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LES TRANSPORTS D'IONS ET DE METABOLITES
A TRAVERS L'ENVELOPPE DU CHLOROPLASTE

INTRODUCTION

Les plastes de vegétaux supérieurs sont limités par une enveloppe constituée de deux
membranes distinctes (figure 1) ; c'est la seule structure membranaire permanente des plastes.
D'une part, elle est toujours présente lors de la transformation des proplastes en plastes
différenciés (chloroplastes, amyloplastes, chromoplastes et étioplastes). D'autre part, lors de la
division cellulaire, les plastes - et donc leur enveloppe limitante - se transmettent d'une
génération de cellules a la suivante (Douce & Joyard, 1990).

Figure 1. Observation en microscopie
électroniqgue  de  I’enveloppe de
chloroplastes d’épinard a différents
grossissements. L’enveloppe est formée
de deux membranes distinctes qui se
colorent avec la méme intensité. A fort
grossissement et aprés traitement a
I’acide tannique, la structure tripartite de
chague membrane est bien visible
(Carde et al., 1982). C: cytosol. S:
stroma, V : vacuole, E: enveloppe, T:
thylacoides, me: membrane externe,
mi : membrane interne, t : tonoplaste.

Les chloroplastes possédent des fonctions qui leur sont spécifiques comme la photosynthése.
Ils sont impliqués dans la synthése des acides aminés, des acides gras et dans la formation de
nombreux composeés secondaires formés a partir de la voie du shikimate.

La localisation de I'enveloppe a l'interface entre le cytosol et le plaste en fait le site privilégié
des interactions entre ces deux compartiments. Les membranes de I'enveloppe sont le site de
transport de métabolites, de protéines, et d'information entre les plastes et les autres
compartiments. Ainsi, le développement des plastes implique le fonctionnement coordonné de
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deux génomes : le génome plastidial et le génome nucléaire. La plupart des protéines du
plaste sont codées par le génome nucléaire et doivent donc traverser I'enveloppe par un
mécanisme d'import des protéines (pour revue voir Heins et al., 1998). D'autre part,
I'enveloppe catalyse la biosynthése de nombreux constituants spécifiques du plaste (Joyard et
al., 1998) : lipides membranaires (galactolipides, sulfolipide...), prénylquinone (plastoqui-
none, a.-tocophérol), pigments (caroténoides, précurseurs de la chlorophylle) (pour revue voir
Douce & Joyard, 1990). La membrane interne de I'enveloppe renferme une grande variété de
transporteurs qui catalysent des échanges de métabolites entre stroma et cytosol (Heber &
Heldt, 1981). Ainsi, le carbone fixé pendant la journée est exporté hors des chloroplastes, via
le transporteur de phosphate/triose phosphate, vers le cytosol ou il est converti en saccharose
et redistribué dans la plante. L'enveloppe des chloroplastes intervient donc dans la régulation
de nombreux processus métaboliques comme la photosynthése et la photorespiration. De fait,
chacune des membranes contient différentes protéines et divers systemes de transport qui
régulent I'échange de métabolites a travers l'enveloppe. Les deux membranes de I’enveloppe
different donc par leur structure, leurs fonctions et leurs propriétés biochimiques mais
coopérent notamment pour la synthése de lipides ou pour I’importation des protéines codées
par le génome nucléaire.

Dans ce chapitre, nous décrirons les activités de transport identifiées a travers I'enveloppe du
chloroplaste, ainsi que la caractérisation moléculaire de certains transporteurs. Le schéma
présenté dans la figure 2 résume les différents transports répertoriés a travers I'enveloppe du
chloroplaste. Ce schéma montre un ensemble de systemes de transport trés complexe. De
nombreuses activités de transport ont été détectées, cependant trés peu de transporteurs ont été
caractérisés au niveau moléculaire. Notamment, les transporteurs de phosphate/triose
phosphate et d'oxoglutarate/malate sont les deux seuls transporteurs de I'enveloppe totalement
caractérisés au niveau physiologique, biochimique et moléculaire. Un apercu des
caractéristiques de ces systéemes de transport est donné a la fin de ce chapitre (voir pp. 36-40).

I. METHODES D'ETUDE DES ACTIVITES DE TRANSPORT A TRAVERS
L'ENVELOPPE DES CHLOROPLASTES

Le métabolisme des plastes, totalement intégré a celui de la cellule, implique I’existence de
divers mécanismes de transport de solutés a travers I’enveloppe pour fournir a la cellule
I’azote organique, les composés soufrés et les carbohydrates. Les plastes doivent importer
et/ou exporter des cations (K*, Na*, Mg?*, Ca®*, Cu?*, Zn**...), des anions (NO,, SO,%,
HPO,*, CI"...) et une grande variété de métabolites, impliqués dans les voies biosynthétiques,
comme les trioses phosphate, les acides dicarboxyliques, I’acétate, les acides aminés et I’ATP.
Ainsi, de nombreux systéemes de transports doivent exister dans I'enveloppe du chloroplaste.
La majorité d'entre eux a été identifiée par des travaux réalisés sur des chloroplastes isolés.
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Quelques études ont été effectuées directement sur des veésicules d'enveloppe isolée. Enfin,
I'utilisation de systemes artificiels (liposomes, bicouches lipidiques planes...) dans lesquels
des protéines ont été insérées, a permis la caractérisation d'activité de type canal ionique ou de
confirmer la fonction de quelques protéines purifiées a partir d'enveloppe.

A. Caractérisation physiologique des transports a I'aide de chloroplastes intacts
1. Transport de métabolites

C'est grace a la préparation de chloroplastes intacts qu'il a été possible de caractériser
physiologiquement des activités de transport a travers I'enveloppe du chloroplaste (Krause &
Heber, 1976 ; Heldt, 1976), en particulier grace a la technique de centrifugation par filtration
sur huile de silicone (Heldt, 1980). Cette technique permet d'analyser directement lI'import
d'une molécule donnée (en général radioactive) dans les chloroplastes et de déterminer les
parametres cinétiques (Km et Vmax) du transport. Ces expériences ont permis de montrer que
les deux membranes de I'enveloppe ont une perméabilité différentielle (Heldt et Rapley, 1970)
et de préciser les caractéristiques d'import de nombreux métabolites (phosphate, triose
phosphate, acides dicarboxyliques, etc...). L'avantage de cette approche est de permettre
I'analyse de I'import ou de I'efflux de molécules d'intérét physiologique (impliquées dans la
photosynthese, par exemple). Il est aussi possible d'étudier I'impact de substances inhibitrices
sur le fonctionnement de chloroplastes intacts (mesure de la photosynthése, du pH du stroma,
des concentrations d'ions dans le stroma). Par contre, il est impossible avec cette méthode
d'obtenir des renseignements sur la nature moléculaire du systéme de transport. L'importance
de cette stratégie est illustrée dans la figure 2 : la majorité des activités de transport connues
sur I'enveloppe des chloroplastes a été identifiée gréace a cette approche.

