutdt des corrélations
négatives entre activité obtenues en patch-clamp et efflux de nitrate déclenché. On
peut toujours argumenter que les conditions de patch-clamp sont slirement trés
¢loignées de celles au voisinage de la membrane lors des expériences d'efflux.

Au laboratoire, plusieurs personnes s’intéressent aux réponses précoces des
cellules végétales au choc osmotique. Un choc hypoosmotique sur des cellules en
suspension d’Arabidopsis thaliana provoque un burst oxydatif, c’est a dire une
production de forme activé d’oxygene qu’il est facile de suivre par I’oxydation de
I’épinéphrine (Yves Mathieu, communication personnelle). Pour essayer d’identifier
les étapes de transduction du signal en amont de cette réponse, ils ont utilisé les
inhibiteurs de canaux anioniques. La figure III-9 montre qu’il existe une corrélation
entre le profil d’inhibition du canal rapide et celui du burst oxydatif en réponse au
choc hypoosmotique, a la flagelline 22 et a la pectolyase. Il est donc possible que le
canal rapide soit en amont de la production de formes activées d'oxygene. Ceci est en
désaccord avec les résultats obtenus pour les efflux, en particulier pour la pectolyase et
le choc osmotique: sur la base des caractéristiques pharmacologiques et de perméation,
il est possible que pectolyase et choc hypoosmotique activent deux canaux anioniques
différents, le premier de type rapide et impliqué dans la signalisation précoce et le
second responsable des efflux massifs d'anions (figure I11-10).
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D- Pour aller plus loin : premiers pas vers une activité
déclenchée et observée en patch-clamp

L'idéal serait bien sur d'observer directement la régulation d'un canal anionique
par un signal, en utilisant la technique du patch-clamp. Il existe peu de description de
telles approches réussies dans la littérature. Apres plusieurs années de tatonnement,
plusieurs équipes ont montré que le canal lent des cellules de garde de Vicia faba (Li
et al., 2000; Schwarz et al., 1998) et d'Arabidopsis thaliana (Pei et al., 1997) était
régulé par l'acide abscissique. Plus récemment, I'aluminium a ét¢ démontré activant
des canaux des cellules de la racine de mais et de blé. Dans chacun des deux cas le
signal est appliqué avant l'investigation en patch-clamp. Celle-ci est utilisée pour
révéler l'activité. La configuration cellule attachée a aussi permis de tels travaux. Par
exemple la lumiére (Cho et al., 1996; Elzenga et al., 1997a) et I'auxine (Philippar et
al., 1999) activent respectivement des canaux anioniques et des canaux potassiques de
la membrane plasmique.

Le principal probléme lors de telles approches est de maintenir les voies de
signalisation suffisamment intégres. La production des protoplastes, c'est a dire la
libération des cellules végétales de leur paroi pectocellulosique fait appel a des
traitements forts, tels des digestions enzymatiques et parfois un choc hypoosmotique.
Ils sont générateurs de stress, élicitent déja probablement certaines réponses et
détruisent certains maillons des voies de signalisation comme des protéines de la
membrane plasmique abimées par les traces de protéases dans les solutions d'enzymes.
En second lieu, les configurations les plus informatrices du patch-clamp nécessitent la
dilution du cytosol par la solution de pipette et donc imposent des conditions souvent
non compatibles avec des voies de signalisation.

Néanmoins, le patch-clamp reste la preuve ultime d'une régulation d'un canal par
un signal et j'ai pensé qu'il nous était nécessaire d'aller au dela de la recherche de
corrélation entre efflux et activités. La premiére étape est alors de mettre au point des
protoplastes qui répondent a certains signaux (ces essais ont été conduits par Marina
Faillot et moi-méme). Nous avons choisi comme signal la flagelline 22 et, parce que
ils étaient plus faciles a utiliser, nous avons suivi les variations de pH externe induites
par cet effecteur. A partir des cellules, dans nos conditions, la flagelline 22 provoque
une alcalinisation du milieu extracellulaire d’une unité pH en 15 minutes, c’est a dire
tout a fait comparable a ce qui est décrit dans la littérature (Felix ef al., 1999). Par
contre les protoplastes préparés par une digestion sur la nuit de la paroi
pectocellulosique, ne répondent plus a la flagelline 22. Sur les conseil de Jiirg Félix
qui sait obtenir des protoplastes y répondant, nous avons tenté de préserver I’intégrité
des protoplastes en utilisant de 1’acide ascorbique (10 mM), un anti oxydant, en
"trompant" les protéases par inhibition compétitive avec de la Sérum Albumine
Bovine (0,5 %) ou en utilisant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (SIGMA P8215).
Rien n’y fait: les protoplastes ne répondent plus a la flagelline 22, méme aprés une
journée de récupération.
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Chapitre IV:
RECHERCHE DE CRIBLES D'EXPRESSION EN
SYSTEMES HETEROLOGUES POUR LE CLONAGE DE
GENES CODANT DES CANAUX ANIONIQUES

A- Introduction

Malgré une connaissance de plus en plus approfondie des canaux de la
membrane plasmique et la description de nombreuses régulations grace a la technique
du patch-clamp, leurs roles physiologiques restent dans beaucoup de cas trés
hypothétiques. Cette technique utilisée seule ou complétée par d’autres approches plus
intégrées telles les efflux d’anions, ne nous a pas encore permis de conclure quant a la
fonction des canaux anioniques de la membrane plasmique des cellules de 1'hypocotyle
et des cellules en suspension. D'autre part, malgré des études bien entamées sur
certaines familles de génes codant potentiellement pour des canaux, comme les CLC,
nous n’avons pas a ce jour d’évidence de leur implication dans les activités que nous
avons caractérisées par la technique du patch-clamp. D’autre part, chez Arabidopsis,
62 % des protéines transmembranaires n’ont pas a ce jour de fonction connue (Ward,
2001). Parmi celles-ci, il est possible qu’il y ait des familles de génes codant pour des
canaux anioniques, familles non observées dans d'autres phylla ou n'ayant pas encore
¢été caractérisées comme étant des canaux chez les animaux.

Un de mes objectifs a donc été, durant ces derniers mois, de mettre au point des
cribles d’expression fonctionnelle en systeme hétérologue. Ceux-ci devraient nous
permettre de cloner des génes de plantes correspondant a des activités canal anionique
sans faire d’hypothese sur leur séquence. Cette approche s’inscrit donc en pendant de
celle consistant a travailler sur des geénes candidats dont les homologues chez les
systémes animaux codent des activités canal. C’est le cas au laboratoire des familles
CLC et plus récemment VDAC.

Un objectif annexe de cette approche est la mise au point de systémes
hétérologues d’expression pour les génes codant des canaux ioniques potentiels en
cours d’étude au laboratoire. En effet, contrairement a de nombreux CLC animaux,
I’activité de transport des CLC végétaux n’a pas ét¢ démontrée et les seules données
d’expression fonctionnelle publiées sont critiquées et remises en question par leurs
auteurs (Lurin, 1998; Lurin et al., 1996).

1- Quels sont les systémes d'expressions a notre disposition?

I1 existe plusieurs systeémes intéressants utilisés pour l'expression fonctionnelle.
Le tableau I'V-1 présente une liste des systémes d'expression hétérologue dans lesquels
il a été possible d’exprimer fonctionnellement des génes codant des canaux ioniques
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Tableau llI-1: Exemple d'expression de canaux ioniques de plantes en systéme hétérologue reportés dans la littérature.

Systéme d'expression Origine Geéne Type de Canal Systéme de détection Référence
hétérologue

Ovocyte de xénope Nicotiana tabacum NtCLC1 Anionique (CLC) Voltage-clamp a 2 élec. (1)
Ovocyte de xénope Nicotiana tabacum NtCLC2 Anionique (CLC) Voltage-clamp a 2 élec. (2)
S. cerevisiae Arabidopsis thaliana AtCLCc Anionique (CLC) Complémentation partielle du mutant Gef1 (3)
S. cerevisiae Arabidopsis thaliana AtCLCd Anionique (CLC) Complémentation partielle du mutant Gef1 (3)
S. cerevisiae Triticum aestivum TaVDAC1a 3 Anionique (VDAC) Complémentation partielle d’'un mutant VDAC" (4)
S. cerevisiae Pea OEP24 Anionique (VDAC) Complémentation partielle d’'un mutant VDAC (5)
Ovocyte de xénope Arabidopsis thaliana AtKAT1 K" entrant (Shaker) Voltage-clamp a 2 électrodes (6)
Ovocyte de xénope Arabidopsis thaliana AtAKT2/3 K" entrant (Shaker) Voltage-clamp a 2 électrodes (7)
Ovocyte de xénope Arabidopsis thaliana AtSKOR1 K" sortant (Shaker) Voltage-clamp a 2 électrodes (8)
Ovocyte de xénope Arabidopsis thaliana AtGORK K" sortant (Shaker) Voltage-clamp a 2 électrodes (9)
Ovocyte de xénope Arabidopsis thaliana AtGNC2 Canal K entrant Voltage-clamp a 2 électrodes (10)
Ovocyte de xénope Solanum tuberosum StKST1 K" entrant (Shaker) Voltage-clamp a 2 électrodes (11)
Ovocyte de xénope Solanum tuberosum StSKT1 K" entrant (Shaker) Voltage-clamp a 2 électrodes (12)
Ovocyte de xénope Lycopersicon LeLKT1 K* entrant (Shaker) Voltage-clamp a 2 électrodes (13)

esculentum
Cellule d'insecte Arabidopsis thaliana AtKAT1 K* entrant (Shaker) Patch-clamp (14)
Cellule d'insecte Arabidopsis thaliana AtAKT1 K" entrant (Shaker) Patch-clamp (15)
Cellule d'insecte Arabidopsis thaliana AtKCO1 K" sortant (KCO) Patch-clamp (16)
S. cerevisiae Arabidopsis thaliana AtKAT1 K" entrant (Shaker) Patch-clamp 17)
S. cerevisiae Arabidopsis thaliana AtAKT1 K" entrant (Shaker) Complémentation du mutant trk7trk2 - (18)
Croissance a faible K*
S. cerevisiae Arabidopsis thaliana AtKAT1 K" entrant (Shaker) Complémentation du mutant trk7trk2 - (19)
Croissance a faible K*

Cellule COS Arabidopsis thaliana AtAKT2/3 K" entrant (Shaker) Patch-clamp (7)

(1) Lurin (1998) (2) Lurin et al. (1996) (3) Gaxiola et al. (1998) (4) Elkeles et al. (1997) (5) Rohl et al. (1999) (6) Schachtman et al. (1992) (7) Lacombe
et al. (2000) (8) Gaymard et al. (1998) (9) Ache et al. (2000) (10) Leng et al. (1999) (11) Miller-Réber et al. (1995) (12) Zimmermann et al. (1998) (13)
(16) Czempinski et al. (1997) (17) Bertl et al. (1995) (18) Anderson et al. (1992)

Hartje et al. (2000) (14) Marten et al. (1996) (15) Gaymard et al. (1996)
(19) Sentenac et al. (1992)
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végétaux. Dans le cas des cellules de plantes, plusieurs systémes ont été utilisés pour
l'expression et quelques-uns dans des stratégies de crible visant a discriminer parmi
une population d'ADNc une séquence d'intérét.

Le probléme principal rencontré lors de la mise au point d'un crible d'expression
fonctionnelle visant a retenir certains ARN sur une grande population, est qu'il nous
faut pouvoir traiter de nombreuses séquences en paralléle. Nous ne pouvons alors nous
focaliser que, d'une part, sur des organismes que l'on peut transformer et "tester" a
grande échelle -le plus souvent il s’agit de microorganismes- ou, d'autre part sur des
organismes que l'on peut injecter avec de nombreuses séquences d'ADNc, quitte
ensuite a en réduire le nombre dans des étapes ultérieures -c’est principalement le cas
de I’ovocyte de xénope.

Dans le premier cas, le crible ne peut étre qu'extrémement simple ce qui veut
dire souvent assez indirect: on ne peut pas en effet imaginer "patcher" une grande
quantité de cellules exprimant chacune un géne de plante. Donc un des inconvénients
d'un tel systéme est qu'il nous faut nous focaliser sur des cribles rapides plus indirects
que le patch-clamp. L'autre probleme est que l'activité d'un canal constitué¢ par deux ou
plus de sous-unités ne pourra pas étre révélée dans un systeme d'expression ne
permettant pas d'obtenir I’expression d’'un nombre important de protéines.

Les procaryotes et en particulier la bactérie Escherichia coli sont des systémes
courants d'expression. Des geénes eucaryotes, le plus souvent codant des protéines
solubles, y ont été transcrits avec succes et leurs activités ont pu étre caractérisées
(Harris et al., 1986). L’expression de transporteurs de plantes (Kim et al., 1998) et de
canaux anioniques animaux (Tulk et al, 2000) sous forme fonctionnelle y a été
possible. Néanmoins, les divergences dans la machinerie de maturation entre
procaryotes et eucaryotes rendent beaucoup d’expressions impossibles et nous avons
préféré écarter ce systeme d’expression lors d’une approche de crible fonctionnel.

Les systemes d’expression eucaryotes ont 1’avantage d’étre plus proches des
plantes d’un point de vue maturation des protéines. Parmi les levures, il existe
plusieurs especes intéressantes, comme Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Hansenula polymorpha ou Pichia pastoris (Vernet,
1997). De plus, plusieurs systémes ont été¢ développés pour la caractérisation de
protéines a partir d’organismes pluricellulaires. Les cellules en culture d’insecte
(Gaymard et al., 1997), les cellules HEK (cellules embryonnaires humaines), les
cellules CHO (cellules ovariennes de hamster) et les cellules COS (cellules rénales de
singe) (Binet et al., 1997) peuvent étre transformées avec des ORF d’intéréts. Les
exemples d’expression et de caractérisation de canaux anioniques dans ces 4 systémes
ne manquent pas. L’ovocyte de xénope est aussi un systéme de choix dans la mesure
ou il est considéré comme une "machine" a traduire les ARNm. Il a ’avantage d’étre
aisément utilisable car de trés grosse taille, facile a injecter par une multitude de
séquences pas obligatoirement identiques et facile a mettre en ceuvre pour des mesures
de voltage-clamp (Stiihmer, 1992). De nombreuses protéines transmembranaires de
plante y ont été exprimées avec succés (Miller ef al., 2000).
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2- Détecter une activité canal anionique dans un systéme hétérologue

La stratégie la plus courante de clonage de geénes en systéme hétérologue
consiste & complémenter les phénotypes de mutants d'autres organismes, en particulier
de la levure Saccharomyces cerevisiae. L'exemple le plus marquant dans le domaine
végétal est probablement 1’identification des premiers génes codant pour des canaux
potassiques chez les plantes (Schachtman et al., 1992; Sentenac et al., 1992). Ces
canaux de la famille Shaker ont été clonés par complémentation du double mutant
trkltrk2 défectueux pour les systémes d'absorption de potassium (Madrid et al., 1998;
Rodriguez-Navarro et al., 1984). Comme organisme modele, la levure est trés
travaillée, son génome a été totalement séquencé et il existe actuellement de nombreux
outils, en particulier un grand nombre de mutants bien caractérisés. Le systeme
Saccharomyces cerevisiae est donc indiqué pour des stratégies de clonage par
expression hétérologue.

Dans le cas des canaux anioniques, la complémentation de mutants de levure est,
pour l'instant difficilement imaginable: le seul géne de canal connu chez
Saccharomyces cerevisiae est le géne GEF1 (Greene et al., 1993; Schwappach et al.,
1998) qui code une protéine CLC. D'une part son activité canal n'a pas pu a ce jour
étre démontrée, d'autre part le mutant gefl présente un phénotype complexe et
apparemment ¢éloigné des phénomenes de transports d'anions et en relation avec
I'homéostasie de certains métaux (Gaxiola et al., 1998). Il faut de plus ajouter que
parmi les membres de la famille des CLC végétaux, seuls AtCLCc et AtCLCd
complémentent seulement partiellement le phénotype complexe du mutant gef/
(Gaxiola et al., 1998).

La seule maniére de détecter et de caractériser d'emblée une activité canal
anionique, c'est a dire un transport de charges, est de mesurer les courants
transmembranaires par une technique de voltage-clamp. Malheureusement ces
mesures ne peuvent pas étre automatisées, car elles requicrent beaucoup de temps et
d'attention, et ne sont applicables a la mise au points de cribles que dans certains cas
ou l'organisme peut étre transformé avec de nombreuses séquences. Le seul systeme
répondant a ce critére est l'ovocyte de xénope, classiquement utilis¢ dans des
expériences de voltage-clamp a deux électrodes (voir annexe B) et qui peut étre injecté
avec des ensembles ou des sous-ensembles de transcrits représentant une population
ou l'ensemble des ARNm d'une cellule. Le crible consistera alors a détecter de
nouvelles activités canal anionique, ressemblant a des activités déja caractérisées sur
les membranes végétales natives. Chez les animaux, une telle approche a conduit a
l'identification du premier canal anionique de la famille CLC, nommé CLCO, a partir
d’une banque d’expression d’ADNc de I’organe électrique du poisson torpille Torpedo
marmorata (Jentsch et al., 1990).

Dans le cas des végétaux, une approche de ce type a conduit a 1'identification
d'une syntaxine, qui intervient dans la signalisation précoce de I’ABA (Leyman et al.,
1999). La derni¢re partie de ce chapitre traitera d'une premicre expérience ayant
I'ambition de conduire au clonage du canal anionique a cinétiques rapides par une
approche de ce type.
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Une autre philosophie de crible consiste a utiliser des techniques indirectes
permettant de mesurer les conséquences d'une activité canal anionique sur la
membrane plasmique. Celles ci sont d'une part une dépolarisation de cette membrane
et, d'autre part, un flux d'anions.