2. Patch-clamp et chloroplastes intacts

Le patch-clamp est une méthode de choix pour étudier la nature et le fonctionnement des
canaux ioniques au sein des membranes (voir par exemple Barbier-Brygoo et al., 1991). En
effet, il est possible, dans certains cas, de mesurer l'activité d'un seul canal. De plus,
I'environnement immédiat des protéines est préservé, de méme que leur orientation. Enfin, il
est facile de maitriser la nature du milieu de part et d'autre de la membrane a analyser.
Cependant, dans le cas des chloroplastes, le probléme est rendu particuliérement difficile pour
plusieurs raisons. Tout d'abord, la taille des chloroplastes (10 um de diamétre) se préte assez
mal a l'implantation d'une micropipette. D'autre part, la caractérisation de systémes de
transport localisés (a priori) sur la membrane interne de I'enveloppe est rendue délicate par la
présence de la membrane externe. Pourtant quelques rares publications font état de travaux.
Elles proviennent toutes du méme groupe qui semble avoir réussi a maitriser les conditions
expérimentales pour caractériser des canaux ioniques dans I'enveloppe de chloroplastes aussi
variés que ceux de Chara, Amaranthus ou Zea mays (voir par exemple Pottosin, 1992).
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Figure 2. Schéma récapitulatif des flux de matiére et d'ions a travers I'enveloppe du chloroplaste.
Les activités de transport identifiées au niveau physiologique sont indiquées en noir. Les activités
identifiées au niveau moléculaire sont indiquées en rouge. Les activités de transport déduites des voies
métaboliques existant dans le chloroplaste sont marquées en vert. Les 2 transporteurs indiqués en bleu
sont les seuls totalement caractérisés au niveau physiologique, biochimique et moléculaire.

1 : Transporteur de Phosphate/Triose Phosphate (IE30) (Fligge et al., 1989). 2 : Transporteur de 2-
oxoglutarate/malate (IE45) (Weber et al., 1995). 3 : Import des protéines (Gray & Row, 1995, Schnell,
1995). 4 : Transporteur de Phosphate/Phosphoénolpyruvate (Fischer et al., 1994 ; Fischer et al., 1997).
5 : Transporteur ATP/ADP (Neuhaus et al., 1997). 6 : Canal sélectif pour les acides aminés (OEP16)
(Pohlmeyer et al., 1997). 7 : Canal de type porine (OEP24) (Pohlmeyer et al., 1998). 8 : Ca’*-ATPase
(Huang et al., 1993). 9a : Diffusion du HNO, (Shingles et al., 1996). 9b. Transporteur de NO;
(Brunswick & Cresswell, 1988a, 1988b). 10 : Porine de la membrane externe (Fligge & Benz, 1984 ;
Pottosin, 1992). 11 : Porine de la membrane interne (Fuks & Homblé, 1995 ; Heiber et al., 1995). 12 :
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Canal anionique CI” (Heiber et al., 1995 ; Fuks & Homblé, 1999). 13 : Canal cationique K" (Wu &
Berkowitz, 1992, 1993 ; Mi et al., 1994 ; Heiber et al., 1995). 14 : Uniport Ca** (Kreimer et al., 1985 ;
Roh et al., 1998). 15 : H*-ATPase (Douce et al., 1973 ; Wu & Berkowitz, 1992, 1992b ; Shingles &
Mc Carty, 1994). 16 : Transport de sulfate/phosphate (Mourioux & Douce, 1978). 17a : Diffusion
passive du CO,. 17b : Transport du HCOj3™ détecté dans les chloroplastes de Chlamydomonas (Rolland
et al., 1997). 18 : Transporteur d'oxaloacétate/malate (Hatch et al., 1984). 19 : Transporteur de
glutamate/malate (Woo et al., 1987). 20 : Transporteur de glutamate/glutamine (Yu & Woo, 1988). 21
: Transporteur de glycérate/glycolate (Howitz & Mc Carty, 1985). 22 : Transporteur de pyrophosphate
(Lunn & Douce, 1993). 23 : Transporteur de glucose (Schéafer et al., 1977). Pi, phosphate
inorganique.  TrioseP, triose phosphate. 2-OG, 2-oxoglutarate. Mal, malate. PEP,
phosphoénolpyruvate. OAA, oxaloacétate. Glu, glutamate. Gln, glutamine.

B. Utilisation de vésicules d'enveloppe

L'utilisation de vésicules isolées s'est révélée tres efficace pour des études de transport a
travers la membrane plasmique ou le tonoplaste (voir par exemple Gerbeau et al., 1999). Dans
le cas des chloroplastes, quelques travaux font état de l'utilisation de vésicules d'enveloppe,
voire de préparations de vésicules de membrane interne. Ainsi, Roh et al. (1998) ont utilisé
des vésicules de membrane interne d'enveloppe de chloroplastes de pois, chargées a l'aide du
fluorophore fura-2, pour analyser (par spectrofluorimétrie) les mouvements de Ca** et
caracteriser physiologiquement le systeme impliqué dans ce transport. C'est aussi sur des
vésicules d'enveloppe isolée que les flux de K ont été étudiés (voir par exemple Mi et al.,
1994). Le probléme avec de telles expériences est qu'il est tres difficile d'affirmer que les
préparations d'enveloppe utilisées présentent la méme perméabilité que la membrane interne
in vivo. D'autre part, il est tres difficile de déterminer leur orientation (face stromatique
interne ou externe). De plus, lors de Il'isolement des vésicules d'enveloppe, la membrane
interne fusionne trés facilement avec la membrane externe (Douce & Joyard, 1980), qui
renferme une protéine de type porine. Enfin, il n'est pas possible d'obtenir des préparations
pures de membrane interne, et les vésicules obtenues sont en fait trés proches des préparations
d'enveloppe totale (Cline et al., 1981 ; Block et al., 1983ab).

C. Etude des activités de transport dans des systemes artificiels

En complément de travaux réalisés sur des vésicules d'enveloppe, I'utilisation de liposomes ou
de membranes artificielles permet de mieux comprendre le fonctionnement des protéines
impliquées dans les flux d'ions ou de métabolites. En effet, il est possible de contréler les
solutions dans les compartiments cis et trans de part et d'autre de la membrane. D'autre part,
cette technique permet I'étude de I'activité de transport supposée de protéines purifiées. Ainsi,
Fligge & Heldt (1981) ont confirmé I'activité du transporteur de phosphate/triose phosphate
gu'ils venaient de purifier. D'autre part, Mi et al. (1994) ont fusionné des vésicules
d'enveloppe avec des bicouches lipidiques planes afin d'étudier les courants produits par les
canaux K* de l'enveloppe. Plus récemment, des activités de type canal ionique ont été
caracterisées dans la membrane externe de I'enveloppe (Polhmeyer et al., 1997, 1998). Bien
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que trés séduisante a priori, cette technique de reconstitution dans des systémes artificiels
modifie considérablement I'environnement lipidique de la protéine dont on étudie la fonction.
Les membranes artificielles utilisées dans ces reconstitutions présentent une composition
lipidique trés différente de celle de I'enveloppe. D'autre part, l'orientation de la protéine dans
la membrane n'est pas contrblée et la compartimentation présente dans le chloroplaste n'est
pas retrouvée, ni les molécules qui constituent I'environnement in vivo de ces protéines. Ainsi,
ces mesures donnent des indications sur la fonction potentielle des protéines insérées dans les
protéoliposomes. Cependant, elles ne permettent pas de déterminer avec précision les
conditions de transport in vivo. Dans de tels systemes, les canaux ioniques présentent des
propriétés parfois assez différentes de celles que lI'on peut déterminer dans des systémes
moins artificiels (patch-clamp, par exemple).

D. Conclusion

Cette bréve présentation avait pour objectif de montrer qu'il n'existe pas actuellement de
technique idéale pour identifier la fonction des protéines impliquées dans les transports de
solutés a travers I'enveloppe du chloroplaste. Si les chloroplastes intacts sont un outil de choix
pour caractériser physiologiquement les différents systemes de transport, ils ne permettent pas
de faire le lien entre une protéine et son role physiologique. Utilisées sur des chloroplastes
intacts, les techniques de patch-clamp présentent les mémes avantages et les mémes
inconvénients pour étudier les canaux ioniques. A cbté de ces approches, les méthodes
impliquant la reconstitution des systemes de transport dans des bicouches artificielles ou dans
des liposomes représentent un bon compromis, méme si elles ne permettent pas d'identifier
avec une précision totale la fonction de transport des protéines purifiées. Une approche
physiologique sera donc toujours nécessaire pour apporter la preuve absolue de la fonction de
la protéine ainsi caractérisee. Dans ces conditions, I'analyse fonctionnelle de mutants dans
lesquels le gene codant cette protéine sera altéré pourra permettre d'établir une connexion plus
étroite entre la protéine caractérisée et son réle dans la plante.

Il. LES TRANSPORTS IONIQUES A TRAVERS L’ENVELOPPE
A. Introduction

De nombreuses espéces d'ions, comme H*, Na**, Cu?*, Mg?*, Zn?*, Mn?*, coexistent dans le
chloroplaste, tous essentiels au développement et au fonctionnement de l'organite. La
concentration de certains d'entre eux dans le stroma est indiquée dans le tableau I.

Les ions présents dans le stroma jouent ainsi un rdle essentiel dans le fonctionnement des
chloroplastes. Par exemple, le pH du stroma et sa teneur en Mg®* doivent rester élevés pour
permettre un fonctionnement optimal, a la lumiere, des enzymes du cycle de Benson et
Calvin. A l'obscurité, le pH du stroma et la teneur en Mg®* reviennent & un niveau plus bas.
Le pH du stroma est directement affecté par le contre-échange H'/K™ & travers I'enveloppe
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(Berkowitz & Wu, 1993). De plus, la teneur en Mg®* du stroma controle l'association a
I'enveloppe de protéines impliquées dans la syntheése de la chlorophylle, comme la Mg-
chélatase (Nakayama et al., 1998). De méme, la teneur en calcium (messager secondaire)
fluctue au cours de la journée (Johnson et al., 1995). Ces quelques exemples montrent que
plusieurs types de systémes de transport d'ions doivent exister dans I'enveloppe afin de réguler
les flux et les concentrations physiologiques des différents ions.

Mg?2+ K* Cl Fe2+ Zn% Cuz
5mM (a) 150 mM (b) 50 mM (b) 0,13mM(e) 0,13mM (e) 60 UM (e)
Mn2+ Ca% Pi
33 UM (e) total : environ 5a 10 mM (a, €) 10 mM a l'obscurité (c)
libre : quelques uM (d) 4 mM a la lumiére (c)

Tableau 1. Concentration de quelques ions dans le stroma des chloroplastes. (a) Portis & Heldt,
1976 ; (b) Demmig & Grimmler, 1983 ; (c) Mourioux (1981) ; (d) Kreimer et al., 1988 ; (e) Joyard &
Douce (1976).

De fait, divers types de protéines permettent le passage des ions a travers les membranes (Fox
& Guerinot, 1998). Les canaux ioniques se distinguent des transporteurs ou des pompes
ioniques par des vitesses de flux beaucoup plus importantes et par la possibilité de flux passifs
a travers les membranes. Le gradient électrochimique a travers la membrane dans laquelle se
trouve le canal détermine la direction du transport des ions. Les transporteurs permettent le
passage d'ions dans le sens du gradient de concentration et peuvent fonctionner comme
uniport ou cotransporteur. Quant aux pompes ioniques, comme les H*-ATPases, Ca®'-
ATPases ou Na'/K'-ATPases, leur fonctionnement requiert une quantité d'énergie
considérable pour permettre le transport d'ions contre le gradient de concentration.

Les activités permettant le transport d'ions (canaux, pompes..) a travers l'enveloppe du
chloroplaste sont présentées dans la figure 3. D'une maniére genérale, leur fonction exacte est
toujours inconnue et de nombreuses incertitudes persistent sur les flux d'ions, dont ceux de
protons, pourtant essentiels a la cellule. Il semble que les canaux ioniques de la membrane
interne de I’enveloppe puissent étre impliqués dans le développement et la régulation des
gradients de protons et des potentiels de membrane a travers la membrane interne. Bien que
les flux d'ions a travers I'enveloppe du chloroplaste soient importants (maintien du potentiel
de membrane, du ApH et de I'osmolarité), les canaux permettant ces échanges n'ont pas encore
été caractérisés au niveau moléculaire. De plus, peu de canaux ioniques ont été identifiés et
étant donné la diversité des ions présents dans le chloroplaste, il est treés probable que d’autres
canaux ioniques existent dans I’enveloppe du chloroplaste. L'acces a la caractérisation
biochimique des canaux ioniques de I'enveloppe du chloroplaste est limité par la structure
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méme de I'enveloppe. En effet, les techniques utilisées pour I'étude des canaux ioniques sont
mieux adaptees a la présence d'une seule membrane (comme la membrane limitante des
protoplastes ou des vacuoles isolées) qu'a la présence d'une double membrane. Ainsi, la
caractérisation des canaux ioniques de l'enveloppe est moins avancée que celle d'autres
membranes comme la membrane plasmique ou le tonoplaste.
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Figure 3. Canaux ioniques, activités de transport d‘ions et porines répertoriés dans I'enveloppe des
chloroplastes. Les transports caractérisés au niveau moléculaire sont indiqués en rouge

6. Canal sélectif pour les acides aminés

7. Canal de type porine

8. Ca”*-ATPase

9b. Transport de NOy

10. Porine de la membrane externe de forte conductance (g = 1 nS)

11. Porine de la membrane interne de forte conductance (g = 500 pS)

12. Canal anionique sélectif pour les ions CI" (g = 60 pS)

13. Canal cationique sélectif pour les ions K* (et Na*)

14. Uniport sélectif pour le calcium

15. H*-ATPase

16. Antiport sulfate/phosphate

17b. Protéine essentielle & I'import du carbone inorganique chez I'algue verte C. reinhardtii