Sébastien Thomine tente actuellement de mettre au point un crible basé sur les
propriétés dépolarisantes des canaux anioniques (communication personnelle). L'idée
est d'utiliser la toxicité de I'hygromycine B. Cet antibiotique, qui passe les membranes
de facon dépendante du voltage, a donc une toxicité elle-méme dépendante du voltage.
Différentes expériences de mise au point sont actuellement en cours, consistant a
vérifier que I’expression au niveau de la membrane plasmique d’une protéine dont
I’activité est dépolarisante, rendra la levure plus résistante a ’hygromycine.

Un autre effet de l'activité de canaux anioniques sur la membrane plasmique est
la modification de la compartimentation des anions dans la cellule. De par la
polarisation de la membrane plasmique d'organismes tels les bactéries, les levures et
les plantes, 1'ouverture de canaux anioniques conduit a la sortie d'anions et doit en
théorie -et en particulier si les systémes d'influx sont incapables de contrebalancer la
sortie- se traduire par une diminution globale des concentrations anioniques
cytoplasmiques. J’ai essayé d'utiliser cette caractéristique pour batir un crible fondé
sur les concentrations cytoplasmiques en anions toxiques. Cette idée est développée
dans la partie qui va suivre.
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Figure IV-1: Principe de crible en levure fondé sur la toxicité de certains anions a forte
concentration dans le cytoplasme.
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B- Recherche d’un crible fondé sur la perméation d’anions
toxiques dans le pore des canaux anioniques de la membrane
plasmique

L'expression d'un canal anionique sur la membrane de levure a théoriquement un
effet sur les concentrations cytosoliques d’anions. Notre idée (figure IV-1) est de
rechercher des conditions dans lesquelles l'expression de canaux fera décroitre des
concentrations cytosoliques en anions toxiques au dessous du seuil critique -inhibiteur
de la croissance- et permettra la restauration de la croissance des colonies. Il s'agit
donc en théorie d'un crible positif.

Une condition nécessaire est 'accumulation effective des anions, potentiellement
toxiques, dans le compartiment cytosolique. Comme nous l'avons vu, il faut pour cela
un transport actif -c'est a dire énergisé- sur la membrane plasmique, car
'environnement membranaires des levures est trés comparable a celui des cellules
végétales: milieu extracellulaire pouvant étre trés dilué, forte accumulation dans le
cytoplasme, potentiel de membrane trés négatif di en particulier a I'activité de pompes
a protons et enfin, anions trés loin de leur potentiel d'équilibre électrochimique. Il
devrait donc exister des transporteurs d'anion sur la membrane plasmique des levures.
Quelles en sont les preuves? Il y en a peu d'ordre fonctionnel. En utilisant la technique
du patch-clamp appliqué a la membrane plasmique de Saccharomyces cerevisiae, on
peut caractériser une conductance chlorure dont I’activité est dépendante du pH et qui
pourrait correspondre a un tel transporteur (Roberts et al., 2000). De plus, récemment,
une protéine (YNL275w) présentant des homologies avec des cotransports animaux de
type sodium/bicarbonate et chlorure/bicarbonate a été clonée et localisée sur la
membrane plasmique (Zhao et al., 2001). Sur la base de compétition avec le DIDS, les
auteurs ont montré qu’elle avait de l'affinité pour les anions HCOs', CI', NO5", I’ mais
pas pour le SO4 et le PO4". Enfin, Hansenula polymorpha posséde un transporteur de
nitrate YNT1 (pour Yeast Nitrate Tranporter 1) (Perez et al., 1997).

La perméation d’anions toxiques dans ce type de transporteur est trés peu
documentée. Cependant, on peut penser qu'une sensibilité de la levure a un anion est
due a son effet toxique dans la cellule et qu’en conséquence il est activement
transporté, d’autant plus que cette sensibilité existe a faibles concentrations.

Pour vérifier ces hypothéses et tenter de batir un crible d’expression, nous avons
décidé¢ de tester ’effet de I’expression de geénes codant pour des protéines dont
I’activité canal anionique a déja été démontrée. Ces contrdles positifs primordiaux
doivent nous permettre de valider et d’éventuellement étalonner notre crible. Dans un
premier temps nous avons décidé de tester le géne codant pour un canal chlorure des
cellules de muscle squelettique humain, HsCLCI1. Il s’agit d’un canal trés étudié,
activé par dépolarisation, et dont il existe des formes de mutants ponctuels présentant
une sélectivité en faveur du nitrate et une régulation par le voltage affectée voir abolie
(Fahlke et al., 1997). Nous avons retenu les mutants G230A, G230E et G233A. Plus
tard, nous avons voulu utiliser des génes de canaux s’exprimant dans la levure. C'est le
cas du TmCLCO, AtCLCc et AtCLCd qui complémentent fonctionnellement le geéne
GEF1 de levure (Gaxiola ef al., 1998). Méme si la protéine GEF1 est censée se trouver
sur la membrane de vésicules du Golgi, on peut supposer que la localisation sur leur
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membrane native de canaux capables de complémenter le mutant gef/ est autre. En
effet, cette complémentation peut résulter d'une localisation transitoire dans le
compartiment golgien, avant une autre destination telle que la membrane plasmique ou
le tonoplaste.

Les vecteurs d’expression pour les différentes espéces de levure sont brievement
décrits dans le tableau A-1 de I’annexe B (Matériels et Méthodes).

1- Le systéme chlorate/nitrate réductase chez Hansenula polymorpha

Notre premicre idée était que la levure Saccharomyces était globalement
insensible au statut des anions dans le milieu extracellulaire. Nous avons donc
recherché des systemes d’expression moins classiques pour lesquels il existait des
arguments de sensibilit¢ a certains anions toxiques. C’est le cas d’Hansenula
polymorpha.

a- Le principe du trépied Chlorate, Nitrate reductase et Perméabilité

La levure Hansenula polymorpha est une levure méthylotrophique capable
d'utiliser le nitrate comme source d'azote (figure IV-2) selon une voie d'assimilation
comparable a celle des plantes c'est a dire faisant intervenir des protéines de transport
(Perez et al., 1997) couplées a une nitrate et une nitrite réductases (Avila et al., 1995;
Brito et al., 1996). Ce systeme est fortement inductible par de faibles concentrations
de nitrates dans le milieu (Avila et al., 1998) et, dans ces conditions, Hansenula est
sensible au chlorate. Cette sensibilité est probablement due a la réduction par la nitrate
réductase du chlorate en chlorite, anion extrémement réactif et donc toxique. Nous
avons décidé d'utiliser ce systéme pour essayer de batir un crible: I'expression d'un
canal anionique sur la membrane plasmique doit pouvoir faire décroitre les
concentrations cytosoliques en chlorite ou en son précurseur, le chlorate, et sauver la
cellule.

Dans la méme veine, nous avons imaginé utiliser des levures n'exprimant pas de
nitrate réductase endogeéne mais transformées par une nitrate réductase de plante. Ces
systémes auraient alors I'avantage d'étre dépouillés de tous les systeémes de controle de
la voie d'assimilation du nitrate. Si le transport des anions dans le cytosol se fait bien,
on peut imaginer avoir une sensibilité au nitrate ou au chlorate due a leur réduction en
nitrite et chlorite. Les levures Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris ont été
utilisées pour produire la nitrate réductase végétale, 1'idée étant ensuite de I'extraire et
de pouvoir bien étudier la régulation de son activité. Dans le premier cas (Truong et
al., 1991), l'activité n'a pas pu €tre mise en évidence malgré la production de
l'apoprotéine. L'hypothése des auteurs est une absence de maturation post-
traductionnelle et en particulier 1'impossibilité d'inclure le cofacteur molybdéne. Il
nous a paru difficile d'utiliser ce systéme et nous nous sommes tournés vers Pichia
pastoris. Dans ce cas (Su et al., 1996; Su et al., 1997), une protéine active a pu étre
purifiée, ce qui indique que le probléme rencontré avec S. cerevisiae ne se pose pas
dans cette autre espece de levure.

Nous avons fait le pari que I'activité nitrate réductase observée dans un extrait de
levure traduirait une activité cytosolique. Quelques expériences ont été réalisées dans
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Figure IV-3: Résultats obtenus avec la levure Hansenula polymorpha. (A) Toxicité du chlorate
dans le milieu HpYNB (voir annexe B) sur la souche sauvage NCYC 495. (B) Construction basée sur
pHIPX7 (voir site du Dr Richard Baerends, www.biol.rug.nl/fem/tools.htm), utilisée pour exprimer les
génes hCLC1 dans Hansenula polymorpha . Un fragment PCR contenant I'origine de réplication
HARS1 (~2,7kb) entre deux sites Nhe1 a été cloné au site Nhe1 de pHIPX7, originairement plasmide
intégratif. Des fragments PCR des génes HsCLC1 sauvages et mutés entre 2 sites BamH1 ont été
clonés au site BamH1 entre le promoteur constitutif et le terminateur de pHIPX7 (C) Effet de
I'expression des différents génes hCLC1 sur la croissance de la levure sur le milieu HpYNB (voir
annexe B) contenant 25 mM chlorate de potassium. Les plasmides utilisés sont pHIPX7A et pHIPX7Aa
ad.
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ce systeme avec la souche GS115h (Su et al., 1997) fournie par Nigel Crawford. Dans
ce cas aussi nous espérons que l'expression de la nitrate réductase permette la
réduction du nitrate ou du chlorate en nitrite et chlorite, qui faute de détoxication,
tueront la cellule. L'expression d'un canal anionique devrait permettre l'efflux de ces
deux anions ou de leur précurseurs et sauver la cellule.

b- Premiers essais: sensibilité de Pichia pastoris et Hansenula polymorpha aux
précurseurs des anions toxiques

L’expression de la nitrate réductase chez Pichia pastoris ne modifie pas sa
sensibilité au nitrate et au chlorate

Les essais dans Pichia pastoris montrent que le chlorate, jusqu’a une
concentration de 100 mM, et le nitrate, jusqu’a 300 mM, n’induisent pas de
modification de croissance dépendant de I’expression de la nitrate réductase de plante
(non montré). De plus, la recherche d'une telle sensibilité a été rendue difficile par le
comportement de la souche en milieu liquide. Pichia semble étre capable d'adopter un
mode de croissance a cellules bien séparées ou au contraire de former des agrégats
sans que 1’on en sache la raison. Ceci empéche de suivre la croissance avec des
mesures de densité optique. Ce systéme, potentiellement intéressant, s’est donc révélé
décevant et a été abandonné.

La levure Hansenula polymorpha est sensible au chlorate

Une premiere expérience a consisté a vérifier la sensibilité au chlorate de la
levure Hansenula polymorpha, telle qu'elle est décrite par Perez et ses collaborateurs
(1997), cultivée en milieu liquide. Nous avons effectivement observé une sensibilité
au chlorate avec un ECsy de 1'ordre de 20 mM. Comme ces auteurs le font remarquer,
cette sensibilité est trés inférieure a celles qui ont pu étre mises en évidence dans le cas
des plantes, de l'ordre du millimolaire (Tsay et al., 1993). Ceci pose la question du
mécanisme d'entrée du chlorate dans la cellule. Est-ce réellement par un systéme de
cotransport? On peut se demander si, a partir de fortes concentrations extérieures de
chlorate, un simple phénomene diffusif ne suffirait pas a permettre des concentrations
toxiques dans la levure de l'ordre de 10-100 uM. Qu'aura alors comme effet
l'expression d'un canal anionique sur la membrane plasmique?

Dans un second temps, et puisque le but est de batir un crible d'expression sur
boites de Pétri, nous avons vérifi¢ que cet effet chlorate était conservé sur milieu
solide (figure IV-3A). Les doses induisant une diminution de la croissance sont alors
comparables a celles observées en milieu liquide, c'est a dire supérieures a 20 mM. J'ai
refait la méme expérience (résultats non montrés) avec des concentrations inférieures
de nitrate (0.5 mM au lieu de 50 mM), afin de mettre en évidence une possible
compétition entre nitrate et chlorate face a la nitrate réductase. Cela ne semble pas étre
le cas.

104






Chapitre 1V - Mise au point de cribles d'expression

c- L’expression de hCLC1 sauvage et des mutants ponctuels n'induit pas de
modification de croissance d’Hansenula polymorpha.

Les résultats concernant Hansenula polymorpha exprimant les génes hCLCI1
sauvage et mutant dans le plasmide pHIPX7 modifi¢ (figure IV-3B) n'ont pas permis
d’observer une tolérance accrue au chlorate (figure [V-3C).

Une premicre explication pourrait étre que notre hypothese de départ est fausse:
le chlorate n'entre pas par des cotransports, mais par un phénomene diffusif. Ceci est
cohérent avec le fait qu’il faille de fortes concentrations de chlorate pour réduire la
croissance de la levure (figure IV-3A). Evidemment dans ce cas, 1’expression d’un
canal anionique risque de ne pas avoir d’effet sur la croissance, voire méme
d’accroitre la sensibilité de la souche. Ce n’est pas cependant le cas.

Une autre explication possible est que la concentration de chlorate dans le milieu
de culture soit trop forte. Dans ce cas, I’expression d’un canal anionique, surtout si elle
est faible, n’est pas suffisante pour réduire les concentrations cytosoliques en dessous
du seuil de toxicité.

Enfin, il est possible que hCLCI ne soit pas fonctionnellement exprimé dans la
levure, ou que sa localisation ne permettent pas une modification de la sensibilité au
chlorate. Il nous est donc nécessaire de réaliser de nouveaux contrdles positifs en
utilisant des génes de canaux, non pas sélectionnés sur leur capacité a transporter le
nitrate et a présenter des caractéristiques idéales de dépendance aux voltage, comme
nous l'avions fait pour hCLC1, mais plus simplement de choisir des génes connus pour
étre fonctionnellement exprimés dans la levure. C'est le cas du canal codé par le gene
TmCLCO du poisson Torpedo marmorata et des produits des deux geénes
d'Arabidopsis thaliana AtCLCc et AtCLCd qui sont capables de complémenter le
mutant de levure gef7 (Gaxiola et al., 1998).

Au cours de cette expérience avec Hansenula, deux autres limites de ce systeme
me sont apparues: tout d'abord a fortes concentrations en chlorate, il est possible
d'observer des échappées, c'est a dire l'apparition de colonies poussant beaucoup plus
vite que la normale, méme sur de fortes concentrations en chlorate. Les raisons
pourraient &tre, entre autres, des pertes de fonction soit du transporteur soit de la
nitrate réductase. Evidemment ces colonies sont potentiellement des faux positifs dans
un crible ! La seconde observation est que l'efficacité de transformation de cette
levure, méme si elle est présentée comme pouvant étre de l'ordre de 10° (Faber ef al.,
1994) est plutdt de 'ordre de 10°-10°, c'est a dire largement insuffisante pour pouvoir
cribler sans une longue optimisation du protocole de transformation. Pour ces raisons,
nous avons décidé de ne pas nous acharner sur le systeme Hansenula polymorpha.

2- Les anions toxiques sans a priori

a- L'expression de canaux anioniques affecte peu la croissance de Saccharomyces,
méme sur des milieux riches en anions potentiellement toxiques

Comme précédemment, le principe des expériences qui vont suivre est fondé sur

l'idée que les anions sont toxiques s’ils sont sur-accumulés dans les cellules.
L'expression d'un canal anionique sur la membrane plasmique pourra faire décroitre
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Tableau IV-2: Résumé des différentes tentatives de recherche d'un phénotype sur anions toxiques induit par I'expression de génes de canaux
anioniques dans la levure.

Souche / géne KCI KSCN KF KBr Ki KNO, KCIO;
Insv21 / HsCIC-1 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? /
(sauvage et muté)
CN3 / HsCIC-1 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? 1-10-100mM? /
(sauvage et muté)
w303 / TmCLC-0 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM® 150-1500mM° 3-30-300mMP 0,1-1-10mM®° 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
w303 / AtCLCa 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM® 150-1500mM° 3-30-300mMP 0,1-1-10mM® 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
w303 / AtCLCc 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM®° 150-1500mM° 3-30-300mMP 0,1-1-10mM®° 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
w303 / AtCLCd 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM® 150-1500mM° 3-30-300mMP 0,1-1-10mM® 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
CN3/ TmCLC-0 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM® 150-1500mM° 3-30-300mMP 0,1-1-10mM® 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
3,3-6,6-10mM°
CN3/AtCLCa 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM® 150-1500mM° 3-30-300mMP 0,1-1-10mM® 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
3,3-6,6-10mM°
CN3/ AtCLCc 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM® 150-1500mM°® 3-30-300mMP 0,1-1-10mM®° 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
3,3-6,6-10mM°
CN3/ AtCLCd 3-30-300mMP 3-30-300mMP 1-10-100mM® 150-1500mM° 3-30-300mMP 0,1-1-10mM®° 3-30-300mMP
150-1500mM° 3-30mM° 1-10mM°
3,3-6,6-10mM°

Composition des milieux: (@) YNB 0,17 % - (NH4),SO,4 0,5 % - D-glucose 2 % - Histidine 20 mg/ml - Tryptophane 50 mg/ml - Adenine 10 mg/ml - Leucine 100
mg/ml - Agar 1,5 %. (b) YNB 0,17 % - (NH4),SO4 0,5 % - D-glucose 2 % - Histidine 20 mg/ml - Tryptophane 50 mg/ml - Adenine 10 mg/ml - Uracyl 20 mg/ml -
Agar 1,5 %. (c) Milieu pauvre: YNB 0,034 % - (NH4).SO,4 0,15 % - D-glucose 0,24 % - MES 20 mM - NaOH jusqu'a pH 6 - Histidine 20 mg/ml - Tryptophane 50
mg/ml - Adenine 10 mg/ml - Uracyl 20 mg/ml - Agar 1,5 %.
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cette concentration sous un seuil critique. Nous avons regardé la sensibilité de souches
de Saccharomyces exprimant des canaux anioniques a toute une série d’anions sans a
priori.