B. Systémes de transport d'ions caractérisés au niveau physiologique

Des analyses physiologiques effectuées sur des chloroplastes intacts ou sur les membranes de
I'enveloppe du chloroplaste ont permis de mettre en évidence plusieurs types de canaux
ioniques, des transporteurs ou d'autres protéines (ATPases) qui permettent le mouvement des
ions a travers les membranes de I'enveloppe du chloroplaste. La figure 3 montre la complexité
de ces systemes de transport ionique, mais il est fort probable que l'inventaire total des
systemes de transport d'ions a travers I'enveloppe soit encore a faire.
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1. Les activités canal de type porine (canaux a faible sélectivité)

a. Caractéristigues des porines

Le transport a travers les membranes externes (des plastes, des mitochondries et des bactéries)
est facilité par la présence de protéines appelées porines (Benz, 1994). Les porines localisées
dans les membranes externes sont des canaux formant de larges pores de diffusion générale a
travers lesquels les petits solutés peuvent diffuser en fonction de leur gradient
électrochimique. La conductance de ce type de canal augmente linéairement avec la
concentration en solutés. Pour de faibles potentiels membranaires, les porines sont faiblement
sélectives pour les anions et sont dans une conformation "ouverte". Le pore prend une
conformation "fermée" pour des voltages supérieurs a 20 mV et devient sélectif pour les
cations (Benz, 1994). De nombreuses études sur la structure et la fonction des porines
présentes dans les bactéries et dans les mitochondries ont été réalisées alors que peu de
données existent sur les porines du chloroplaste. La premiére description d'une activité de
type porine dans l'enveloppe a été réalisée par Fligge & Benz (1984). D'autres types de
canaux de conductance variée (entre 0,5 nS et 7 nS) ont ensuite été caractérisés. L'activité a
été mesurée soit par patch-clamp sur chloroplastes isolés (Pottosin 1992, 1993) soit apres
reconstitution dans des bicouches artificielles (Fligge & Benz, 1984 ; Heiber et al., 1995 ;
Fuks & Homble, 1995).

b. Identification d'une porine dans les chloroplastes de I'algue verte Nitellopsis obtusa (n° 10
figures 2 et 3)

L utilisation des techniques de patch-clamp directement sur des chloroplastes isolés de I’algue
verte Nitellopsis obtusa (Pottosin 1992, 1993) montre la présence de voies de forte
conductance sélectives pour les cations et de faible conductance pour les anions. Cette
technique a permis I’identification de 3 canaux, dont 2 canaux sélectifs pour les cations et
ayant des conductances (dans du KCI 100 mM) de 520 pS et 1 nS, et un canal sélectif pour les
anions, d’une conductance de 160 pS. Ces 3 canaux ont des fermetures voltage-dépendantes
pour des potentiels a la fois positifs et négatifs. La conductance et les caractéristiques de
voltage-dépendance de ces trois canaux sont similaires a celles de la porine de mitochondrie
appelée aussi canal anionique voltage-dépendant de la membrane externe de mitochondrie
(VDAC). L'analyse plus poussée du canal de conductance 520 pS par Pottosin (1993) montre
qu'il a les mémes caractéristiques que celles déja décrites pour le canal VDAC de
mitochondrie (fermeture pour des potentiels négatifs et positifs, sensibilité au polyanion de
Konig, un polymere de métacrylate/maleate et styrene, 1:2:3, m/m). Toutefois, les canaux
VDAC ont une faible sélectivité pour les anions alors que le canal du chloroplaste est
faiblement sélectif pour les cations. Enfin, la localisation précise (membrane externe ou
membrane interne) de ces canaux n'a pas été précisée.
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c. Porine de la membrane externe de I'enveloppe du chloroplaste de plantes supérieures (n°
10, figures 2 et 3)

Plusieurs études (Fligge & Benz, 1984 ; Heiber et al., 1995) montrent la présence d'une
porine dans la membrane externe de l'enveloppe qui permet la diffusion de molécules
hydrophiles de faible masse moléculaire (inférieure & 10 kDa). Ces études sont résumees dans
le tableau Il. Les trés fortes conductances obtenues pour ces canaux suggérent des structures
de type pore (Benz, 1994).

Le canal identifié par Heiber et al. (1995) présente les mémes propriétés (conductance,
voltage-dépendance) que le canal décrit par Pottosin (1992) (voir p. 9). Il est possible que ces
deux canaux soient aussi identiques a celui identifié par Fligge & Benz (1984) dans la
membrane externe de I'enveloppe. Ensemble, ces études montrent la présence d'un canal de
type porine dans la membrane externe de I'enveloppe de chloroplaste (n° 10, figures 2 et 3).

+ Solubilisation de membranes externes d'enveloppe dans des détergents et fusion dans des
bicouches lipidiques planes (Fliigge & Benz, 1984) :
- Canal de forte conductance : g = 7 nS (en présence de KCI 1M)

+ Reconstitution de vésicules d'enveloppe, utilisation de bicouches lipidiques planes, mesures de
patch-clamp (Heiber et al., 1995) :

- Canal de forte conductance : g = 1,14 nS (dans du glutamate de potassium 250/20 mM)

- ouverture pour des potentiels inférieurs & 30 mV

Tableau I1. Identification d'une porine dans la membrane externe de I'enveloppe. Les mesures de
courant sont effectuées soit par patch-clamp sur des protéoliposomes géants soit aprés insertion dans
des bicouches lipidiques planes. Les résultats obtenus montrent la présence d'un canal de forte
conductance.

d. Porine de la membrane interne de I'enveloppe du chloroplaste de plantes supérieures (n°® 11,
figures 2 et 3)

Des mesures d'électrophysiologie sur des vésicules de membrane interne suggerent la
présence de canaux de type porine dans cette membrane (Fuks & Homblé, 1995 ; Heiber et
al., 1995). Les caractéristiques de ce canal sont décrites dans le tableau Il1.

Malgreé certaines similarités, cette porine apparait différente de celles qui ont été caractérisées
dans la membrane externe de chloroplastes et de la porine VDAC des mitochondries (Fuks &
Homblé, 1995). En effet, ces canaux n'ont pas la méme conductance, ni le méme temps
d'ouverture.

La mise en évidence d'une telle activité dans la membrane interne pose d'autre part la question
de son rdle physiologique. D'apres Fuks & Homblé (1995), dans des conditions
physiologiques, le potentiel électrique de la membrane interne étant de -100 mV, ce canal
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serait surtout fermé et ne dissiperait donc pas le gradient électrochimique a travers la
membrane interne. Le canal décrit par Heiber et al. (1995) est vraisemblablement identique a
celui décrit par Fucks & Homblé (1995) car ils ont les mémes caractéristiques. Cependant,
Heiber et al. (1995) proposent que ce canal n'est probablement pas un pore de diffusion et
suggérent qu'il pourrait faire partie des canaux d'import des protéines.

+ Mesures d'électrophysiologie sur des vésicules de membranes internes fusionnées a des bicouches
lipidiques planes (Fuks & Homblé, 1995) :

- Canal de forte conductance : g = 525 pS

- La conductance augmente linéairement avec la concentration de solutés

- Canal faiblement sélectif pour les anions

- Canal majoritairement fermé pour des potentiels négatifs

- Canal de type porine

+ Mesures d'électrophysiologie sur des vésicules d'enveloppe fusionnées a des bicouches lipidiques
planes (Heiber et al., 1995) :

- Canal de forte conductance g = 540 pS

- Canal impliqué dans l'import des protéines ?

Tableau I11. Identification d'une porine associée a la membrane interne de I'enveloppe.