Plusieurs critéres sont a prendre en compte pour établir un tel crible. Par
exemple, il est intéressant de tester différentes souches ou mutants exprimant un canal
anionique, avec comme idée qu'une résistance (ou une sensibilité) pourra étre révélée
dans le contexte d'une souche déja pénalisée par certaines mutations. J’ai utilisé le
mutant CN3 (Navarre et al., 2000) qui est une levure dont le géne PMP3, codant un
protéolipide, est muté. Elle présente comme phénotype d'avoir une membrane
plasmique hyperpolarisée et des phénomeénes de transport affectés: elle est
hypersensible aux molécules chargées pénétrant de facon diffusive, comme
l'antibiotique hygromycine B et le NaCl.

Un autre parametre sur lequel on peut jouer, est le milieu de croissance. Il peut
étre plus ou moins appauvri, avec comme idée de pénaliser ou de favoriser les souches
qui expriment les geénes dans des conditions limitantes. Les différentes conditions
utilisées pour révéler un phénotype dépendant de l'expression d'un canal anionique
sont résumés dans la tableau IV-2. Les anions ont été ajoutés sous forme de sel de
potassium.

Parmi les différentes conditions de milieu, de plasmides et de souches, seules
quelques combinaisons ont semblé intéressantes. Toutes les différences
potentiellement intéressantes apparues lors d'un premier crible, ont été retestées dans
les mémes conditions sur une ou deux autres souches transformées indépendamment.

b- TmCLCO0 confére une croissance plus faible a la levure CN3

La figure IV-4 montre que le géne TmCLCO exprimé dans la souche de levure
particuliere CN3, dont le géne codant pour un protéolipide PMP3 est délété (Navarre
et al., 2000), induit un retard de croissance uniquement sur milieu appauvri (voir
légende de la figure). Pour aller plus loin, nous avons refait ce type d'expérience en
milieu liquide (figure IV-5). Sur un milieu YNB complet, la souche CN3/TmCLCO0
croit normalement (figure IV-5A). Sur un milieu appauvri (figure IV-5B), j’ai de
nouveau observé un retard de croissance par rapport a la souche controle.

La question que nous nous sommes posés est de savoir quel était le facteur
limitant pour sa croissance dans ces conditions. L'ajout de KCl a des concentrations
supérieures a 100 mM dans le milieu appauvri permet de restaurer une croissance
comparable a celle de la souche transformée avec un vecteur vide (figure IV-5B et C).
Je n’ai pas actuellement réalisé les expériences discriminantes montrant que cet effet
KCI est bien di a I’anion chlorure et non pas au potassium ou a un simple effet
osmotique.

La réduction du taux de croissance induit par CLCO peut étre expliquée par une
fuite d’anion hors de la cellule par la protéine CLCO: a faibles concentrations en
chlorure, cette fuite est limitante. Elle ne 1’est plus si on compléte le milieu appauvri
par un exces de ’anion.

L'effet de l'expression de TmCLCO n'a pas été retrouvé avec d'autres membres
de la famille que nous avons testés (AtCLCa, c et d; HsCLC1).
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Figure IV-4: Sensibilité des souches
W303 et CN3 exprimant des génes de
CLC au milieu de croissance. Les
vecteurs utilisés sont respectivement

pRS315 (contréle), pPRG120 (TmCLCO),
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pRG175 (AtCLCa), pRG176 (AtCLCc) et
pRG178 (AtCLCd). Remarquez I'effet de
I'expression de TmCLCO dans la souche
CNa3 (fleche). (A) Milieu YNB: 0,17 %
yeast nitrogen base without amino acids
and ammonium, 0,5 % (NH 4)2S04, 2 %
D-glucose, 20 mg/L histidine, 50 mg/L
tryptophane, 10 mg/L adenine, 20 mg/l
uracyl, 1,5 % Agar. (B) Milieu YNB
appauvri: 0,034 % yeast nitrogen base
without amino acids and ammonium,
0,15 % (NH4)2S0s4, 0,24 % D-glucose, 20
mg/L histidine, 50 mg/L tryptophane, 10
mg/L adenine, 20 mg/l uracyl, 1,5 %
Agar.
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Figure IV-5: Caractérisation rapide de la souche CN3 exprimant ’ C
TmCLCO et AtCLCa. Les vecteurs utilisés (voir tableau A-2) sont 07
pRS315 (contrdle), pPRG120 (TmCICO) et pPRG175 (AtCICa). (A) '
Courbe de croissance (DO a 600 nm) en milieu riche liquide de la 0.6 -
souche CN3 contenant I'un des 3 vecteurs. Milieu:0,17 %yeast '
nitrogen base without amino acids and ammonium, 0,5 % (NH4)2SO4, 2 o 0,5
% D-glucose, 20 mg/L histidine, 50 mg/L tryptophane, 10 mg/L A
adenine, 20 mg/l uracyl. (B) Courbe de croissance (DO a 600 nm) en 0,4
milieu appauvri li quide de la souche CN3 contenant 'un des 3
vecteurs. Milieu:0,034 %yeast nitrogen base without amino acids and 0,30
ammonium, 0,15 % (NH 4)2S0s, 0,24 % D-glucose, 20 mg/L histidine,
50 mg/L tryptophane, 10 mg/L adenine, 20 mg/l uracyl. (C) Effet du KCI 0,2 1 O Controle
dans un milieu pauvre sur la croissance des 3 souches. DO a 600 nm A AtCLCa
aprés 19n30 de culture. 2 ml de milieu ensemencés avec 20 uL d’'une 0,14 -
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3- Conclusion sur la mise au point d'un crible basé sur la perméabilité
d'anions toxiques dans le pore des canaux anioniques

Il nous a été a ce jour impossible de trouver des conditions dans lesquelles
I’expression d’un CLC donne un avantage sélectif aux levures, qu’elles soient de
I’espéces Hansenula polymorpha ou Saccharomyces cerevisiae. Par contre CLCO
exprimé spécifiquement dans la souche CN3 est capable d’induire un retard de
croissance sur certains milieux.

Cet effet, observable apparemment uniquement dans le cas de cette souche
montre I’importance d’utiliser plusieurs souches différentes avec un intérét particulier
pour celles ayant des problémes de transport ou de détoxication. Je pense qu’il est
important de continuer de telles approches avec de nouvelles souches. Des souches me
semblant intéressantes sont les mutants sans vacuole que 1’on peut penser étre affectés
dans la détoxication au sens large (Robinson et al, 1991). Un autre travail
potentiellement intéressant pour nous est I'analyse du turn-over et de la localisation de
la protéine membranaire CFTR exprimée dans différents mutants du traffic
membranaire ou de dégradation des protéines (Liser et al., 2001). Certains d'entre eux
pourraient se révéler idéal pour tenter I'expression de canaux ou tenter d'accroitre des
effets en modifiant, c'est a dire en forcant l'adressage de protéines canal.

a- Perspective : I’expression de CLCO fournit de nouvelles pistes pour la
compréhension du réle des canaux anioniques dans les cellules animales et
végétales

Je n’ai malheureusement pas pu aller beaucoup plus loin dans la caractérisation
de I’effet de CLCO dans la souche CN3 au moment de la rédaction de ce manuscrit de
thése. Dans un premier temps, je compte travailler sur les conditions du milieu pour
essayer d’accroitre I'effet d’une telle expression sur la croissance de la souche CN3. Le
milieu pauvre phosphate/arginine semble assez intéressant car il ne contient pas
d’anions autres que le phosphate (Rodriguez-Navarro et al., 1984).

Je voudrais de plus confirmer que cet effet est bien dii a l'expression
fonctionnelle du canal anionique TmCLCO. L’anion chlorure semble capable de
restaurer la croissance de la levure qui exprime le canal. Je voudrais savoir si d’autres
anions ont cette méme capacité et s’il y a une relation entre cet effet et la sélectivité du
pore de CLCO caractérisé en patch-clamp (Paulmichl e al., 1993). De plus, on peut
imaginer utiliser les inhibiteurs de canaux anioniques bloquant I'activité de CLCO et
qui devraient étre capables de restaurer une croissance normale a la souche CN3
exprimant le canal sur un milieu appauvri. Enfin, la preuve ultime nous viendra peut-
étre du patch-clamp appliqué a la levure qui devrait nous permettre de caractériser de
nouveau la conductance CLCO.

b- Pour aller plus loin...
Outre I'intérét pour la caractérisation du CLCO, qui ne nous concerne que
modérément en tant que laboratoire de physiologie végétale, ces premiers résultats

montrent que 1’on peut batir un crible en systéme levure pour identifier de nouveaux
genes de canaux anioniques. Il consisterait a rechercher des colonies croissant mal sur
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milieu pauvre en anions et dans un second temps voir si cette effet est réversé sur un
milieu riche. Comme tout crible négatif, il est délicat a mettre en ceuvre et nécessite de
travailler les conditions de maniére a en trouver pour lesquelles la réponse soit du type
tout ou rien.

On peut aussi imaginer utiliser un tel systéme pour rechercher de nouveaux
inhibiteurs de canaux anioniques. De telles molécules devraient étre capables de
restaurer la croissance de la souche dans des conditions de milieu a faible teneur en
anions. Comme nous I’avons déja plusieurs fois mentionné, nous manquons
cruellement d’inhibiteurs spécifiques des canaux anioniques.

Un autre intérét est, en particulier si I’on peut retrouver 1’activité du CLCO sur la
membrane plasmique grace au patch-clamp, est qu’il va étre possible en se basant sur
des chiméres de "forcer" I’adressage d’autres CLC a cette membrane. On sait que
I’adressage est une des grandes limites du systéme levure. J’envisage donc de
systématiquement fusionner la partie N-terminale du CLCO avec les 7 autres CLC
d’Arabidopsis pour voir d’une part s’ils modifient le taux de croissance de la levure
CN3, et d’autre part si, en patch-clamp il est -enfin- possible de caractériser les
activités des membres CLC végétaux.
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C- Tentative de clonage du canal anionique a cinétiques
rapides: I'effet activateur du sulfate est-il conservé en
ovocyte de Xénope?

1- Principe

Nous avons vu que le canal anionique a cinétiques rapides des cellules de
I’hypocotyle (article n°l) ainsi que ceux des cellules en culture (chapitre II), des
cellules de racines (Kiegle et al., 2000) et des cellules de garde (Pei ef al., 2000) était
perméable pour le sulfate mais aussi était efficacement activé par cet anion en patch-
clamp. Le mécanisme de cette activation n’est pas encore connu mais semble faire
intervenir des ¢éléments étroitement associés au canal (voir ajout discussion article
n°l). Ces deux caractéristiques, perméation et régulation, permettent de bien identifier
le canal dans son systéme d’origine et pourraient nous permettre de le caractériser
dans un systéme hétérologue.

L'ovocyte de xénope est un systéme aisément injectable par des ARN messagers
ou des ARN complémentaires (Soreq et al., 1992). S’il est possible de suivre une
activité canal dans des ovocytes ainsi injectés, par exemple avec les ARN polyA
extraits de cellules végétales, une stratégie de clonage peut consister a remonter au
gene codant cette activité en divisant la population d’ARN selon des criteres a définir,
le plus courant étant la taille des messagers. Il est possible d'appliquer a 1'ovocyte une
technique de voltage-clamp robuste (Stiihmer, 1992) qui a déa permis Ia
caractérisation de nombreuses protéines électrogeénes (Boorer et al., 1992; Miller et
al., 2000; Sigel, 1990). Le premier CLC cloné, provenant du poisson torpille Torpedo
marmorata, a été cloné par une stratégie identique d’expression de large population
d’ARNm (Jentsch et al., 1990). Chez les plantes, un géne codant pour une protéine, la
syntaxine, intervenant dans la signalisation ABA et régulant des conductances de la
membrane plasmique a été cloné de fagon semblable (Leyman ef al., 1999).

Toutefois, un des inconvénients majeurs du systéme ovocyte est que la
conductance de la membrane plasmique est dominée par des canaux anioniques
(Weber, 1999) et qu’il peut devenir difficile de distinguer les conductances endogénes
de celle provoquée par I’expression de séquences exogenes. C’est pour nous une limite
a I’expression hétérologue, surtout si I’on ne sait pas bien ce que 1’on recherche. Le
sulfate peut nous permettre de pallier ce probleme dans la mesure ou il est concevable
qu’il ne soit pas perméant dans les canaux endogenes de 'ovocyte. Des expériences
préliminaire d’injection de K,SO4, jusqu’a 20 mM (concentration finale évaluée), ont
montré que le sulfate ne modifiait pas de fagon notable la courbe IV de la membrane
plasmique (résultat non montré¢). Par contre dans les systemes végétaux, nous avons
montré que le sulfate a des concentrations de cet ordre ralentit fortement le run-down
du canal rapide (article n°1).
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Figure IV-6: Effet de I'injection de
sulfate et/ou d’ARN polyA sur les
courants de la membrane plasmique
de I'ovocyte de xénope suivi en
voltage clamp a deux électrodes. (A)
Principe de I'expérience. (B) Courants
moyens (+SE) obtenus a la fin de
pulses de 2680 ms balayant les
voltages de 70 mV a -190 mV par pas
de 20 mV. Le potentiel de repos est de
-30 mV et les pulses sont effectués
toutes les 8 secondes. (C)
Récapitulation des courants obtenus a
-90 mV dans les différentes conditions
pour chaque ovocyte. Méme
signification des symboles que pour B.
(D) Récapitulation des courants
obtenus a 70 mV dans les différentes
conditions pour chaque ovocyte. Méme
signification des symboles que pour B.
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2- Premiére expérience: injection de sulfate ne permet pas d’activer de
conductance de type rapide dans les ovocytes de xénope préalablement injectés
avec des ARN polvA

La premicére expérience que nous avons faite a consisté a rechercher la signature
anionique du canal du type rapide dans des ovocytes de xénope injectés avec des ARN
polyA d'drabidopsis. La figure IV-6A résume cette expérience: j’ai dans un premier
temps inject¢ des ARN polyA (50 nL) ou de I’eau (50 nL) a deux lots d’ceufs puis
quelques heures avant 1’expérience de voltage-clamp injecté a nouveau soit du sulfate
de potassium (50 nL d’une solution meére a 100 mM) soit de 1’eau (50 nL). La
technique du voltage-clamp a deux électrodes permet d’avoir une idée des activités des
différents transporteurs électrogénes de la membrane plasmique dans les quatre lots
d’ceufs obtenus et de batir la courbe IV dans chacun des cas (figure IV-6B). J’ai choisi
de n’écarter aucun ovocyte sur des criteres de potentiel de membrane ou de
conductance, car I’effet d’une expression des protéines de plantes sur ces paramétres
m’est inconnu. Les figures IV-6C et D montrent les courants obtenus pour chaque
ovocyte a deux potentiels pour lesquels une activité de type canal anionique doit avoir
une influence: a -90 mV, on se situe prés du potentiel du pic de courant (causé par la
perméation, dans ce cas, du sulfate interne et des anions endogénes comme le chlore)
et a 70 mV, on sait le canal rapide présente un fort courant sortant correspondant a un
influx des anions du bain (la concentration d’ion chlorure dans le bain ORC2 (voir
matériels et méthodes) modifié pour les expériences de voltage-clamp est proche de 90
mM). Comme le montre la figure IV-6, il n'est pas possible de conclure a 1'expression
d'une conductance anionique de type rapide sur le membrane des ovocytes exprimant
potentiellement des protéines d'Arabidopsis.

3- Discussion et perspectives

Cette premicre expérience n'a pas €été trés concluante. Néanmoins elle n'est pas
non plus suffisante pour écarter ce type de crible et j'envisage d'aller plus loin en
améliorant les points par lequel le systeme péche.

On peut proposer plusieurs raisons pour ce premier résultat non positif.

Tout d’abord, il est possible que notre protéine d’intérét ne soit pas
fonctionnellement exprimée dans ce systéme ou que le sulfate ne soit pas capable de
I’activer parce qu’il manque des étapes dans la "signalisation sulfate".

On peut aussi imaginer qu’elle soit bien exprimée, mais que sa densité soit trop
faible pour étre détectée par la technique du voltage-clamp a deux électrodes. En effet,
il ne serait pas étonnant qu’une partic des ARNm de plantes ne soit pas ou soit peu
efficacement traduite par la machinerie de I’ovocyte. Pour essayer d'accroitre les
chances de détection d'une perméabilité au sulfate, j'ai pensé qu'il me fallait favoriser
'expression des genes de plantes, en particulier il est maintenant démontré que 1'on
peut stabiliser les transcrits en les fusionnant aux séquences flanquantes non codantes
de la B-globine (Krieg et al., 1984). Le vecteur est construit: il contient la séquence
codante de la GFP entre les deux sites SfilA et SfilB, fusionnée avec les séquences
non codantes de la 3-globine (figure IV-7A). Le produit de la transcription d’une telle
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Figure IV-7: Validation du vecteur de transcription pour ovocytes de xénope. (A) Vecteur pXGS1 prévu
pour le clonage de la banque d’ADNc. Un fragment PCR est utilisé pour amplifier la séquence codante de la
GFP et lui adjoindre, avant 'ATG, les sites BamHi1 et Sfi1A, et au dela du codont stop les sites Sfi1B puis
BamH1. Ce fragment est sous cloné dans le vecteur pX[3G-ev1 (Maurel et al. 1993) au site Bgl2 en utilisant
les sites BamH1. (B) Exemples d’ovocytes injectés avec 50 nL d’eau ou avec 50 nL de transcrit (0,4ug.uL)
GFP. Gauche: lumiére visible. Droite: excitation autour de 430 nm, image obtenue autour de 530 nm. Les
ARNCc sont obtenus par linéarisation du vecteur pXGS1 au site Not2 et transcription T3. Les sites Sfi1A et B
ont été séquencés pour vérification.
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construction, injecté dans des ovocytes, permet 1’expression de la GFP (figure IV-7B).
De I’autre c6té, nous avons construit la banque d’ADNc entre les deux mémes sites de
restrictions (voir matériels et méthodes). Par contre, nous n’avons pas encore introduit
ces fragments dans ce vecteur.