2. Les canaux sélectifs pour les anions (n° 12, figures 2 et 3)

Des flux de CI a travers I'enveloppe ont été détectés dans les chloroplastes de I'algue verte
Eremospheara viridis grace a I’utilisation de microélectrodes sélectives pour certains ions
(Thaler et al., 1992). D'autre part, utilisant des techniques de patch-clamp sur des liposomes
géants contenant des protéines de I’enveloppe de chloroplastes d'épinard, Heiber et al. (1995)
ont analysé les courants sélectifs pour les anions. Dans les conditions expérimentales utilisées
(solutions symétriques de Tris/HCI 100 mM), les courants ioniques mesurés sont principale-
ment dus aux ions chlorure. Un canal anionique (chlorure) de faible conductance (g = 60 pS)
pourrait donc exister dans la membrane interne de I’enveloppe (Heiber et al., 1995).

Les transports d'anions a travers la membrane interne de I'enveloppe du chloroplaste ont aussi
été étudiés par mesure de la dispersion de lumiere sur chloroplastes intacts (Fuks & Homblé,
1999). Cette technique permet d'estimer de facon quantitative les flux de solutés a travers les
organites. Les mesures sont effectuées en présence de divers anions ou de valinomycine
(ionophore permettant le passage des ions K*). Leurs résultats indiquent la présence d'une
voie anionique tres sélective pour les anions CI” et NO;™ et tres faiblement sélective pour les
anions HPO,* et SO,%. Les flux de CI" suggérent que l'import de CI est dépendant d'une
protéine membranaire distincte de celle transportant les ions HPO,* et SO,*.
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Ces différentes études suggerent donc fortement I'existence d'un canal CI" dans la membrane
interne de I'enveloppe du chloroplaste.

3. Canaux sélectifs pour les cations
a. Canal K*

a.. Identification d'un canal K* (n° 13, figures 2 et 3)

De nombreuses études physiologiques rapportent la présence d'un canal K* dans I'enveloppe
des chloroplastes. Les premiéres identifications de flux de K* ont été réalisées par Wu &
Berkowitz (1991, 1992a) sur des chloroplastes intacts d'épinard et sur des protéoliposomes
contenant des protéines d’enveloppe solubilisées. L’utilisation d’inhibiteurs de canaux
ioniques (lidocaine, TEA : inhibiteurs de canaux K*) et des mesures d'import d'un analogue
du K* (¥*Rb") dans des chloroplastes isolés indiquent la présence d’un canal potassium dans la
membrane interne de I’enveloppe. D'autres études ont été effectuées (Wang et al., 1993 ; Mi
et al., 1994 ; Heiber et al., 1995), elles sont résumées dans le tableau IV.

+ Extraction des protéines de la membrane interne dans des détergents et introduction dans des
liposomes, mesure des flux cationiques (Wang et al., 1993) :

- Présence d'un canal K*

- Tests d'inhibiteurs (TEA, lidocaine : inhibiteurs de canaux K* ; TTX et amiloride : inhibiteur de
canaux Na*) : les ions Na* et K* sont interchangeables, présence d'une seule protéine pour faciliter le
transport de ces deux ions

+ Utilisation de radioisotopes pour mesurer les flux dions sur des veésicules natives de membrane
interne (Mi et al., 1994) :
- Le TEA et le Ba?* (inhibiteur spécifique des canaux K*) diminuent l'import du K*

- L'ion Mg?* a un effet inhibiteur (d0 a une interaction du cation divalent avec les membranes)

+ Mesures d'électrophysiologie aprés fusion d'enveloppe ou de membrane interne d'enveloppe dans
des bicouches lipidiques planes :

- Présence d'un canal K*, conductance de g = 160 pS, voltage indépendant (Mi et al., 1994)

- Présence d'un canal K*/Na*, conductance de g = 100 pS, voltage dépendant, ATP et Mg?*
dépendant (Heiber et al., 1995).

Tableau 1V. Identification d'un canal K.

Le canal K* identifié serait en fait un canal K'/Na" car il présente une perméabilité
équivalente pour ces 2 ions (Heiber et al., 1995). Sachant que le potassium est le cation le
plus abondant et le plus important physiologiquement dans le chloroplaste, ce canal sélectif
pour les cations est appelé canal K*. Les canaux identifiés par Mi et al. (1994) et Heiber et al.
(1995) ont des caractéristiques différentes. Cependant les protocoles expérimentaux utilisés
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dans ces deux études sont différents, et ces 2 canaux K" sont probablement identiques. Ce
canal serait impliqué dans la régulation du pH du stroma.

B. Purification partielle du canal K* (n° 13, figures 2 et 3)

Les canaux K" présentent une séquence conservée au niveau de la région formant le pore et
donc le filtre sélectif du canal. A partir de cette séquence, Mi et al. (1994) ont synthétisé un
peptide afin d'obtenir un anticorps dirigé contre cette séquence. Cet anticorps reconnait
plusieurs canaux K" (canaux de mammifére drkl et maxi-K, canal K* KAT1 de plante), et
réagit avec un polypeptide de 62 kDa localisé dans la membrane interne de I'enveloppe (Mi et
al.,, 1994 ; Mi & Berkowitz, 1995). Les essais d'immunopurification sur des protéines de
I'enveloppe se sont révélés infructueux, I'épitope contre lequel est dirigé I'anticorps n'étant
probablement pas accessible lorsque la protéine est dans sa conformation native. Des
purifications partielles de ce canal ont été effectuées en suivant la présence de la protéine par
marquage immunologique et par mesure de l'activité. Si l'activité de canal K* évolue en
parallele avec le signal immunologique, la protéine de 62 kDa n'a cependant jamais été
visualisée apres séparation par électrophorese en conditions dénaturantes (méme apres
coloration au nitrate d'argent), probablement a cause de la trés faible abondance des canaux
ioniques dans la membrane. Mi et al. (1994) concluent de ces expériences qu'une protéine de
I'enveloppe est un canal K*, qui peut étre détecté avec des anticorps dirigés contre le "filtre
sélectif " des canaux K. Cette protéine est trés faiblement représentée.

b. Canal Ca®' (n° 14, figures 2 et 3)

Quelques études ont été effectuées sur I’import du Ca®* dans le chloroplaste. Le calcium est
considéré comme I'un des seconds messagers les plus importants dans les processus de
signalisation cellulaire chez les vegétaux. La concentration en calcium cytosolique doit étre
extrémement régulée car cet ion non métabolisable est toxique a des concentrations élevées
(Ranjeva et al., 1996). Cette concentration cytosolique est maintenue a des niveaux inférieurs
au micromolaire par des processus d'efflux et d'influx. La concentration en calcium total dans
le stroma est de I'ordre d'une dizaine de mM (Portis & Heldt, 1976) alors que la concentration
en calcium libre est de l'ordre de quelques puM (Kreimer et al., 1988). Le chloroplaste
constitue donc un réservoir de calcium pour le cytosol mais sous forme complexée. D'autre
part, Johnson et al. (1995) ont montreé la présence d'oscillations circadiennes de calcium libre
dans le chloroplaste. Ils estiment que les pics de calcium libre varient d'une concentration en
calcium libre inférieure a 150 nM jusqu'a une concentration de 5 a 10 uM. Ces oscillations
dans la concentration de calcium libre permettraient de contrdler les enzymes dépendantes du
calcium et les activités ayant une base circadienne.

a. Mise en évidence de flux de calcium
Des études effectuées par Muto et al. (1982) sur des chloroplastes intacts indiquent que
I’influx de calcium aurait lieu par un mécanisme d’antiport H*/Ca?*, dont le Km serait
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seulement légerement supérieur a celui de la concentration cytoplasmique en calcium.
Cependant, Kreimer et al. (1985a) montrent que les chloroplastes isolés importent du calcium
a la lumiére et que ce transport se fait via un uniport électrogénique. Cet influx de calcium est
lié au transport électronique photosynthétique. Ces deux mécanismes d'influx du calcium sont
différents, mais dans les deux cas, I'influx de calcium est stimulé par la lumiére.