D'autre part, il se peut que le systéme de voltage-clamp ne soit pas assez sensible
pour la détection d’une activité codée par une ou quelques séquences "noyées" dans
beaucoup d’autres. Je pense qu’il est nécessaire dans les premicres étapes du crible
d’avoir une approche moins fine mais plus sensible que la technique du voltage-clamp.
Cela pourrait consister a utiliser du sulfate marqué radioactif, microinjecté dans les
ovocytes exprimant la banque d’ADNc végétaux, qui nous permettrait de suivre un
efflux de radioactivité. Mes calculs, intégrant la taille de I’ovocyte et une évaluation
de l'efficacité de transcription, montre qu'un tel systéme est tout a fait utilisable.

Ce travail, initié tardivement au cours de ma thése, n’a pas dépassé le stade des
premieres expériences. Outre le manque de temps, I’'une des raisons en est le point
délicat de la construction d’une banque d’expression en systeme hétérologue qui
nécessite d’optimiser d’une part le ligation des fragments dans le vecteur et d’autre
part d’avoir une efficacité de transformation des bactéries supérieure a 10°. Cela n’a
pas été le cas des lots de bactéries produit récemment au laboratoire.
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D- Conclusion sur les systémes hétérologues utilisés lors de
crible d'expression

Durant ma theése j'ai décidé de développer deux des idées que nous avions pour
tenter de cloner les génes codant des canaux anioniques de la membrane plasmique. Le
premier, basé sur la perméabilité de canaux exprimés en systeme hétérologue a des
anions toxiques, a donné des résultats mitigés mais a ouvert une porte sur I'étude des
CLC dans la levure a travers l'expression de TmCLCO0. La seconde, fondée sur
l'activation par le sulfate du canal anionique rapide exprimé en ovocyte de Xénope n'a
pas été concluante, mais nécessite d'étre continuée car toutes les expériences critiques
n'ont pas été effectuées. Paralléelement a ces deux approches, Sébastien Thomine
développe un crible basé sur le potentiel de membrane qui en est lui-aussi a des phases
de mise au point.

Nous espérons qu'une de ces trois approches, ou d'autres que nous pourrions
développer dans l'avenir, nous permettra a terme d'identifier de nouveaux genes de
canaux. Leur méconnaissance est actuellement un obstacle a la compréhension de la
fonction de ces activités, car elle nous ferme le prométteur domaine de la génétique
réverse.

La mise au point de tels systémes fournit aussi des outils pour la compréhension
du rdle des genes isolés par des techniques plus classiques. Les CLC végétaux n'ont a
ce jour pas d'activité démontrée, ce qui est une limite importante dans leur étude. Le
groupe dans lequel j'ai effectué ma thése consideére que c'est un des objectifs majeurs
pour les années a venir. Les approches initées avec différentes espéces de levure seront
peut-étre 8 méme un jour de nous fournir les outils adéquats pour cette expression
hétérologue de protéines canal fonctionnelles.
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Chapitre V:
CONCLUSION GENERALE & PERSPECTIVES

1- Rappel des principaux résultats et perspectives a court terme

La technique du patch-clamp nous a permis d'aller plus loin dans la
caractérisation des conductances présentes sur la membrane plasmique des cellules
épidermiques d'Arabidopsis thaliana. Deux populations de canaux anioniques bien
distinctes coexistent sur la méme membrane et présentent des caractéristiques de
régulation qui leur sont propres. Malgré I'absence de preuves moléculaires, nous
pensons qu'il s'agit de deux canaux distincts. Le canal rapide est principalement régulé
par le voltage et certains parameétres de 1'environnement tels que les concentrations en
anions externes (article n°2), le sulfate interne (article n°1) et le pool de nucléotides
internes (Thomine et al. 1995, 1997a et article n°2). De plus, il est trés perméant au
sulfate (article n°1). Le canal lent est quant a lui peu régulé par le voltage et trés
perméable au nitrate. Durant ma thése, j'ai contribué a I’étude de ces deux canaux en
travaillant sur la perméabilit¢é du canal anionique rapide (article n°1). J’ai de plus
décrit assez finement sa régulation par le voltage, les nucléotides et les anions
externes, et donné une interprétation biophysique de cette régulation (article n°2).
Enfin j’ai particip¢ a la description du canal de type lent sur ces mémes cellules
(article n°3). Ces deux canaux semblent distincts (article n°4) et interviennent
probablement dans des phénoménes bien différents. Le patch-clamp nous donne une
vision de plus en plus claire de ces deux canaux de la membrane plasmique. Par
conséquent, nos efforts dans cette approche descriptive des deux conductances
anioniques de la membrane plasmique doivent étre maintenus et étendus a la recherche
de nouveaux canaux.

Cependant, malgré des "cartes d’identités" de plus en plus détaillées pour ces
deux canaux et de nombreuses hypothéses ¢chafaudées sur chacune des régulations
mises a jour, aucune fonction n'est clairement attribuée a ces canaux, et il semble que
la technique du patch-clamp ne permette pas de le faire par elle-méme. Nous avons
donc développé différentes approches pour essayer de relier les activités des canaux
anioniques décrites en patch-clamp a des processus physiologiques a 1’échelle de la
cellule ou de I’organe. Une premicre approche d’ordre développemental avait permis
d’impliquer potentiellement des canaux anioniques dans des processus de régulation
de I'élongation cellulaire dans I'hypocotyle en réponse a I’auxine (Thomine et al.,
1997b), mais n’avait pas permis 1’identification d’une activité canal particuliere. Pour
aller plus loin, nous avons mis au point des approches a une échelle intermédiaire.
L’ouverture d’un canal anionique ayant comme conséquence de dépolariser la
membrane plasmique et de provoquer une sortie d’anions, nous avons engagé des
¢tudes indirectes d’activités des canaux sous ces deux angles. L’utilisation de
microélectrodes intracellulaires pour mesurer le potentiel de la membrane en réponse a
I’environnement est en cours au laboratoire et dans le contexte d’une collaboration
avec Jean-Louis Julien de I’Université de Clermont-Ferrand II. D’autre part, j’ai
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entrepris de travailler sur les efflux d’anions déclenchés par des signaux de
I’environnement en utilisant comme systéme les cellules en culture d’Arabidopsis
thaliana. Peu de signaux testés se sont révélés capables de déclencher de tels efflux.
Seuls certains ¢liciteurs, comme la flagelline 22, I'hydrolysat de chitine et la
pectolyase, et un choc hypoosmotique activent dans nos conditions des canaux
anioniques de fagon suffisante pour étre détectable. La caractérisation de ces efflux a
montré qu’il existait probablement au moins un troisiéme canal sur la membrane
plasmique, ayant une perméabilité a certains anions organiques et au phosphate.
L’activité de ce canal doit étre recherchée et caractérisée en utilisant la technique du
patch-clamp. D’un autre c6té, nous n’avons pas réussi a impliquer un de nos canaux
anioniques dans ces efflux déclenchés. Pour progresser sur ce point, je pense qu’il est
important de poursuivre nos efforts pour la production de protoplastes "patchables"
sensibles a certains de ces signaux comme nous avions commencé a le faire. A ce
propos, il est envisageable d'engager une collaboration avec 1’équipe de Thomas
Boller au FMI (Bale, Suisse) qui semble avoir des conditions favorables pour
I’obtention de protoplastes réceptifs a la flagelline 22.

Dans le laboratoire, ce travail s’inscrit en pendant de celui consistant a
caractériser des génes codant peut-étre pour des canaux anioniques, sur des critéres
d’homologie de séquences. De telles approches ont été développées au laboratoire par
Claire Lurin (Lurin, 1998) puis Marion Vinauger-Douard (Vinauger-Douard, 2001) et
leurs collégues a propos des membres végétaux de la famille. Considérant la diversité
des activités canal de la cellule, il est probable que d'autres familles de geénes soient
impliquées dans ces activités. J'ai donc entrepris de développer des cribles
d'expression en systeme hétérologue pour tenter d'isoler certains d'entre eux. Deux
systémes ont été retenus: les levures et I'ovocyte de xénope. Dans le premier cas, il
s'agissait de trouver des conditions dans lesquelles une souche exprimant un canal
anionique soit avantagée par rapport aux souches contrdles, en particulier en jouant
avec les teneurs du milieu en anions potentiellement toxiques. Cette approche n'a pas
¢été concluante dans son but premier. Néanmoins elle a permis de mettre en évidence
un effet de I'expression d'un CLC animal dans la levure S. cerevisiae. Pour aller plus
loin, il nous faut évaluer la faisabilité d'un crible négatif dans la levure. L'autre intérét
est -en particulier si ’on peut retrouver I’activit¢é du CLCO sur des membranes
"patchables" telles la membrane plasmique ou le tonoplaste- qu’il va étre possible en
se basant sur des chimeres de "forcer" 1’adressage et 1’expression fonctionnelle
d’autres CLC. On sait que ’adressage est une des grandes limites du systéme levure.
J’envisage donc de systématiquement fusionner des morceaux du CLCO -en particulier
la partie N-terminale- avec les sept protéines CLC d’Arabidopsis pour voir d’une part
s’ils modifient le taux de croissance de la levure CN3, et d’autre part si, en utilisant la
technique du patch-clamp, il est possible -enfin- de caractériser les activités des
différents membres végétaux de la famille des CLC.

La deuxiéme approche, qui consistait a activer grace a des injections de sulfate
une conductance rapide sur la membrane plasmique d'ovocyte exprimant des protéines
végétales, est encore débutante et nécessite d'étre poursuivie. A ce propos, 'ovocyte de
Xénope peut lui-aussi €tre utilisé pour fusionner systématiquement des morceaux des
CLC végétaux avec des CLC animaux s'y exprimant (comme le CLCO), ceci afin de
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forcer l'activité/adressage. Les approches d'électrophysiologie sur ovocytes de Xénope
sont beaucoup moins délicates que sur la levure.

2- Les couples patch-clamp/approches-complémentaires pour comprendre
la fonction des canaux anioniques

Les expériences d'efflux d'anions ont été présentées et initiées comme une
approche intermédiaire entre le patch-clamp et les approches testant l'effet des
inhibiteurs sur le développement de plantules, c’est a dire nous permettant
potentiellement de faire le lien entre une activité bien décrite en patch-clamp et une
fonction intégrée plus complexe. Malgré ces nouvelles approches, que ce soit a partir
des parties aériennes de plantules ou a partir des cellules en suspension, il nous est
toujours difficile d’intégrer les canaux a certaines fonctions cellulaires. Peut-étre nous
faudra-t-il dans I’avenir développer de nouvelles approches intermédiaires entre la
mesure globale d’efflux et les activités canaux ou développer des collaborations avec
des laboratoires possédant ces techniques.

Il me semblerai par exemple intéressant de mesurer, en réponse aux signaux, des
efflux locaux en utilisant des é€lectrodes sélectives et en travaillant a 1’échelle de la
cellule dans son environnement. Un tel travail a été réalisé sur les cellules de garde de
Vicia faba et a permis la confirmation d’autre travaux utilisant des approches plus
invasives (Felle et al., 2000). Il existe aussi des électrodes vibrantes (vibrating probe)
qui permettent d’avoir une bonne résolution des flux de charges au contact de la
cellule. A l’aide de cocktails sélectifs particuliers, elle permettent de batir une
cartographie des lignes de courant concernants des ions bien distincts et assez variés
(Smith, 1995). Dans nos systémes, cela permettrait, entre autres, de travailler sur des
populations de cellules bien caractérisées et d’enregistrer des courant de tres faibles
amplitudes. On peut en effet imaginer que ces techniques permettent de travailler sur
des intensités de réponses que nous ne sommes pas capables d’observer avec
I’approche efflux global et ainsi, d’élargir notre gamme de signaux capables de
déclencher des efflux significatifs.

Les techniques de voltage-clamp a une ou deux électrodes sont aussi
prometteuses. Elles permettent de mesurer des courants transmembranaires en
imposant des tensions mais contrairement aux techniques de patch-clamp, elles ne
nécessitent pas la production de protoplastes. Elles sont donc beaucoup moins
invasives. Néanmoins, une de leurs limites est qu'il faut travailler dans un systéme
fermé ¢électriquement c'est a dire un systeme végétal ne possédant pas de
plasmodesmes. Elles ont donc été appliquées a ce jour a des types cellulaires
particuliers comme les stomates, les cellules en suspension ou les poils racinaires. Des
canaux anioniques de type lent (Forestier ef al., 1998a, b) et de type rapide (Roelfsema
et al., 2001) ont pu étre observés dans les cellules de garde de plusieurs plantes par ces
techniques. Dans notre systéme, on peut imaginer isoler de petits morceaux de tissus,
par exemple par ablation laser, contenant toujours quelques cellules viables, isolées
¢électriquement et possédant des caractéristiques de différenciations identiques a celles
du tissu d'origine. Il serait ensuite possible de les utiliser pour des expériences de
voltage-clamp.
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A mi-chemin entre le patch-clamp et le voltage-clamp, la technique de patch-
perforé consiste a effectuer le scellement sur la membrane d’un protoplaste d’une
pipette contenant, entre autres, un ionophore comme la nystatine (Horn et al., 1988).
Dans cette variante de la configuration cellule-attachée (figure A-2), on se trouve en
continuité électrique avec le cytoplasme, grice a la perforation du morceau de
membrane a I’extrémité de la pipette. Les ions diffusent dans le cytoplasme, mais les
grosses molécules ne sont pas "lavées" dans la solution de pipette, et ’intégrité des
voies de signalisation est théoriquement maintenue. Dans ces conditions, on peut
imaginer observer les modifications de la courbe courant-voltage en réponse aux
signaux de I’environnement. Dans les systémes végétaux, a ce jour et & ma
connaissance, cette approche ne fait ’objet d’aucun article, probablement a cause des
difficultés techniques liées a sa mise en oeuvre.

Enfin une autre approche pourrait étre de développer des sondes anioniques,
comme il en existe en particulier pour le calcium (Allen ef al., 1999a; Roos, 2000). 1l
existe quelques molécules ayant été utilisées pour évaluer la teneur en chlorure.
Récemment, des variantes de la GFP sensibles aux halides ont été créées (Jayaraman
et al., 2000). L'une d'entre elles posséde un Kd pour le nitrate de 10 mM (Galietta et
al., 2001) et pourrait fournir un outil puissant pour suivre le comportement des pools
d'anions dans les différents compartiments subcellulaires ou a 1'échelle du tissu en
fonction de paramétres de I'environnement ou de signaux particuliers.

Mais la compréhension de la fonction des canaux anioniques se heurte a une
autre limite: le va-et-vient entre les approches visant a former des couples activités-
canal/processus-intégré est généralement effectué grace a des molécules inhibitrices de
conductances, que l'on espére capables de perturber spécifiquement la fonction dans
laquelle un canal donn¢ intervient. Durant ce travail de thése, j'ai moi-méme beaucoup
utilisé ces molécules. La littérature nous montre qu'elles sont relativement spécifiques
chez les animaux mais le sont beaucoup moins dans les systémes végétaux. Il nous
faut interpréter les résultats avec précaution. Une des grandes avancées dans le
domaine de la compréhension de la fonction des canaux anioniques pourrait consister
a rechercher des inhibiteurs plus spécifiques des conductances anioniques de plante
mais aussi ayant une meilleure affinité pour leur cible.

Une perte d’activité des canaux anioniques peut aussi étre obtenue grace a
l'identification de mutants des génes de canaux, en particulier par génétique réverse.
Cet outil est actuellement trés performant: dans les nombreuses collections de mutants
insertionnels dans le monde, il doit étre possible de trouver un mutant pour chaque
gene. En fait, la limite actuelle pour nous se situe plutdt dans 1'identification des genes
impliqués dans les activités canal anionique. Malgré I'émergence de banques FST
(pour Flanking Sequence Tags) censées "bioinformatiser" le criblage des banques
d'insertion, la recherche et la caractérisation des mutants est un long travail. Il est donc
nécessaire de se focaliser sur un nombre de genes restreints, préalablement identifiés
sur des criteres fiables.
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3- Identifier a tout prix les génes des canaux anioniques des cellules
végétales

J'ai choisi durant ma derniére année de theése de développer une stratégie
consistant a rechercher par des cribles d'expression les geénes codant pour des canaux
anioniques. Ceci n'est bien sir pas la seule approche possible et d'autres sont
actuellement développées au laboratoire avec un but similaire:

L approche la plus simple a priori est de tenter d'identifer par homologie de
séquence des genes candidats de canaux anioniques et de montrer qu'il en sont
effectivement. Par exemple, la famille des CLC comporte des homologues chez les
végétaux qui sont intensivement étudiés au laboratoire. Malgré des résultats de plus en
plus nombreux, leur nature de canal anionique n'a pas pu étre encore démontrée
(Lurin, 1998; Vinauger-Douard, 2001).

Par une approche de protéome, Anne Marmagne et Marie-Aude Rouet tentent au
laboratoire d'identifier directement les protéines de la membrane plasmique. Les
canaux anioniques doivent théoriquement étre des protéines trés hydrophobes,
puisqu'ils ménagent un pore dans la membrane. Le nombre de protéines répondant a ce
critére est important: 18 % des produits de génes d'Arabidopsis ont plus de deux de ces
domaines (Ward, 2001) et la membrane plasmique, interface de la cellule avec son
environnement, doit en contenir une large part. Malgré des techniques d'identification
modernes bénéficiant du séquencage du génome d'Arabidopsis thaliana (Seigneurin-
Berny et al., 1999), cette approche se heurte a la faible représentativité de quantité de
protéines.

D’autres approches n’ont pas encore été développées au laboratoire mais
pourraient conduire a I’identification de canaux anioniques:

Une approche difficile consiste a purifier par étapes la protéine en tentant de
retrouver son activité canal ou de liaison a un ligand. C'est ainsi qu'ont été clonés les
genes du canal MscL (pour Mechanosensitive channel Large) de Echerichia coli
(Sukharev et al., 1994) et du canal CLIC/p64 du boeuf (Landry et al., 1989). C'est une
approche de longue haleine, nécessitant une mise au point minutieuse. Elle est
restreinte a des protéines abondantes et, dans le premier cas, fonctionnelles apres
reconstitution en bicouche lipidique. A cause de ces limites, cette approche n'est pas
envisagée au laboratoire.

Le séquencage systématique du génome d’Arabidopsis thaliana a permi
I’identification de 18 % de protéines hydrophobes et donc probablement membranaires
parmi lesquelles deux tiers n’ont pas encore de fonction. Dans les approches post-
génomiques, une expression systématique dans des systeémes hétérologues de ces
protéines devrait permettre 1’identification de transporteurs et de canaux.

La génétique classique pourrait elle aussi conduire a l'identification de genes de
canaux anioniques. Il se peut que par hasard une équipe parvienne a isoler un geéne de
canal en clonant le géne impliqué dans un phénotype complexe, a priori ¢loigné du
statut des anions. C'est ainsi, par exemple, qu'a été retrouvé le géne AtCNGC2 (pour
Cyclic nucleotide gated channel) codant un canal cationique (Leng ef al., 1999) dont
la mutation provoque le phénotype DND (pour Defense-No Death) (Clough et al.,
2000). Mais on peut aussi concevoir des cribles plus directement dirigés contre les
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canaux anioniques. Ces idées, qui me tiennent particuliecrement a cceur, sont
développées dans cette derniére partie.

4-Perspectives: la génétique pour 1'étude de I’homéostasie des anions

Les anions a I’échelle de la plante semblent avoir, nous I’avons dit, un statut
complexe. Les approches que nous avons développées consistaient a travailler sur un
type d’activité contrdlant le statut des anions: les canaux anioniques. Afin de mieux
comprendre comment la plante gere les anions au niveau des cellules et des organes, il
est nécessaire de développer des approches sans a priori. Pour cela la génétique
classique me semble tout indiquée. Bien sir, l'identification des mutants de canaux
anioniques est notre principal objectif a moyen terme mais la compréhension de leur
fonction, et en particulier la maniére dont ils interagissent avec d'autres éléments
cellulaires, passe par une analyse plus large des mutants affectés dans le statut des
anions.

a- Un crible large pour I’homéostasie des anions

Nous avons vu qu'une mutation dans le géne AtCLCa affecte chez Arabidopsis
thaliana le stock de nitrate interne (Geelen ef al., 2000). Ceci est également vrai pour
un mutant dans le géne AtCLCe (Vinauger-Douard, 2001). Au laboratoire, ces deux
CLC ont ¢été localisés sur deux membranes différentes (Vinauger-Douard,
communication personnelle). Ceci indique que la mutation d’un geéne intervenant dans
I'homéostasie des anions -des génes de canaux anioniques dans ce cas- peut affecter le
contenu en anions de la plante de fagon relativement spécifique (seul le pool de nitrate
est affecté¢ chez les deux mutants de CLC). Un crible primaire simple pourrait donc
consister a rechercher des plantules mutantes affectées dans leur contenu en anions.

Le travail de génétique est laborieux mais faisable: a raison de 25 mutations a
I'état homozygote par graine mutagénéisée (et beaucoup plus a 1'état hétérozygote), on
peut imaginer commencer a isoler des mutants apres avoir dosé les contenus en anions
de quelques centaines de plantules M2. La technique d’¢électrophorése microcapillaire
est tout indiquée pour cela: elle permet un dosage rapide, précis et reproductible de
tous les types d’anions dans un échantillon. Chaque dosage dure une vingtaine de
minutes et peut étre automatisé.

b- Les anions toxiques encore et toujours...

Un second crible, qui pourrait d’ailleurs étre aussi un crible secondaire a celui
que je viens de décrire, pourrait consister a rechercher des mutants d’Arabidopsis
hypersensibles ou insensibles a certains anions toxiques. Le crible est relativement
semblable a celui utilisé¢ pour isoler les mutants SOS (pour Salt Overlay Sensitive),
hypersensible au Na' (Zhu et al., 1998). I’ai réalisé quelques essais dans ce cadre: par
exemple, le thiocyanate, un anion trés perméant dans certains canaux anioniques
comme les canaux lents, inhibe a des concentrations de 1’ordre de la dizaine de
millimolaires la croissances de la racine des plantules.
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c- Classer les mutants, retenir ceux affectés dans des activités canal anionique

Les mutants isolés lors de cribles de ce genre (teneur an anions ou sensibilité
modifiée vis a vis d'anions toxiques) pourraient étre impliqués dans le transport des
anions a [’échelle des compartiments, des tissus et/ou des organes, dans le
métabolisme, d’un ou de plusieurs anions ou dans une voie de régulation de
l'expression des genes impliqués dans le maintien de leur homéostasie. Enfin pour les
cribles basés sur des anions toxiques, on peut toucher également des processus de
détoxification.

Les canaux ioniques sont souvent des multimeres. On peut donc imaginer que
certaines mutations dans ces protéines soient dominantes. Et en effet, beaucoup de
maladies génétiques causées par des mutations de canaux anioniques chez ’homme le
sont (Dworakowska et al., 2000). Retenir des mutants de canaux obtenus lors d’un
crible tres large pourrait alors consister a identifier ceux qui sont dominants ou semi-
dominants. Les cribles et le travail de génétique en sont bien évidemment facilités, car
il est d'une part possible de réaliser un crible sur la génération M1 et d'autre part
possible de suivre simplement le phénotype lors de la série de back-cross.

Si le nombre de candidats est relativement faible, on peut imaginer rechercher
systématiquement les conductances anioniques que nous savons identifier en utilisant
la technique du patch-clamp. C'est un travail peu couteux (théoriquement 2 jours de
patch-clamp par mutant) mais il est difficile d'imaginer les chances de succes.

Un autre point intéressant pourrait consister a classer les mutants par grande
fonction: la génétique classique, type mutagénése EMS, permet d’obtenir de nombreux
mutants et des techniques comme I’¢lectrophorése capillaire, de nombreux parameétres
sur chacun de ces mutants. On peut donc les "classer" en groupe selon leur
comportement de stockage et grace a certains mutants déja décrits dans la littérature
(transporteur, nitrate reductase, stress osmotique, etc...) tirer des enseignements quant
aux fonctions affectées.
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Annexe A- Principes d'électrophysiologie et de patch-clamp

1- Force électromotrice d'un ion

La force motrice a laquelle est soumis un ion transitant a travers une membrane,
est bipartite. Elle est la somme d'une composante chimique -ou diffusible- et d’une
composante électrique (1). La composante chimique est créée par la différence des
concentrations de l'ion considéré de part et d'autre de la membrane (2) alors que la
composante ¢lectrique est due au potentiel transmembranaire (3). La force
¢lectromotrice d'un ion donné est donc croissante, fonction du potentiel membranaire.
Le potentiel pour lequel AG=0, correspond au potentiel d'équilibre de 1'ion. Il est aussi
nomm¢é potentiel de Nernst (4): a cette valeur, la force appliquée a I’ion créée par la
composante électrique est égale, mais de sens opposé, a la force chimique, due au
gradient de répartition de I’ion de part et d’autre de la membrane. Dans ce cas le flux
net des ions est nul (le courant porté par cet ion est nul).

AG = AC}diffusion + ACIélectrique (1)
AGygitrusion=R . T . In (Cl / Ce) (2)
A(}électrique =z.F.Em (3)
Enemst= - (RT/zF) . In (Ci/ Ce) 4)

Les symboles R, T et F ont leur signification usuelle (voir "abréviations"). Em potentiel de
membrane. Enens Potentiel d'équilibre thermodynamique. Ci concentration interne. Ce concentration
externe. z charge de 1'ion considéré.

2- Intensité du courant, potentiel de réversion

Les canaux, assimilables a des pores sélectifs, rendent la membrane perméable a
certains des ions présents dans le systéme et sont alors caractérisés par une
conductance. Si on considére un ion donné et une conductance de membrane
constante, le courant est proportionnel a la force électromotrice et est donc une
fonction croissante du potentiel membranaire (figure A-1A). La perméation est bien
stir un processus plus complexe et cette fonction n'est en fait jamais linéaire. Par
convention un courant positif correspond a une sortie de charges positives ou a une
entrée de charges négatives. Le potentiel de réversion (I=0) est alors égal au potentiel
de Nernst de 1'ion perméant.

En réalité, les canaux sont toujours perméants a plusieurs ions. Il faut alors
considérer qu'a un voltage donné, le courant passant par le pore d'un unique canal se
décompose en courants portés par chacun des ions perméants du systéme pondéré
d'une perméabilité relative. Le potentiel de réversion du canal dans les conditions
considérées est alors proche du potentiel de Nernst de 1'ion le plus perméant et le plus
abondant. I1 s'agit donc d'une valeur trés informative qui permet de calculer, dans des
conditions relativement simples les rapports de perméabilités des ions en présence.

Lorsque I'on travail sur une membrane native, il existe un niveau de complexité
supérieure puisqu'on y trouve généralement plusieurs populations de canaux ioniques
bien distinctes, caractérisées par des comportements différents vis-a-vis de
I'environnement. Il est donc important de choisir -ou de faire varier- les parametres
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Figure A-1: Caractéristiques des courants anioniques portés par des canau X
dépendant ou non du voltage. (A) Cas d’'un canal insensible au voltage. Le courant est
linéaire, et est porté par un efflux d’anions internes lorsgu’il est entrant (courant négatif),
et un influx d’anions externes lorsqu’il est sortant (courant positif). Le potentiel pour
lequel le courant est nul est le potentiel de réversion. Il est égal en théorie au potentiel
de Nernst de I'ion perméant. (B) Alternance au cours du temps de phases d’ouverture et
de fermeture. (C et D) Cas d’'un canal dépendant du voltage. Aux potentiels trés négatifs,
les canaux ont tendance a étre fermés et s’ouvrent lorsque la membrane se dépolarise
(C). Ceci se traduit par un courant non linéaire en fonction du potentiel de membrane
(D), et des courants faibles aux potentiels trés négatifs malgré une force électromotrice
forte.
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d'¢tude de maniére a simplifier l'interprétation des activités globales expérimentales
des canaux a I'échelle de la membrane.

3- Fermeture des canaux ioniques

Si on considére une unique protéine canal, on observe le plus souvent
l'alternance de phases d’ouverture -ce qui se traduit par un courant-, et de fermeture -le
courant est alors nul- (figure A-1B). Ces deux types de phases sont expliqués le plus
souvent par l'existence de modifications conformationnelles. L'équation simple
rendant compte de ce phénomene s'écrit alors:

Etat ouvert < Etat fermé

Dans la réalité, ces modifications sont rarement aussi simples, et 1’équation
traduisant 1’activité du canal comporte plusieurs états ouverts ou/et fermés avec un
enchalnement et des probabilités relatives pour chaque état caractéristique de le
protéine canal:

Etat(s) ouvert(s) < Etat(s) fermé(s)

Rechercher des régulations de canaux consiste souvent a rechercher un facteur
capable de déplacer cet équilibre plus ou moins complexe dans un sens ou dans l'autre.

L'un des principaux parametres affectant cet équilibre est souvent le potentiel
transmembranaire. De nombreux canaux, et en particulier nos deux canaux anioniques,
présentent des modulations de leur activité dans certaines gammes de voltage. Ce
phénomene est alors indépendant de la perméation (figure A-1C). Et la relation
courant voltage d'un canal peut alors étre considérée comme une composition de deux
fonctions, I'une étant la perméation et l'autre étant la probabilité de fermeture du canal
en fonction du voltage (figure A-1D).

4- Les techniques de voltage-clamp et la technique du patch-clamp
appliquée a la membrane plasmique des cellules végétales

Les techniques de voltage-clamp consistent a imposer un potentiel de part et
d'autre de la membrane et a enregistrer le courant qui en résulte. Ce courant
correspond a un ou plusieurs flux de charges qui traversent la membranes en passant
majoritairement par des canaux, en suivant leur gradient électrochimique, ou par des
transporteurs électrogenes.

La technique du patch-clamp permet de jouer sur les deux forces qui s'appliquent
aux ions: il s'agit d'une technique de voltage-clamp -qui permet donc d’imposer un
potentiel transmembranaire- mais il est aussi possible de fixer les conditions ioniques
des deux cotés de la membrane étudiée -les compositions des milieux interne et
externe correspondent aux solutions dans la pipette et de bain-. Dans ces conditions
extrémement bien définies, le patch-clamp consiste a mesurer les courants, c’est a dire
les flux de charges, qui transitent au travers de la membrane. En choisissant

121



Configuration
“cellule-attachée”
(cell-attached)

Pipette Excision

Configuration
“patch isolé, face interne
vers I'extérieur”
(inside-out)

Scellement

Protoplaste

Rupture
de la
membrane
E
Figure A-2: Les différentes
configurations de la technique Excision
du patch-clamp et la maniére D >
de les obtenir.
Configuration
“cellule entiére” Configuration
(whole-cell) “patch isolé, face interne
vers l'intérieur”
(outside-out)
, Electrode de
_~ pipette
/' _-* Pipette en
,// yd verre

i e . . N

gl tPgwe ,- Solution de pipette (de volume trés grand par

p?e?r%trac’ztaist -~ rapport au volume cellulaire)
d’impos<_ar un ,Cytoplasme (dilué dans la
; potentiel et " solution de pipette)

‘enregistrer ,/

un courant %

yd _.-- Vacuole
’,/’
/’ -

Electrode de -
référence Bain

~,

Membrane plasmique

Figure A-3: Schématisation de la configuration “cellule-entiére” pour I’'étude des
conductances de la membrane plasmique.



Annexes

judicieusement les conditions de l'expérience, il est possible d’"isoler", et donc
d’enregistrer le courant transitant par un seul type de canaux. On peut en déduire alors
les caractéristiques cinétiques et, en jouant sur la composition des milieux, la
sélectivité et la sensibilité aux molécules d'intérét (messagers secondaires, nucléotides,
hormones, ...).

Il existe plusieurs configurations en patch-clamp que 1’on peut obtenir
successivement et qui ont des avantages et des inconvénients: lorsque la pipette est
appliquée sur la membrane du protoplaste (figure A-2A), on se trouve en configuration
"cellule-attachée" (ou cell-attached) qui permet d’enregistrer des activités de canaux
unitaires (figure A-2B). Elle a comme avantage de maintenir une certaine intégrité du
cytoplasme et donc des voies de signalisation. Par contre elle ne permet pas de
controler la totalit¢ des conditions environnementales. Par exemple, la composition
ionique du cytoplasme n’est pas maitrisable, rendant difficile I’étude biophysique des
canaux. De plus, dans toutes les expériences de canal unitaire, il est nécessaire que les
canaux ¢étudiés soient raisonnablement abondants pour que la probabilité de les avoir a
I’extrémité de la pipette soit suffisante. De la configuration "cellule-attachée", il est
possible de passer en configuration "patch-isolé face interne vers I’extérieur” (ou
inside-out) en détachant du protoplaste le morceau de membrane situé¢ a 1I’extrémité de
la pipette (figure A-2C). Cette configuration permet I’étude de canaux unitaires en
controlant parfaitement I’environnement. A partir de la configuration "cellule-
attachée" il est aussi possible de passer en configuration cellule-enti¢re (ou whole-cell)
en brisant ce petit morceau de membrane a la pointe de la pipette (figures A-2D et A-
3). Cela a pour conséquence de diluer la solution du cytoplasme avec la solution de
pipette (de volume trés supérieure). Le voltage est alors imposé sur la totalité de la
surface du protoplaste et les courants enregistrés sont portés par un grand nombre de
canaux. Cette configuration, bien qu’ayant un moins bon niveau de résolution que les
configurations "canal-unitaire”, permet de travailler sur une grande population de
canaux: les courants sont équivalents a des moyennes d’activités ce qui est
statistiquement trés satisfaisant. De la configuration "cellule-enti¢re", il est possible de
passer en configuration "patch-isolé face externe vers 1’extérieur" (ou outside-out) en
reculant la pipette de la membrane du protoplaste de maniére a en garder qu’un faible
morceau a ’extrémité (figure A-2E). Cette configuration permet en théorie de
travailler au niveau unitaire sur des canaux précédemment caractérisés en
configuration cellule-enti¢re sur le méme protoplaste.

Nous avons principalement utilisés pour la caractérisation des canaux anioniques
de la membrane plasmique la configuration cellule-enticre (figure A-3) et dans une
moindre mesure la configuration "patch-isolé face externe vers I’extérieur".

5- Protocoles de voltage utilisés dans les expériences de patch-clamp:
signification et informations

a- Le pulse de voltage et sa signification

Le logiciel qui pilote le poste de patch-clamp permet la réalisation de nombreux
protocoles de voltage, totalement différents les uns des autres et diversement
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informateurs sur le comportement de la population de canaux présents sur la
membrane plasmique.