Dans une autre étude, Kreimer et al. (1985b) proposent que I'influx de calcium ne dépendrait
pas de la présence d’une ATPase car I'entrée de calcium est insensible au vanadate, et est
inhibée par des inhibiteurs de transporteurs de type uniport.

/. Identification d'un uniport Ca** (n° 14, figures 2 et 3)

Au lieu d'utiliser les chloroplastes intacts de pois, Roh et al. (1998) ont choisi une approche
alternative pour étudier ces flux & partir de vésicules constituées de membranes internes
purifiées d'enveloppe. Ce systéme a I’avantage de pouvoir charger les vésicules avec des
sondes fluorescentes. D’autre part, le pH et le contenu ionique des milieux intravésiculaire et
externe peuvent étre manipulés facilement. La sonde fura 2, sensible & la concentration en
calcium, a été utilisée pour suivre le transport de cet ion a travers des vésicules de membranes
internes d’enveloppe. Les résultats obtenus indiquent la présence d’un uniport dans les
vésicules. L’influx de calcium est stimulé par des différences de potentiel négatives. Ces
résultats confirment donc ceux obtenus par Kreimer et al. (1985b) sur des chloroplastes
intacts. La vitesse initiale de I’activité d’uniport Ca’* & travers la membrane interne de
I’enveloppe dans des conditions physiologiques de calcium libre est de 0,5/1,6 pmol/h/mg de
chlorophylle, et est stimulée par un potentiel de membrane négatif. L’utilisation d’un
inhibiteur d’échangeur Ca?*/H* (LaCl;) indique que le calcium ne passe pas par
I"intermédiaire d’un antiport Ca**/H*. Les mesures montrent aussi une préférence pour le
transport du calcium en faveur d’un import.

Ainsi, deux types de transport du calcium semblent co-exister dans I'enveloppe : un systéme
permettant I'efflux de calcium via une protéine ressemblant & une Ca?*-ATPase (voir p 18), et
un transport de type uniport permettant I'import de Ca?* (n° 8 et 14, figures 2 et 3).

4. L'ATPase pompe a protons et les flux H/K* (n° 15, figures 2 et 3)

La photosynthése dépend du maintien d'un pH éleve dans le stroma car plusieurs enzymes du
cycle de réduction du carbone ont une activité optimale a pH alcalin. Ce phénomene nécessite
la présence d'un gradient de pH entre le stroma illuminé (pH =~ 8) et a la fois le lumen des
thylacoides (pH < 6) et le cytosol (pH 7). Bien que les flux de protons soient essentiels au
fonctionnement des plastes (gradient de pH, potentiel de membrane ...), ils sont peu connus.

a. ATPase pompe a protons (n° 15, figures 2 et 3)

Le tableau V donne un apercu des observations faites dans plusieurs études sur la présence
potentielle d'une H*-ATPase dans I'enveloppe du chloroplaste. Il existe effectivement une
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activité ATPase Mg?*-dépendante dans I'enveloppe (Douce et al., 1973 ; Joyard & Douce,
1975) mais sa fonction exacte n'est pas connue. Bien que des études suggerent la présence
d'une ATPase pompe a protons, le lien entre I'activité ATPase de I'enveloppe et les flux de
protons n'a pas été prouvé.

Ainsi, le rble physiologique d'une éventuelle ATPase pompe a protons présente dans
I'enveloppe des chloroplastes reste toujours tres controversé. Elle pourrait étre impliquée dans
un efflux direct de H a I’extérieur du chloroplaste de maniére & maintenir, a la lumiére, un
ApH entre cytosol et stroma. Les mesures effectuées par Shingles & Mc Carty (1994)
confirment cette hypothese. Cependant, la présence de cette protéine dans I'enveloppe du
chloroplaste n'a jamais été formellement démontreée.

+ Présence d'une ATPase Mgz*-dépendante associée a I'enveloppe (Douce et al., 1973)
Activité insensible au DCCD et au Dio-9, inhibiteurs de l'activité latente de I'ATPase des thylacoides

Non stimulée par les ions K*

+ L'ATPase de I'enveloppe pourrait étre liée aux flux de H*, elle pourrait agir comme un systéme de
transport efflux H*/influx K*.

Son role serait de maintenir un gradient de pH stable (Maury et al., 1981)

+ L'ajout de Mg2* sur des chloroplastes illuminés entraine une acidification du stroma, phénomene
inversé par l'addition de K*. Modéle proposé (Maury et al., 1981) :
1. Présence d'un efflux de H* actif sensible a l'oligomycine

2. Présence d'un échange réversible H*/K* insensible a I'oligomycine

+ Présence dans l'enveloppe d'une ATPase insensible a l'oligomycine (Mc Carty et al., 1984)

+ Présence d'une ATPase dans la membrane interne de I'enveloppe stimulée par K* et inhibée par
l'oligomycine (Wu & Berkowitz, 1992a)

+ Stimulation de I'ATPase par du Mg?* et du K*. La stimulation par le K* est due a une activation de
I'enzyme par l'ion K*ou a un échange K*/H* (Shingles & Mc Carty, 1994)

Tableau V. Quelques observations sur I'ATPase pompe a protons de I'enveloppe du chloroplaste.

b. Les flux H /K"

Un "couplage” des flux de H" et K* a été rapporté dans de nombreuses études. Huber &
Maury (1980), sur des chloroplastes intacts, ont proposé un modele (présenté dans la figure 4)
selon lequel le Mg?®* activerait un systéme d'échange réversible de K*(Na*)/H" & travers
I'enveloppe. Le Mg exogéne altérerait le pH du stroma en affectant les mouvements de H* &
travers l'enveloppe. Les variations de pH semblaient dépendre de la concentration en K* du
milieu.
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Wu & Berkowitz (1992b) ont étudié les flux H*/K™ sur des chloroplastes intacts en utilisant la
valinomycine ou des inhibiteurs de canaux K* (comme le TEA, tétraéthylamonium). Leurs
résultats montrent que les flux de H* sont indirectement reliés aux flux de K* & travers
I'enveloppe. Les flux de K* sont bidirectionnels et sont facilités par la présence d'un canal K*
de type uniport. L'efflux de K* fournit la force motrice électrique pour le contre-flux de H”, et
cet efflux de K™ a un effet indirect sur la photosynthése a cause de I'acidification du stroma.
IIs indiquent aussi que les ions Na* peuvent remplacer les ions K.