Les protocoles les plus utilisés sont principalement ceux dits de "pulses" qui
consistent a faire des sauts du voltage brusques. Le systéme enregistre alors un courant
correspondant au déséquilibre puis au retour a un nouvel état d’équilibre de la
population de canaux. La figure A-4 présente un exemple théorique concernant un
canal activé par dépolarisation, ce qui est le cas de nos deux canaux décrits dans la
premiére partie des résultats. Ce canal imaginaire est fermé aux potentiels les plus
négatifs (figure A-4A "potentiel hyperpolarisé") et on effectue un saut de voltage
("pulse dépolarisant") pour lequel les canaux s’ouvrent. La figure A-4B présente les
variations de la force électromotrice. Elle est une fonction linéaire du voltage et donc
trés négative au potentiel hyperpolarisé. Les canaux réagissent a ce saut de voltage
(figure A-4C) par une activation qui est caractérisée par une cinétique, dite
d’"activation", plus ou moins complexe, conduisant a un état d’équilibre d’ouverture
variant de 0 & 100% selon le voltage (dans I’exemple, a 1’équilibre, 70 % des canaux
sont ouverts). Si on retourne a un potentiel hyperpolarisé les canaux se referment avec
une certaine cinétique dite de "déactivation" conduisant a un nouvel équilibre fermé.
La figure A-4D présente I’enregistrement théorique du courant en réponse a ce pulse
de voltage. Comme nous I’avons vu, il s’agit simplement d’un produit des fonctions de
probabilité d’ouverture et de force électromotrice. Lors du pulse dépolarisant, le
courant augmente selon la cinétique d’ouverture -ou d’activation- caractéristique du
canal et atteint un plateau pour lequel un nombre important de canaux est ouvert (70 %
dans notre exemple). Lors du retour au potentiel hyperpolarisé, la force électromotrice
augmente brusquement, ceci avant que les canaux ne répondent par leur fermeture: on
enregistre donc un fort mais bref courant, dit courant de queue (ou "Tail"),
caractéristique du nombre de canaux ouverts a 1’équilibre a la fin du pulse dépolarisant
précédent. Puis le courant décroit avec une cinétique caractéristique de la déactivation
aux potentiels hyperpolarisés.

b- Protocoles d’activation et de déactivation. Qu’en conclue-t-on?

L’un des deux grands types de protocoles de pulses est le protocole d’activation
(figure A-5A). Ces protocoles consistent en sauts de voltages successifs visant a
déséquilibrer momentanément la population de canaux. Comme nous 1’avons vu,
celle-ci, aprés une durée caractéristique, se retrouve a un nouvel équilibre et on
enregistre un courant dépendant de la probabilité d’ouverture et de la force
¢lectromotrice (figure A-5B ronds). La relation entre ce voltage et ce courant a
I’équilibre est la courbe courant-voltage (ou IV) du canal (figure A-5C). Le protocole
d’activation permet aussi d’étudier les cinétiques d’activation en fonction du voltage.
Son dernier intérét est 1’étude de la probabilité d’ouverture des canaux a travers
I’étude des courants de queue (ou "Tail"): a la fin du pulse dépolarisant, la population
de canaux est caractérisée par une probabilité d’ouverture dépendante du voltage qu’il
est difficile d’étudier car le courant est aussi dépendant de la force électromotrice des
anions (qui est une fonction du voltage). Le retour au potentiel hyperpolarisé (figure
A-5B, carrés) permet |’obtention de courants de queue dont I’amplitude est
directement fonction du nombre de canaux activés a la fin du pulse dépolarisant et ne
dépend que de la force électromotrice au potentiel hyperpolarisé, c’est a dire d’une
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d’ouverture du canal en fonction du voltage.
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constante. Le dessin de I’amplitude du courant de queue en fonction du voltage de
pulse dépolarisant donne une idée de la régulation du canal par le voltage (figure A-
5D).

Le protocole de déactivation consiste en sauts hyperpolarisants a partir d’un
potentiel pour lequel les canaux sont ouverts (par exemple 0 mV). Il permet 1’étude
des cinétiques de fermeture.

Les protocoles ¢lectriques que j’ai utilisés pour effectuer les acquisitions sont
rappelés en méme temps que je présente les courants enregistrés.

c- Le rampe de voltage: construire rapidement la courbe IV d’un canal

Dans le cas de canaux ioniques non régulés par le potentiel de membrane, ou
dans le cas de canaux s’adaptant trés rapidement au voltage (cinétiques rapides),
comme c’est le cas du canal de type rapide, il est possible d’avoir une idée de la
courbe IV caractéristique en effectuant un protocole de rampe. Il consiste en un
balayage d’une grande gamme de voltage de fagon réguliére et suffisamment lente
pour que I’on puisse considérer la population de canaux comme a I’équilibre en
chaque point de la rampe de voltage. Cela a été un protocole particuliérement utilisé
dans I’article n°1.
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Annexe B- Matériels et méthodes

1- Culture de plantules et de cellules en suspension d'Arabidopsis thaliana

Les graines d’Arabidopsis thaliana de 1’écotype columbia sont stérilisées a
I'hypochloryte 12 % pendant 5 minutes et rincées plusieurs fois. Les plantules
destinées a étre utilisées dans les expériences de patch-clamp sont obtenues a partir
d'un semis a raison de 40 graines séparées dans des boites de cultures carrées sur du
milieu ABIS (figure A-6A) solidifi¢ par 0,7 % bactoagar (40 mL). Dans le cas des
efflux a partir de parties aériennes, 400 a 500 graines sont semées en deux lignes dans
les mémes conditions nutritives. Ces boites sont conservées au froid entre 7 et 10 jours
pour une bonne stratification puis placées verticalement dans des caissons a 21°C et
avec une photopériodes de 16 heures de lumicre et 8 heures d'obscurité. Les plantules
poussent alors le long de la surface du milieu.

Dans le cas de culture en milieu liquide, aprés une stérilisation semblable, une
centaine de graines est placée dans un Erlen de 250 mL contenant 100 mL de milieu
ABIS liquide. Les Erlens sont placés selon les cas a l'obscurité ou a la lumicre
continue a une agitation de 150 rpm et a une température de 21°C.

La culture cellulaire d'Arabidopsis thaliana (écotype columbia) en milieu liquide
est entretenue dans des Erlens de 250 mL en agitation (150 rpm) a 23°C en condition
de lumiere continue dans un volume de 100 mL de milieu JPL (Axelos et al., 1992;
Jouanneau et al., 1967) modifi¢ (figure A-6B). Elles sont repiquées a 30-35% (v/v)
tous les 3-4 jours.

2- Mesure de concentrations anioniques et efflux

a- Dosage du nitrate en utilisant la nitrate réductase

La technique de dosage du nitrate par réduction enzymatique permet un dosage
colorimétrique simple et rapide (Barthes et al., 1995).

A 15 pL de solution a doser on ajoute 100 puL d'une solution contenant de la
nitrate réductase (Aspergillus / Boringer) et ses cofacteurs (EDTA 0,84 mM -
K,HPO4+KH,PO4 (pH 7.4) 83,7 mM - NADPH 0,28 mM - Nitrate Réductase 0,15
U/mL). Le tout est incubé durant 30 minutes a 37°C et le nitrate est alors réduit en
nitrite. La réaction est arrétée avec 10 pL d’une solution 1,5 M ZnSOs. Le dosage
colorimétrique du nitrite est effectué par 1’ajout de 200 pL de solution DC (Sulfamide
0,5 % - HC1 0,75 N - N-naphtyl-ethyléne-diamine-dichlorohydrate 0,01 %). Au bout
de 5 minutes, la coloration rose proportionnelle a la concentration de nitrite peut étre
lue & une DO de 550 nm (pour la réaction, voir figure A-7). On réalise une courbe de
référence en mesurant la DO pour des concentrations de nitrate connues, a laquelle on
se réfere pour le dosage de chaque échantillon.

Ces réactions sont effectuées dans des plaques Elisa qui peuvent étre ensuite
passées dans un spectrophotometre. Pour les efflux de nitrate, les résultats sont
généralement rapportés au poids de maticre fraiche.
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Figure A-6: Composition des

milieux de culture pour plantules

(B) Composition du milieu JPL

et cellules en suspension KNO3 19,4 mM
d’Arabidopsis thaliana. CaClz 900 uM
NaH2PO4 30 uM
Na2HPOs 60 uM
KH2PO4 370 uM
(A) Composition du milieu ABIS MgSOas 450 uM
H3BO3 30 uM
K2HPO4+KH2PO4 2,5mM Kl 1,5 uM
KNO3 5 mM MnSO4 39,6 uM
MgSOas 2mM ZnS0O4 11 uM
Ca(NO3)2 1mM Na2MoO4 0,3 uM
FeEDTA 50 uM CuSO4 0,03 uM
H3BOs3 100 pM CoClI2 0,03 uM
Kl 5uM FeSOa4 5uM
MnSO4 100 pM Na2EDTA 5uM
ZnS0O4 30 uM acide nicotinic 4,1 uM
Na2MoO4 1 uM pyridoxine 2,4 uM
CuSO04 0,1 uM thiamine 1,2 uM
CoCl2 0,1 uM Myo-inositol 555 uM
Mes 4 mM Glycine 26,6 uM
pH ajusté a 6,1 avec du BTP 0,5 M Hydrolysat de
Saccharose 1% caséine 0,1 %
Facultatif: Saccharose 43,8 mM
Bactoagar 0,7 %. 1-ANA 1uM
NH2 {E+ {i‘ /\)\IH2 /\)\‘H2
Ht N* H H
- 90 O
+ —
SO4NH2 SO4NH2 SO4NHo w
Sulfanilamide N-(1-Naphtyl) I
ethylenediamine
Figure A-7: Réactions mises en jeu lors de la seconde étape du dosage colorimétrique .
4NH2

du nitrate. Le dernier produit formé absorbe a 550 nm.
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b- Dosage rapide de plusieurs anions: l'électrophorése microcapillaire

La technique d'¢lectrophorése capillaire est une technique séparative permettant
un dosage précis des anions dans des échantillons de faible volume.

La solution a doser est injectée a l'extrémité d'un capillaire de grande taille
(60 cm) mais de faible diameétre (60 um) en utilisant la force de gravité pour effectuer
un "siphonage" (figure A-8A). Les parameétres de hauteur et de durée sont constants et
permettent d'injecter un volume toujours identique de solution.

Une tension de 20000 Volts est ensuite imposée a travers le capillaire,
provoquant la migration des charges selon leur signe dans un sens ou dans l'autre
(figure A-8B). Les anions migrent a travers un tampon spécial compos¢ de chromate
(4,6 mM), absorbant la lumiére a 254 nm, et d'OFM (Osmotique Flow Inverser) qui est
un tensio actif cationique. La force de migration des ions due a leur charge, est
contrecarrée par la présence dans le capillaire d'un flux en sens oppos¢ nommé flux
électroosmotique (FEO, figure A-8C), dli aux charges négatives tapissant la paroi
interne du capillaire de verre. L'OFM, fortement positif, permet de neutraliser ces
charges et d'inverser ainsi le sens du flux électroosmotique, ce qui accélere de fagcon
considérable la vitesse de migration des anions sans modifier la qualit¢ de la
séparation.

La mesure proprement dite s'effectue a l'autre extrémité du capillaire (figure A-
8D). On enregistre la diminution d'absorption du chromate lors du passage des anions
devant la fenétre de lecture. Le temps de rétention et I'ordre de passage de chacun des
ions sont bien caractérisés. Une gamme étalon permet de transformer les surfaces des
pics en concentrations.

c- Efflux d'anions a partir des parties aériennes d'Arabidopsis thaliana

La totalité des plantules de 5 boites est récoltée et seules les parties aériennes
sont conservées (400 a 500 plantules par boite, soit 0,3 a 0,5 grammes de matiere
fraiche). Elles sont abrasées pendant 30 minutes dans 50 ml de milieu ABIS-S+M
(milieu ABIS (figure A-6A) sans saccharose et avec du mannitol pour obtenir une
osmolarité de 200 mOsm) liquide contenant 11,75 gr de carborandum (granulométrie
37 um) sous agitation (300 rpm). Puis les plantules sont rincées et divisées en 5 lots de
tailles approximativement semblables et mises a équilibrer pendant 24 heures dans de
petits béchers contenant 10 ml de milieu ABIS-S+M en agitation douce (150 rpm).

Vingt-quatre heures apres abrasion, les parties aériennes sont rincées avec le
milieu d'efflux (Mes 10 mM - Ca(gluconate), 0,5 mM - +ou- mannitol selon
I'osmolarité désirée) dont I'osmolarité est ajustée a 200 mOsm puis mises a effluer en
agitation (150 rpm) dans 10 ml de milieu d'efflux dont 1'osmolarité a été ajustée soit a
200 mOsm (choc isoosmotique) soit @ 50 mOsm (choc hypoosmotique). A intervalles
réguliers, 0,5 ml du milieu est prélevé pour le dosage des ions.

Le dosage proprement dit est effectué¢ soit a I’aide d’une électrode sélective, et
dans ce cas, il ne concerne que le nitrate, soit par la technique d’électrophorese
capillaire qui permet d’avoir accés a plusieurs anions, en particulier le sulfate, le
nitrate, le chlorure et le phosphate. Les efflux sont évalués a travers la concentration
des différents anions dans le milieu. Ils sont pondérés par les poids de matiére fraiche
des échantillons et corrigés des volumes prélevés nécessaires aux dosages. Ils sont
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Figure A-8: Présentation de la technique d’électrophorese capillaire . (A) Principe: une tension de 20000
V permet de faire migrer les anions dans une solution de chromate le long d’un capillaire. (B) Technique de
remplissage du capillaire avec la solution a doser. Une différence de pression (*P) par “siphonage” provoque
la montée de la solution dans le capillaire. (C) Le flux électroosmotique (FEO), s’'opposant a la force
électrique “tractant” les anions, est inversé en présence d’OFM (Osmotique Flow Inverser) ajouté au
chromate et inversant les charges négatives de la paroi de verre. (D) Exemple d’enregistrement de la DO a
254 mm a I'extrémité du capillaire (cellule de lecture) en fonction du temps. Le passage des anions produit
une baisse de I'absorption du chromate. L’exemple représenté ici correspond a un dosage des anions dans
un extrait de plantules.
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donc exprimés en mM d'anions dans le milieu d'efflux pour 1 gramme de matiere
fraiche.

d- Efflux d'anions a partir de cellule en culture d’' Arabidopsis thaliana

Des cellules d’Arabidopsis thaliana de 3 a 4 jours sont récoltées et mises a
"équilibrer" durant 3 a 4 heures en agitation (160 a 170 rpm) dans le milieu
d’équilibration (CaCl2 0,5 mM - MES 1 mM) dont on a ajusté la pression osmotique
avec du mannitol a celle du milieu ayant contenu précédemment les cellules
(originairement du JPL). On dilue ou concentre la suspension de maniére a obtenir une
densité cellulaire proche de 100 mg.ml”. Les cellules sont ensuite réparties dans des
piluliers a raison de 6 mL (soit 600 mg de cellules) par pilulier. Une expérience
contient de 20 a 40 piluliers selon 1’espacement désiré entre les prélévements ce qui
permet, chaque condition étant doublée, d’obtenir des efflux dans 10 a 20 conditions
(les résultats seront présentés moyennés). Apres deux heures, le milieu d'équilibration
est éliminé par aspiration et les cellules sont resuspendues dans un milieu d’efflux, qui
sauf exception que nous mentionnerons, est toujours le méme (CaCl2 0,5 mM -
MES+Tris (pH 6) 50 mM). Si un pré-traitement est nécessaire (utilisation
d’inhibiteurs, charge acide ...), il est réalisé 10 minutes avant 1’ajout de I’effecteur.

Lorsque les efflux sont dosés par la technique de la nitrate réductase, 15 pL du
milieu d’efflux sont prélevés aux temps désirés et directement déposés dans les puits
d’une plaque Elisa. Pour un dosage par ¢€lectrophorése microcapillaire, 1 ml de milieu
d’efflux est prélevé en fin d’expérience (c’est a dire au bout de 45 minutes d’efflux).

3- Electrophysiologie sur Arabidopsis thaliana

a- Préparation des protoplastes a partir de I'hypocotyle et des cellules en culture
d'Arabidopsis thaliana

Une quarantaine de plantules (une boite), agées de 8 jours, est récoltée et les
hypocotyles sont sectionnés au collet et a la base du nceud cotylédonaire. La
préparation des protoplastes est effectuée en deux étapes. Dans un premier temps, une
digestion enzymatique ménagée en conditions hyperosmotiques (CaCl2 2 mM -
MgCI2 2 mM - MES/KOH (pH 5,5) 10 mM - Cellulysine (Calbiochem) 17 mg/mL -
Cellulase RS 17 mg/mL - Pectolyase Y23 0,4 mg/mL - Serum Albumine Bovine 3,5
mg/mL - mannitol jusqu’a 600 mOsm) pendant 15 minutes sous agitation (70 rpm)
permet de décoller la membrane plasmique des parois et digérer partiellement ces
derniéres. Puis, apres deux ringages successifs de 5 minutes (CaCl2 2 mM - MgCl2 2
mM - MES/KOH (pH 5,5) 10 mM - mannitol jusqu’a 600 mOsm), un choc
hypoosmotique (MgCIl2 2 mM - Kcitrate 10 mM - MES/Tris (pH 5,5) 2 mM -
mannitol jusqu’a 280 mOsm) de 10 minutes permet, par gonflement, de libérer les
protoplastes. La suspension est alors filtrée sur toile a bluter (vide de maille: 300 um)
afin d'éliminer les plus gros débris. Elle est ensuite répartie entre les différentes
"chambres de patch" dont le fond a été préalablement enduit de poly-lysine pour
assurer une bonne adhésion des protoplastes. Ceux-ci sont mis a décanter a 4°C
pendant 3 a 8 heures.
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Figure A-9: Schéma du systéme de mesure utilisé en patch-clamp.
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Les protoplastes provenant de 1'épiderme de I'hypocotyle sont facilement
reconnaissables a leur grande taille (=40 um de diameétre) et a I'absence de
chloroplastes. Ils sont fortement vacuolisés et présentent souvent des travées
cytoplasmiques.

Les protoplastes de cellules en culture sont obtenus de maniére comparable a
ceux d'hypocotyle. Les cellules sont culottées par centrifugation douce (2 minutes a
2000 rpm) ce qui permet le changements de solutions avec la méme séquence et les
mémes conditions que précédemment.

b- Application de la technique du patch-clamp aux protoplastes d'Arabidopsis
thaliana

Les micropipettes utilisées en patch-clamp sont obtenues par 1'étirement en
plusieurs étapes de capillaires de verre (Kimax-51, 1,5-1,8X100 mm, Kimble
Products) sur une étireuse verticale (L/M-3P-A, List Medical). Les parametres de
chauffage et d'étirement sont imposés de manicre a créer des ouvertures d'un diameétre
de l'ordre du micrometre. Le verre est enduit a proximité de la pointe avec un gel de
silicone ("Sylgard"), afin de réduire la capacité électrique de la pipette. L'extrémité est
polie par chauffage sur une microforge ce qui la rend moins anguleuse et facilite
l'adhésion du verre sur la membrane.

La technique du patch-clamp consiste a effectuer le scellement d'une
micropipette sur un protoplaste grice a un micromanipulateur contr6lé sous
microscope. La qualité du scellement est évaluée a travers la résistance du systeme
grice a un test électrique. Elle est améliorée par succions légeres et répétées qui
permettent d'augmenter 'adhésion de la membrane plasmique sur le verre. Lorsque la
résistance électrique approche le gigaohm ("Gigaseal"), on se trouve en configuration
"cellule attachée" qui permet de faire des enregistrements de canaux unitaires (figure
A-2B). Le passage en configuration cellule-entiére se fait généralement par un brusque
saut de potentiel accompagné d'une bréve succion. Le disque de membrane a
l'extrémité de la pipette est alors brisé¢ et le contenu cytoplasmique est dilué¢ en
quelques minutes dans la solution de pipette de volume fortement supérieur (figure A-
3). Dans ces conditions, les compositions des milieux externe et interne sont imposées
et le courant enregistré est porté par la population totale des canaux de la membrane
du protoplaste. On peut passer en configuration "outside-out" pour réduire la taille de
la membrane a quelques micrométres carrés en €loignant la pipette du protoplaste, ce
qui permet de mesurer sur ce petit morceau de membrane ("patch") des courants portés
par seulement quelques canaux (figure A-2E).

Le voltage-clamp consiste & imposer une tension et enregistrer le courant qui en
résulte. En patch-clamp, la méme paire d'électrodes assure les deux fonctions grace a
un circuit amplificateur inverseur (figure A-9). L'amplificateur (Axopatch 200A, Axon
instrument) est piloté par un ordinateur équipé du logiciel Pclamp6 (Axon Instrument),
qui permet de créer et d'utiliser des protocoles de potentiels. Ceux-ci seront décrits un
peu plus loin et sont adaptés aux types de canaux étudiés. Les courants enregistrés en
patch-clamp seront exprimés par la suite soit en valeur brute (pA), soit sont ramenés a
la capacité du protoplaste (densité de courant, pA/pF), sachant que 1 cm” de surface de
membrane a une capacité de 10° pF (Hille, 1992).
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4- Pool d’ARNm et banques d’expression

a- Choix du matériel biologique

Des graines d'Arabidopsis thaliana ont été stérilisées a 1'hypochloryte 12,5 %
durant 5 minutes puis rincées, stratifiées pendant 3 jours et mises en culture dans

différentes conditions:
- en pot dans la serre pendant 18 jours
- milieu ABIS (figure A-6A) liquide, 150 rpm - lumiere continue pendant 11 jours
- milieu ABIS liquide, 150 rpm - obscurité pendant 11 jours
- milieu minimum liquide, 150 rpm - lumiére continue pendant 11 jours
- milieu ABIS liquide + 1 pM AIA au 9° jour, 150 rpm - lumiére continue pendant 11jours
- milieu ABIS liquide + 1 pM ABA au 9° jour, 150 rpm - lumiére continue pendant 11 jours
- milieu ABIS liquide + 1 mM H,0, au 9° jour, 150 rpm - lumiére continue pendant 11 jours
- milieu ABIS liquide + 500 mM mannitol au 9° jour, 150 rpm - lumiére continue pendant 11 jours

Milieu minimum (sans nitrate ni sulfate): glutamine 4 mM - MgAcetate 2 mM -
KH,PO,4 + K;HPO4 2,5 mM - KOH 2,5 mM - Mes 1 mM - CaOH 1 mM - FeEDTA 50
uM - saccharose 10 g/L - malate (pH 6,1)

b- Extraction des ARN poly-adénylés

Les plantules sont pesées, séchées et les ARN totaux sont extraits. Pour cela, les
plantules sont broyées dans l'azote liquide et le broyat (500 mg) est bien suspendu
dans 5 ml de TRIzol LS Reagent (GibcoBRL). 1 ml de chloroforme est ajouté, le
mélange est passé au vortex (15 sec) et incubé a température ambiante (2-3 min). Une
centrifugation (14000 rpm, 15 min) permet 1'obtention de deux phases. Les ARNs dans
la phase aqueuse sont précipités a 1'l[sopropanol (2,5 ml, 10 min, 25 °C). Une nouvelle
centrifugation (14000 rpm, 10 min) permet d'obtenir un culot qui est rincé a 1'éthanol
70 % (1 mL) puis séché a l'air libre. Le culot est ensuite resuspendu dans de l'eau
DEPC (100 pL, 55 °C, 10 min) et lavé au phénol (100 pL, 5 min). Une centrifugation
(14000 rpm, 4 min) permet de récupérer 100 uL de phase aqueuse qui est lavée au
Chloroforme/IAA (100 puL). Aprés une nouvelle centrifugation (14000 rpm, 4 min),
les ARNs de la phase aqueuse sont précipités par addition de 0,1 volume d'une
solution DEPC d'acétate de sodium 3 M et deux volumes d'éthanol absolu. Le mélange
est conservé au froid (-80 °C) pendant 30 minute et les ARNs sont culottés (14000
rpm, 15 min).

Les ARN polyA sont extraits en utilisant le Kit Dynabeads (Dynal). Le principe
en est l'utilisation de bille ferrique sur lesquelles sont liés covalemment des
oligonucléotides polyT. Dans des conditions de stringences faibles les ARN polyA s'y
fixent et peuvent étre retenus sur les billes elles-mémes retenues par un aimant. Le
surnageant contenant les ARN non polyA peut étre éliminé et les billes rincées. Les
ARN polyA sont décrochés par une solution de forte stringence.

c- Vers la constitution de la banque d’expression en systéeme hétérologue

Nous avons utilis¢ pour construire une banque d'expression en systéme
hétérologue a partir des ARN polyA d'Arabidopsis thaliana, le kit SMART c¢DNA
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Library Construction Kit (Clontech). Dans un premier temps, une réverse transcription
en utilisant un oligonucléotide (1) formé par une série de dT et un site de restriction
pour l'enzyme SfilB permet d'obtenir des hétéromeres ARN/ADN. L'enzyme de
transcription réverse que nous avons utilisée est la M-MuLV Reverse Transcriptase
(BioLabs). Elle a la capacité d'ajouter des CTP a l'extrémité du brin d'ADN
complémentaire. L'oligonucléotide (2) peut s'y fixer pour servir d'amorce. La seconde
étape est une PCR en utilisant d'une part l'oligonucléotide déja utilisé (1) lors de la
réverse transcription et un oligonucléotide (3) dérivé de 1’oligonucléotide (2).

Ce systeme permet d'enrichir la banque en ADNc pleine longueur et est réputé
pour ne pas s'appauvrir en ADNc de grande taille. Les séquences de la banque se
présentent alors comme des ADNc contenant une ou plusieurs séquences ouvertes de
lecture encadrées par les sites SfilA et B.

(1) 5'- ATTCTAGAGGCCGAGG/CGGCCGACATG-d(T)30-N-N' -3
avecN=A,GouCetN'=A,G,CouT
Le site de restriction SfilB est en gras et le site de coupure indiquée (/)

(2) 5'- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTA/TGGCCGGG -3
Le site de restriction Sfil A est en gras et le site de coupure indiquée (/)
3) 5'- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT -3'

5- Electrophysiologie sur ovocyte de Xénope (Xenopus leavis)

a- Entretien des Xénopes

Les grenouilles femelles de 1’espéce Xenopus leavis sont conservées dans des
bacs de 15 litres (2-5 grenouilles par bac). L'eau en est renouvelée tous les 4 ou 5 jours
avec de l'eau ayant reposé¢ une semaine (et qui a perdu une partie de son chlore). A
cette occasion, les xénopes sont nourris avec du ceeur de volaille cru (1/2 cceur pour 5
grenouilles).

b- Prélévement, traitement et injection des ovocytes

Les ovocytes sont obtenus chirurgicalement: le xénope est anesthésié par
abaissement progressive de la température a 4 °C. La peau du bas de 1'abdomen est
incisée, puis la paroi musculaire sous-jacente donnant ainsi acceés aux organes de la
cavité¢ abdominale. Deux lobes d'un des ovaires sont sectionnés et prélevés. Les deux
tissus incisés de la plaie sont refermés par 2 a 4 points de suture chacun.

Les lobes des ovaires sont recueillis dans du milieu OR2 (MgCl, 1 mM - NaCl
82.5 mM - KCl 2 mM - Hepes 5 mM - NaOH (pH 7,5)) et les ovocytes sont séparés
avec de fines pinces en petits paquets d'une dizaine. La premicre étape consiste en une
digestion enzymatique d'une heure dans un milieu OR2 contenant de la collagénase A
(2 U/ml) a 25°C sous faible agitation. Malgré ce traitement, les ovocytes ne sont pas
encore séparés. Apres 4 ringages d'OR2 contenant de 1 mg/ml de sérum albumine
bovine (SAB), la dissociation se fait dans le tampon K hypertonique (K;HPO4 100
mM - SAB 1 % - HCI (pH 6,5)) en faible agitation pendant 1 heure; elle est facilitée
par le passage des "grappes" d'ovocytes toutes les 15 minutes dans une pipette pasteur
dont on a coupé l'extrémité de maniere a réaliser une ouverture de 3 a 5 millimetres.
Enfin, les ovocytes séparés sont bien rincés dans du milieu de Barth's (NaCl 88 mM -
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CaCl, 0,41 mM - NaHCO; 2,4 mM - Ca(NOs), 0,33 mM - MgS04 0,82 mM - KCI 1
mM - gentamycine 1 mg/l - Hepes 10 mM - NaOH(pH 7,4)). Ils sont triés en fonction
de leur taille, de leurs couleurs et de leurs imperfections. Seuls les ovocytes intacts des
stades terminaux (V et VI) sont conservés a 19 °C sans agitation avant d'étre utilisés le
lendemain pour les injections.

Pour l'injection, des pipettes de verre sont étirées de mani¢re a obtenir des
diametres d'ouverture a l'extrémité de l'ordre de 10 um. Elles sont montées sur un
systéme de micro injection a piston de type Drummon fixé a un micromanipulateur et
contiennent dans leur majeure partie de 'huile minérale. L'extrémité est emplie par
aspiration de quelques micro litres de la solution aqueuse (H,0, ARNm, ARNc, K,SO4
...) a injecter. Les ovocytes sédimentent au fond d'une boite de Pétri contenant de
I'OR2. En utilisant une loupe binoculaire, il est aisé d'appliquer la pointe de la pipette
sur le pole végétatif (= le plus clair) et d'augmenter la pression jusqu'au percement de
la membrane. Le volume injecté¢ est de I'ordre de 50 nL soit 10 % du volume de
'ovocyte.

c- Transcription in vitro d’ARNc

5 png du plasmide sont linéarisés par Notl (a la fin de la séquence a transcrire),
lavés par 2 étapes de phénol/chloroforme et précipitités a I’acétate de sodium (0,1
volume a 3 M, pH 5,2) et éthanol 95 % (2,5 volume). La transcription est effectuée
durant 1h30 a 37 °C dans 100 pL dont 20 pL de tampon pour la polymérase T3 5X
(Proméga), | mM ATP, I mM CTP, 1 mM UTP, 0,2 mM GTP, 5 mM DTT, 0,6 mM
m'G(5")ppp(5°)G, 100 u RNAsin (Promega) et 100 u polymérase T3 (Proméga). 50
unités de la polymérase sont ensuite rajoutés pour une nouvelle incubation d’1 heure.
L’ADN du plasmide est dégradé (30 min a 37 °C) par I’ajout de 4 u DNAse RQI1
(Promega) avec 100 u de RNAsine. Le produit de la transcription (ARN
complémentaire) est purifié par deux étapes d’éthanol/chloroforme et une étape de
phénol seul puis précipité a ’acétate de sodium (0,1 volume a 3 M, pH 5,2) et éthanol
95 % (2,5 volume). Il est repris dans 15 pL contenant de la RNAsine (2u/uL) et dosé
au spectrophotometres (260 nm). La concentration doit étre de I’ordre de 1 pg/pL.

d- Voltage-clamp a deux électrodes

Des pipettes de verre sont étirées sur une étireuse verticale (PA-81, Narishige) a
partir des tubes de verre utilisés pour le patch-clamp. Les paramétres d'étirement sont
fixés de manicre a obtenir des résistances lors des expériences de l'ordre de 10
mOhms. Elles sont remplies avec du KCI 3 M.

L'ovocyte est maintenu au fond d'une chambre de plexiglas contenant de I'OR2
(MgCl, 1 mM - NaCl 82,5 mM - KCL 2 mM - Hepes 5 mM - NaOH(pH 7,5))
additionné d' 1 mM CaCl,. Grace a une loupe binoculaire il est possible d'appliquer les
deux électrodes sur l'ovocyte et de les faire pénétrer dans le cytoplasme. Le potentiel
de membrane est aux environs de -50 mV sur des ovocytes "sauvages" et doit Etre
identique avec les deux électrodes. L'ovocyte est rincée avec 'OR2 + 1 mM CaClI2
durant quelques minutes.

En mode voltage-clamp, une des électrode sert & mesurer le voltage et 'autre a
injecter du courant de manicre a obtenir le potentiel désiré par le protocole (figure A-
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Tableau A-1: les différentes espéces et souches de levure.

Espéce Souche Phénotypes Génotype/marqueur
Saccharomyces  w303-1B Sauvage ura3-1trp1-1leu2-3
cerevisiae ade2-1 his3-1 1, 15
CN3 Mutant dans le prpteollplde PMPC'% ’ Idem + 2omp3::TRP1
Membrane plasmique hyperpolarisée
(Navarre et al., 2000)
Hansenula NCYC 495  Sauvage Leu-
polymorpha
Pichia GS115 Sauvage His
pastoris (Invitrogen)
GS115n Méme souche exprimant la nitrate reductase

NIA2 d’Arabidopsis (Su et al., 1996)

Tableau A-2: Les differents plasmides de levure utilisés . ‘Ma’ Marqueur, ‘Pr' Promoteur, ‘OR’ origine

de réplication.

Nom Espéce Description succinte Reférence
pRS315 S. cerevisiae Ma: Leu2 - OR: ARSH4 centroméri§oearni par
(utilisé comme contrdle malgré I'OR différente) F. Parcy
pRS1024 S. cerevisiae Ma: Leu2 - Pr: PMA - OR: 2u Gaxiola et al., 1997
pRG120 S. cerevisiae Idem avec le TmCLCO Gaxiola et al., 1997
pRG175 S. cerevisiae Idem avec le AtCLCa Gaxiola et al., 1997
pRG176 S. cerevisiae Idem avec le AtCLCc Gaxiola et al., 1997
pRG178 S. cerevisiae Idem avec le AtCLCd Gaxiola et al., 1997
pDR195 S. cerevisiae Ma: Ura3 - Pr: PMA - OR: 2u
pDR195a S. cerevisiae Idem avec HsCLC1-WT (fragment PCR au site BamH1)
pDR195b S. cerevisiae Idem avec HsCLC1-230A (fragment PCR au site BamH1)
pDR195¢ S. cerevisiae Idem avec HsCLC1-230E (fragment PCR au site BamH1)
pDR195d S. cerevisiae Idem avec HsCLC1-233A (fragment PCR au site BamH1)
pHIPX7A Hansenula p. pHIPX7 + OR: ARS (fragment pCR de pOW1)
www.biol.rug.nl/em/tools.htm
pHIPX7Aa Hansenula p. Idem avec HsCLC1-WT (fragment PCR au site BamH1)
pHIPX7Ab Hansenula p. Idem avec HsCLC1-230A (fragment PCR au site BamH1)
pHIPX7Ac Hansenula p. Idem avec HsCLC1-230E (fragment PCR au site BamH1)

pHIPX7Ad

Hansenula p.

Idem avec HsCLC1-233A (fragment PCR au site BamH1)
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10). L'amplificateur (GeneClamp 500, Axon Instrument) est contr6lé par un PC équipé
du logiciel Pclamp 5 (Axon Instrument). Le seul protocole de voltage que j'ai utilisé
est constitué de pulses de 2680 ms de 70 mV a -190 mV avec un pas de 20 mV et sont
réalisés touts les 8 secondes. Entre chaque pulse, la membrane est maintenue a un
potentiel de -30 mV.