A [K]ext faible B [K ]ext Elevée
~ W 2+
o \MgT {K+ . \8 K*
" St + *
Stroma H" . H* akr;(;ﬂ]: H » H

acilfje ) L ) ) V
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=
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Stroma Cytosol Cytosol

Figure 4. Modéle représentant les échanges H'/K* d'aprés Huber & Maury (1980). Diagramme
schématique de I'échange K*/H" induit par le Mg®* sur le pH du stroma pour de faible (A) et forte (B)
concentrations de K* externe, et de I'effet possible du pH sur le transporteur de phosphate. Les auteurs
suggeérent que I'échange K*/H* n'a lieu qu'en présence de Mg?* exogéne. +, activation. -, inhibition.

Heiber et al. (1995) ont poursuivi I'étude de la corrélation entre le transport des ions H*
dépendant de la lumiére et celui des ions K* sur des chloroplastes intacts. Leurs expériences
montrent que les flux de protons peuvent étre électriquement balancés par le transport d’ions
K" a travers I’enveloppe du chloroplaste comme cela a déja été suggéré par Peters &
Berkowitz (1991). Ils proposent un modeéle (figure 5) selon lequel les flux de protons a travers
I’enveloppe du chloroplaste sont probablement conduits par une ATPase pompe a protons et
sont indirectement couplés a I'import de potassium a partir du cytosol. Le gradient de pH a
travers I’enveloppe du chloroplaste serait régulé par une extrusion active de protons
contrebalancée par un contre-flux passif a travers des canaux H* ou K" (figure 5) (Peters &
Berkowitz, 1991 ; Heiber et al., 1995).
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Figure 5. Modéle proposé par Heiber et al. (1995) pour les flux de K™ et H* a travers I’enveloppe du
chloroplaste. L’illumination des chloroplastes engendre une augmentation de I’ATP du stroma (1)
produit par photophosphorylation. D’autre part, la concentration en ions Mg®* augmente dans le
stroma (2) suite au relargage (dépendant de la lumiére) de ces ions par le lumen des thylacoides. Le
gradient de protons induit par la lumiere a travers I’enveloppe du chloroplaste, qui est d0 a lI'import des
H* dans les thylacoides (3), est a priori maintenu par I’action d'une ATPase pompe a protons de
I’enveloppe (4). L’efflux de H* est contrebalancé par I’influx de K* via un canal K* localisé dans
I’enveloppe (5). En présence de quantités importantes d’ions Mg?*, le canal K" est activé (6) ce qui
entraine une augmentation de I’influx de K* couplé a I’efflux de H*. En revanche, la probabilité
d’ouverture du canal K* est diminuée par des concentrations de I’ordre du millimolaire d’ATP, ce qui
diminue I’efflux de H* des chloroplastes (7). Par conséquent, le pH du stroma est plus bas, ce qui
entraine une diminution de la vitesse de fixation du CO, dépendante de la lumiére. La régulation
opposée du canal K* par les ions Mg®" et par I’ATP (I'ATP agit sous forme complexée avec le Mg?®")
doit probablement jouer un réle crucial dans la régulation de la photosynthése.

C. Systémes de transport d'ions caractérisés au niveau moléculaire

L’identification de la plupart des canaux ioniques dans I’enveloppe est principalement basée
sur des études physiologiques. En revanche, la majorité de ces canaux n’a pas encore été
identifiée au niveau moléculaire.

La caractérisation fonctionnelle de ces différents types de transporteurs ne peut étre faite que
lorsque les protéines sont extraites de leurs membranes natives de maniere a maintenir leurs
conformations actives et leur intégrité fonctionnelle, puis reconstituées dans des systémes
membranaires afin d'effectuer des mesures de transport pour analyser leur fonction. La preuve
finale de I’identité d’un transporteur n'est donnée que par des mesures sur des membranes
natives. En effet, les reconstitutions dans des vésicules peuvent modifier la spécificité du
transporteur. Sur l'ensemble des transporteurs potentiels d'ions de I'enveloppe, seuls trois
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d'entre eux ont été caractérisés au niveau moléculaire. Des indications sur leur caractérisation
sont décrites ci-dessous.

1. Ca**-ATPase de la membrane interne de I'enveloppe (n° 8, figures 2 et 3)

Une protéine ayant des homologies avec des Ca**-ATPase (appelée PEAL pour “plastid
enveloppe ATPase") a été localisée dans I'enveloppe des plastes d'Arabidopsis (Huang et al.,
1993). Cette protéine présente 40 & 44 % d'identité avec les diverses Ca?*-ATPases de la
membrane plasmique des cellules animales, mais ne possede pas le domaine C-terminal de
fixation & la calmoduline. La fonction des Ca**-ATPases consiste & établir un gradient de Ca**
a travers les membranes et a maintenir les concentrations de calcium cytoplasmique
inférieures au micromolaire.

L'ADNCc codant cette protéine a été obtenu par criblage d'une banque d'’ADNc d'Arabidopsis
thaliana avec un anticorps dirigé contre les protéines de I'enveloppe de 55 a 75 kDa. Cette
protéine contient 10 régions hydrophobes qui constituent potentiellement des hélices
transmembranaires. Des anticorps dirigés contre cette protéine permettent de détecter un
polypeptide de 90-95 kDa dans une fraction de membrane interne de l'enveloppe. Cette
protéine de type Ca**-ATPase permettrait de maintenir de faibles concentrations de calcium
libre dans le stroma en exportant le calcium du stroma vers le cytosol (Huang et al., 1993).
Cependant, cette hypothese n'a pas été prouvée par des mesures physiologiques.

2. Canal de la membrane externe sélectif pour les acides aminés (OEP16) (n° 6, figures 2
et 3)

a. Approche utilisée pour la caractérisation

Récemment, Pohlmeyer et al. (1997) ont caractérisé une protéine associée a la membrane
externe. Leur but initial était d’identifier la porine de la membrane externe de I’enveloppe de
chloroplastes de pois. Leur stratégie était basée sur les hypotheses suivantes :

- Le canal majeur de la membrane externe devrait étre une protéine abondante comme la
protéine centrale OEP75 du canal d’import des protéines.

- Cette protéine devrait étre totalement membranaire donc probablement résistante a des
traitements par des protéases.

Polhmeyer et al. (1997) ont ainsi identifié une protéine (OEP16) correspondant a ces
différents criteres. En effet, OEP16 est une protéine abondante de la membrane externe, elle
est résistante aux traitements par des protéases. De plus, cette protéine se comporte comme
une protéine intégrale puisqu'elle n'est pas extraite lors de traitements des membranes par de
fortes concentrations salines (NaCl 1M) ou par des lavages effectués a pH alcalin (pH 11). La
protéine séparée par électrophorése en conditions dénaturantes a été utilisée pour I’obtention
de séquences internes et N-terminales. Ceci a permis d'identifier un ADNc d’Arabidopsis
thaliana qui présente des homologies significatives avec ces séquences.
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b. Caractéristiques du canal OEP16

OEP16 est une protéine tres conservée et présente dans une grande variété de plantes. Elle est
présente dans les plastes non chlorophylliens (racines, tiges) et chlorophylliens (feuilles) et
son expression n'est pas dépendante de la lumiére.

Des algorithmes de prédiction de structure secondaire indiquent que cette protéine traverse la
membrane externe par 4 feuillets B et 3 hélices a. Cette structure putative est différente de
celle des porines classiques qui sont composées de feuillets B amphiphiles. Des expériences
de pontage chimique ont montré que OEP16 forme un homodimere in situ (Pohimeyer et al.,
1997).