6- Les systémes "'levure'

a- La levure Saccharomyces cerevisiae

Culture

La levure de biere Saccharomyces cerevisiae est maintenue a 30 °C sur boite
YPD (Yeast extract 1 % - Bacto-peptone 2 % - Glucose 2 % - +ou- Bactoagar 1,5
%) ou YNB (Bacto yeast nitrogen base without amino acids 0,17 % - NH>SO4 0,5 % -
D-glucose 2 % - Mes 20 mM - pH ajusté a 6 avec du NaOH - +ou- bactoagar 1,5 %)
contenant les marqueurs d’auxotrophie adaptés a la souche et aux vecteurs
(généralement: histidine 20 mg/L, leucine 100 mg/L, adénine 10 mg/L, tryptophane 50
mg/L ou uracile 20 mg/L). Les souches de levure utilisées durant la thése sont
succinctement décries dans le tableau A-1.

Transformation

La souche a transformer est mise en culture dans du YPD pendant une nuit a
30°C. Le lendemain, la culture est relancée en diluant cette culture primaire dans 50
mL de YPD de maniére a obtenir une DO a 600 nm de 0,4. Aprés de 2 a 4 heures, les
levures sont culottées (2500 rpm, 10 min) et resuspendues dans 40 mL de milieu
IXTE (Tris 10 mM - EDTA 1 mM). Les levures sont de nouveau culottées (2500 rpm,
10 min), resuspendues dans 2 ml de 1XLiAc/0,5XTE (Tris 5 mM - EDTA 0,5 mM -
LiAcétate 100 mM) et incubées 10 min a température ambiante. 100 pL de levure sont
alors mélangés a 100 uL d’ADN de sperme de saumon préalablement dénaturé (5 a
95 °C) et 1 png de vecteur a transformer. Ce mélange est ensuite bien mixé a 700 uL de
1X1iAc/40%PEG-3350/1XTE (Tris 10 mM - EDTA 1 mM - PEG-3350 40 % -
LiAcétate 100 mM) et incubé pendant 30 minutes a 30 °C. On y ajoute alors 88 uL de
DMSO avant d’effectuer un choc thermique a 72°C pendant 7 minutes. Les levures
sont ensuite culottées et lavées dans 1 mL de 1XTE puis étalées sur milieu sélectif.
Les plasmides utilisés durant la thése sont succinctement décris dans le tableau A-2.

b- Les levures Hansenula polymorpha ez Pichia pastoris

Les souches GS115 (Invitrogen) et GS115h (Su et al., 1997) de levure Pichia
pastoris sont cultivées dans du milieu YPD identique a celui de S. cerevisiae. Les
expériences de croissance ont été effectuées dans un milieu PpYNB (Bacto yeast
nitrogen base without amino acids 0,17 % - NH,SO4 35 mM - glycérol 1 % - +ou-
méthanol 1 % - NaMolybdéne 0,075 mM - histidine 20 mg/L) additionné ou non de
quantités variables de KCI, KNO3 ou KC1O; (0,3 4 100 ou 300 mM selon les sels). La
souche GS115h contient le géne de la nitrate réductase NIA2 d'Arabidopsis dont la
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transcription est sous le contrdle d’un promoteur inductible par le méthanol (Su et al.,
1997).

Hansenula polymorpha (souche NCYC 495) est cultivée a 37 °C soit en milieu
non sélectif riche, HpYPD (Yeast extract 1 % - bacto-peptone 1 % - D-glucose 1 % -
+ou- Bactoagar 1,5 %) soit en milieu sélectif HpYNB (Bacto yeast nitrogen base
without amino acids 0,17 % - KNO; 50 mM - D-glucose 1 % - +ou- leucine 56 mg/1 -
+ou- Bactoagar 1,5 %). Sa transformation se fait par électroporation. Les levures sont
rendues compétentes comme l'ont décrit Faber et ses collégues (Faber ef al., 1994): un
erlen de 200 ml de YPD est ensemencé avec 2 ml d'une culture au plateau et est placé
a 37°C en agitation (150 rpm) jusqu'a ce que la DO a 663 nm soit de 1.2-1.5 (cela
prend environ 8 heures). Les levures sont alors centrifugées (3000 rpm, 10 min,
température ambiante) puis resuspendues dans un tampon DTT (DTT 25 mM -
K2HPO4 50 mM - KOH (pH 7,5)) pendant 15 minutes a 37 °C. Par la suite, elles sont
maintenues le plus proche possible de 0°C. Elles sont d'abord lavées deux fois (dans
200 ml puis dans 100 ml) dans le tampon d'électroporation STM (Sucrose 270 mM -
MgCl, 1 mM - Tris/HCI (pH 7,5) 10 mM) puis centrifugées une derniere fois pour étre
re-suspendues dans 1 ml de STM. Des fractions alicotées de 50 pL sont alors
congelées dans 1'azote liquide et conservées a -80 °C.

La transformation se fait par électroporation. L'ADN et les cellules décongelées
sont mélés a 4°C et le mélange est placé dans une cuve d'électroporation
préalablement refroidie (1 mm). Les parametres d'électroporation sont fixés a 7.5
kV/cm, 40 pF, 132 mOhm, ce qui assure un pulse de I’ordre de 2,5 ms. Les cellules
sont reprises dans 1 ml de milieu HpYPD et incubées 1 heure a 37°C sans agitation.
Elles sont ensuite centrifugées et rincées 1 fois avec du milieu sélectif HpYND
liquide. Un volume connu est alors étalé sur boite de Pétri de milieu sélectif.
L'efficacité de transformation est observée au bout de 3 ou 4 jours.
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Annexe C- Complément a I’article n°2: un modele
informatique simple rend compte de 1'obstruction par les
nucléotides du pore du canal rapide

1- Principe

Le canal anionique rapide (C) est obstrué (pour donner un complex CN) par une
molécule de nucléotide (N) recrutée d'une manicre dépendante du voltage a partir de la
face cytosolique de la membrane. L'équation enzymatique et I'équation différentielle
correspondante, s'écrivent donc:

kon
N+C<=>CN
(canal ouvert) Kott  (canal fermé)

dC/dt = -dCN/dt = ko.CN - N .k,,.C avec C+CN = Cst

La résolution de cette équation nous donne la fonction C(t) = f (C,, CNy, kon, Ko,
t) qui décrit la quantit¢ de canaux ouverts au cours du temps en fonction des
constantes et des conditions initiales:

C(t) = [koff~(C0+CN0)/(N-kon+koff)] + [(N-kon.Co-koff.CNo)/m.kon+koff)]'exp['
(N .k0n+k0ff) .t]

avec C, et CN, les quantités de canaux ouverts et fermés a t=0. (On a donc C + CN=C, + CN, =
Cst)

On peut donc considérer qu'il existe un site de fixation des nucléotides a une
certaine profondeur dans la membrane au niveau du pore du canal. C'est un cas
relativement facile & modéliser avec un systéme de barricres et de puits (Hille, 1992):
on considére le chemin parcouru dans la membrane par le nucléotide comme une
alternance d'énergies hautes (not¢é Gb) -ou barrieres qui sont des zones de
déséquilibres- et d'énergies basses (noté Gp) -ou puits qui sont quand a elles des zones
d'équilibre et donc des sites de fixation du nucléotides (figure A-11A). Ce formalisme
permet de calculer des constantes d'association ko, (1) et de dissociation Ky (2) qui
s'expriment en fonction des constantes cinétiques de base Ko, (3) et Ky (4), lorsque
aucun potentiel n'est imposé a la membrane (a Vm=0):

kon = Kon . €xp(dy.dp.zo.F.E / RT) (1)
Kotr = Kofr . exp(dp.(1-dy).F.E / RT) (2)
Kon = (k. T/h)-exp[-Gp) 3)
Kot = (k.T/h)-exp[-(Go-Gy)] )

Les symboles k, T et h ont leur signification usuelle. Les autres symboles correspondent a la
topologie du pore du canal (voir texte et schéma).
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Figure A-12: Prédictions du mod éle d’obstruction du
canal par les nucléotides. Les résultats expérimentaux
présentés ici proviennent majoritairement de l'article n°2
(s’y référer pour les conditions expérimentales). Les
courbes sont calculées a partir du modéle proposé. (A)
Variation de la probabilité d’ouverture en fonction de la
concentration en ATP libre. (B) Le modéle intégre bien la
diminution de la charge du senseur lors de la diminution
de la valence des nucléotides. (C) Effet de la concen-
tration en chlorure externe pour 3 concentrations en ATP
libre. (D) Les cinétiques de déactivation sont plus lentes si
on diminue la concentration en ATP libre interne. Ce n’est
pas le cas des cinétiques d’activation. (E) Les cinétiques
d’activation sont plus lentes si on diminue la concentration
en chlorure externe alors que les cinétiques de
déactivation sont relativement peu affectées.
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Les cinétiques du systéme (qu'elles soient d'activation ou de déactivation) ont
alors comme formule:

T=1 (koff+ [ATP]kon)

Nous avons modélisé l'effet dépendant de la dose des anions externes en
introduisant dans le modele un second site accessible a partir de la face externe de la
membrane (figure A-11B) et qui possede ses propres caractéristiques énergétiques.
Ceci permet de calculer k(A)on et k(A)ofr, les constantes d'association et de dissociation
d'une molécule d'anion avec le site en fonction des parametres topologiques du pore et
du voltage. Parce que cela semble étre un phénomene trés lié a la perméation et que la
perméation est extrémement rapide, nous avons considéré l'occupation comme a
1'équilibre a chaque voltage. Il est donc facile de calculer la probabilité d'occupation
P,.. du site a n'importe quel voltage. Elle s'exprime selon la formule Michaelienne:

Poe. = k(A)otr / ([Cle] - k(A)on) = [Cle]" / ([Cle]" + exp(Ga-da.za.F.Em/KT)

La synergie entre les deux sites est traduite par une valeur de puit pour les
nucléotides dépendant de I'occupation (variant entre 0 et 1) des anions sur la face
externe:

Gp = Gy, + Ag . occupation

Si le site anion est trés occupé, par exemple a un voltage favorable et a forte
concentration en anions externes, le puit est peu profond et les nucléotides ont du mal
a l'occuper car la valeur de ks est majorée. A noter que selon les formules ko, n'est
pas affectée par la profondeur du puits. Au contraire, si le site est peu occupé, le puits
est trés "profond" et les nucléotides I'occupent aisément.

2- Application numérique: il existe un jeu de valeurs permettant d'effectuer
une approximation et de reproduire une grande partie des résultats...

A partir de ce modele, il est possible de rechercher de fagon empirique des
valeurs permettant la meilleure approximation possible des observations
expérimentales. L'encart C de la figure A-10 récapitule les caractéristiques
topographiques du pore du canal. Nous avons donc essayé de retrouver une partie des
résultats que nous avions décrits expérimentalement.

La premier point positif du modele est qu'il permet de retrouver l'effet dépendant
de la dose d'ATP: augmenter la concentration en nucléotide interne (dans ce cas un
nucléotide quadrivalent), provoque un déplacement de la fermeture dépendante du
voltage (figure A-12A) sans affecter la charge apparente du senseur. De plus, nous
retrouvons une augmentation de la constante cinétique de fermeture avec la diminution
de la concentration en nucléotide interne. Comme observé expérimentalement, la
cinétique d'activation n'est pas affectée par les nucléotides (figure A-12D).

135






Annexes

On observe une corrélation entre la charge portée par la particule bloquante z, et
la charge apparente du senseur de voltage (figure A-12B). Le modéle ne permet pas
d'avoirs accés a cette valeur mais cela se traduit par des courbes d'ouverture en
fonction du voltage dont la pente au point d'inflexion est plus faible pour des particules
bloquantes moins chargées: l'activité du canal est tout simplement moins dépendante
du voltage. En théorie, avec des nucléotides non chargés (zn=0), on devrait observer
une abolition de la régulation par le voltage. Le modéle permet aussi de retrouver la
disparition de la dépendance vis a vis du voltage en absence de nucléotide (non
montré).

L'effet des concentrations en anions externes peut &étre lui aussi globalement
retrouvé. Par exemple, diminuer la concentration en chlorure externe ferme le canal:
expérimentalement cela se traduit par une diminution du V1/2 (figure A-12C). De
plus, les cinétiques d'activation sont dépendantes de la concentration en chlorure
externe, mais celle-ci n'affecte pas les constantes cinétiques de fermeture (figure A-
12E).

c- ...mais certains résultats ne sont pas explicables par le modéle

Si le modele rend bien compte d’un certain nombre de données expérimentales,
il est clair que la régulation par le voltage du canal est en fait plus complexe que ce
que nous présentons dans I’article n°2 (Se référer a la discussion de 1’article pour les
limites du modele). Les différents arguments sont d'une part des cinétiques bi-
exponentielles et une diminution de la z, dépendante des concentrations anioniques
externes. Ce sont deux variations qui ne peuvent pas étre "modélisées" dans le modéle
simple que nous venons de décrire. Nous avons des hypothéses pour expliquer chacun
de ces points mais elles ne permettent pas de rendre compte de facon synthétique de
I'ensemble des caractéristiques du canal.
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RESUME

La fonction des canaux anioniques présents sur la membrane plasmique des cellules végétales n'est
comprise que dans un nombre restreint de cas correspondant a des activités particulieres dans des cellules
spécialisées: la régulation osmotique (cellules de garde des stomates) et la tolérance aux stress (cellules
épidermiques de racine). Le laboratoire dans lequel j'ai effectué ma thése s'intéresse plus particuliérement a
I'hypocotyle d'Arabidopsis thaliana, organe ayant des types cellulaires moins clairement spécialisés. Mon
travail de thése comprend deux volets, d'une part j'ai contribué a la caractérisation de deux canaux
anioniques de la membrane plasmique et j'ai recherché leur implication dans certaines réponses cellulaires,
d'autre part j'ai développé des cribles fonctionnels afin d'identifier les génes codant pour ces canaux.

Le premier canal que j'ai contribué a caractériser dans les cellules épidermiques de I'hypocotyle, est
un canal a cinétiques rapides perméant a différents anions. Parmi ceux-ci, le sulfate a un role activateur du
canal. J'ai de plus décrit le mécanisme biophysique de la régulation par le voltage du canal rapide: le pore
du canal est obstrué¢ par une molécule de nucléotide aux potentiels hyperpolarisés. Les anions externes sont
capables de chasser le nucléotide hors du pore par un phénomeéne répulsif. Cette double régulation module
l'activité du canal dans une gamme de potentiels physiologiques. Enfin, j'ai participé a 1'identification d'un
second canal a cinétiques lentes sur les mémes cellules. Ce canal est faiblement régulé par le potentiel de
membrane et présente une perméabilité trés en faveur du nitrate. Il est régulé par phosphorylation.

Pour rechercher la fonction physiologique de ces deux canaux, j'ai choisi de caractériser les efflux
d'anions dans le systéme des cellules d'Arabidopsis en suspension, qui sont aussi équipées de ces canaux.
Au repos, aucun efflux d'anions n'est mesuré: les canaux sont fermés. Peu de signaux sont capables de les
activer, parmi lesquels un choc hypoosmotique et certains éliciteurs de type fongique et bactérien. La
caractérisation de ces efflux, grace aux outils pharmacologiques et a la sélectivité ionique, n'a pas permis
d'impliquer clairement un des canaux anioniques décrits en patch-clamp.

Sur la base des propriétés des canaux décrites en patch-clamp, j'ai aussi développé deux cribles
fonctionnels en systéme hétérologue pour tenter d'identifier les ADNc correspondants. Le premier, basé sur
la sélectivité des canaux pour les anions toxiques, est réalisé en levure. Mes contréles positifs n'ont pas
permis de définir de conditions pour un crible positif mais ont ouvert des possibilités de cribles négatifs. Le
second, fondé sur l'effet activateur du sulfate sur le canal rapide, est effectué en ovocyte de xénope et est en
cours de validation.

ABSTRACT

The function of plasma membrane anion channels in plant cells is well understood only in a few
cases of specialized cells: osmotic regulation (for stomatal guard cells) and stress responses (for root
epidermal cells). The laboratory where I prepared my thesis is involved in studies of Arabidopsis thaliana
hypocotyl, an organ with less specialized cells. My PhD work is divided into two parts: first I was involved
in the characterization of two anion channels at the plasma membrane of hypocotyl epidermal cells and I
have looked for their involvement in a particular function, and second I have developed functional screens
to identify anion channel genes.

The first anion channel that I contributed to characterize is a channel with rapid kinetics, permeable
to several anions. Among them, sulfate exerts an activating effect. Moreover, I have described the
biophysical mechanism of the channel gating by voltage: the channel pore is blocked by a nucleotide
molecule at very negative potentials. Extracellular anions are able to exert a repulsion on the nucleotide.
This dual regulation modulates channel activity in the range of physiological voltages. I have also
contributed to the characterisation of a second anion channel with slow kinetics, present on the same cells.
This channel is weakly voltage-dependent, shows a high nitrate permeability, and is regulated by
phosphorylation.

To look for the physiological function of these channels, I have chosen to characterize anion
effluxes from Arabidopsis suspension cells, which also posses these two types of channels. In resting
conditions, no efflux was observed: channels are closed. Only few signals, hypoosmotic chock and
bacterial and fungal elicitors, are able to trigger an efflux. Considering the pharmacological and selectivity
profiles of these effluxes, we have not be able to clearly involve any of the rapid-type or the slow-type
anion channels.

On the basis of anion channel properties described using the patch-clamp technique, I have
developed two functional screens using heterologous systems to identify channel cDNAs. The first one,
based on channel selectivity for toxic anions, is developed in yeast. Positive controls did not allow us to
define conditions for a positive screen but might provide conditions for a negative screen. The second one,
based of the activating effect of sulfate on the rapid anion channel, is currently being investigated in
Xenopus oocytes.