* Fonction du canal OEP16

La protéine OEP16 a été insérée dans des liposomes, qui ont ensuite été utilisés pour analyser
sa fonction. Des mesures de courant ont été effectuées apreés insertion des protéoliposomes
dans des bicouches lipidiques planes, ainsi que des mesures de variations de turbidité de la
suspension de protéoliposomes. Le tableau VI résume les mesures effectuées et les résultats
obtenus. Ils montrent que OEP16 forme un canal faiblement sélectif pour les cations, et de
forte conductance (g = 1,2 nS). Ce canal est sélectif pour les acides aminés et les molécules
contenant un squelette d'acides aminés (Pohlmeyer et al., 1997).

Mesure d'électrophysiologie dans des bicouches lipidiques planes :
+ Canal de conductance g = 1,2 nS (dans KCI 1M)
+ Large pore, interaction faible avec les ions
+ Probabilité d'ouverture maximale pour Vm =0 mV

Mesure de la variation de turbidité d'une solution de liposomes :
+ Perméabilité aux acides aminés
+ Impermeéabilité aux sucres non chargés, aux trioses phosphate

Tableau VI. Fonction et caractéristiques du canal OEP16 (Polhmeyer et al., 1997).
3. Caractérisation d'un canal de type porine (OEP24) dans la membrane externe de
I’enveloppe (n° 7, figures 2 et 3)

En utilisant la méme approche que celle utilisée pour I’identification de OEP16, Pohimeyer et
al. (1998) ont identifié une nouvelle protéine de la membrane externe ayant une activité
canal : OEP24.

a. Caractéristiques du canal OEP24

OEP24 ne posséde pas de peptide de transit, et ne présente pas d’homologies significatives
avec d’autres protéines. Elle présente le méme profil d'expression que le canal OEP16.
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Les algorithmes de prédiction de structure et I’analyse d’hydropathie ne suggeérent pas la
présence d'une conformation en hélices. En revanche, 7 feuillets B amphiphiles sont prédits.
Cette structure est typique des structures secondaires des porines de bactéries et de
mitochondries. De plus, cette protéine contient une grande proportion d’acides aminés
hydrophiles, ce qui correspond aussi a une caractéristique des protéines formant des pores
(Cowan et al., 1992 ; De Pinto et al., 1991 ; Benz, 1994). Cette prédiction de structure
secondaire a été confirmée par des mesures de dichroisme circulaire. Cette protéine n'est pas
solubilisee par traitement des membranes par du NaCl 1M, ni par des lavages & pH alcalin.
Elle correspond donc a une protéine membranaire intégrale comme OEP16. OEP24 peut
former des homodimeéres in situ (Pohlmeyer et al., 1998).

b. Fonction de la protéine OEP24

Afin d’étudier la fonction de OEP24, des liposomes contenant cette protéine ont été
incorporés dans des bicouches lipidiques planes et des mesures électrophysiologiques ont été
réalisées. Les résultats obtenus suggeérent que OEP24 serait un canal faiblement sélectif pour
les cations. En fait, I’interaction de ce canal avec certains ions comme les ions Cs*, K*, Na”,
Li" est trés faible, indiquant qu’il formerait plutdt un pore large. La probabilité d’ouverture de
ce canal est maximale a 0 mV comme pour les porines classiques (Pohlmeyer et al., 1998).

Les liposomes contenant cette protéine ont aussi été utilisés pour tester la perméabilité a
d’autres molécules non chargées en analysant les variations de turbidité de la suspension de
liposomes. Ce canal est imperméable au dextran (molécule de masse apparente de 10 kDa),
faiblement perméable au saccharose, et fortement perméable au KCI (PohImeyer et al., 1998).

Pour conclure, OEP24 formerait un canal de forte conductance (g = 1,3 nS dans KCI 1M),
voltage dépendant et faiblement sélectif pour les cations. Ce canal permettrait le passage de
nombreux substrats comme les sucres, les sucres phosphorylés, les acides dicarboxyliques, le
Pi et I’ATP a travers la membrane. Ce canal semble différent de la porine identifiée dans la
membrane externe de I'enveloppe (Fligge & Benz, 1984) car il est plus sélectif.

4. Conséquence de la présence des canaux OEP16 et OEP24 sur la perméabilité de la
membrane externe de I'enveloppe

Il est généralement accepté que les membranes externes de mitochondries et de plastes ne
forment pas de barrieres sélectives car elles contiennent des pores non sélectifs. En effet,
Heldt & Rapley (1970) ont effectué des mesures de perméabilité de molécules comme le
saccharose et les nucléotides sur le chloroplaste. Leurs résultats suggerent que la membrane
externe de I'enveloppe est perméable a ces molécules alors que la membrane interne contient
des transporteurs spécifiques.

La membrane externe du chloroplaste de pois ne semble pas suivre les mémes regles
puisqu’elle contient au moins deux canaux sélectifs : OEP16 et OEP24 (Pohlmeyer et al.,
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1997, 1998). L’existence de canaux sélectifs dans la membrane externe de I’enveloppe
pourrait étre nécessaire lorsque les substrats métaboliques sont en quantité limitante. En effet,
dans ce cas, la concentration du substrat est trés faible et nécessite pour son transport un canal
de forte affinité. Ceci pourrait expliquer la présence dans la membrane externe de I’enveloppe
d’un canal de type porine OEP24 et d’un canal sélectif pour les acides aminés OEP16. Ces
deux protéines, OEP24 et OEP16 ne présentent pas de similarités avec les porines de bactéries
ou de mitochondries (Pohlmeyer et al., 1997, 1998).

D. Activité canal ionique des transporteurs de phosphate/triose phosphate (IE30)
et de 2-oxoglutarate/malate (IE45) (n° 1 et 2, figure 2)

Les transporteurs de phosphate/triose phosphate (TPT) et de 2-oxoglutarate/malate sont des
systemes de transport de la membrane interne de I’enveloppe des chloroplastes. Pour des
concentrations physiologiques en substrats, le TPT permet un antiport strict entre un
phosphate inorganique et un compose en C3 portant un phosphate sur I'atome de carbone 3,
comme l'acide 3-phosphoglycérique (APG) ou triose phosphate. Le transporteur de 2-
oxoglutarate/malate est aussi un antiport. Dans certaines conditions expérimentales, ces
transporteurs peuvent cependant fonctionner aussi comme des canaux ioniques.

En effet, des mesures de patch-clamp sur des liposomes géants contenant le TPT révélent une
activité de canal ionique associée a ce transporteur. Cette protéine peut fonctionner comme un
canal voltage-dépendant sélectif pour les anions. Les ions CI” et le Pi sont transportés dans un
systeme de type uniport (Schwarz et al., 1994). Le transport de CI" est stimulé environ 5 fois
par le Pi et est complétement inhibé par le DIDS, un inhibiteur des canaux anioniques. Ainsi,
des concentrations saturantes en Pi de part et d'autre de la membrane entraineraient un
changement dans le mode de transport du TPT qui passe alors d'un antiport strict a un uniport.
La conductance du canal lorsqu'il est totalement ouvert est de I'ordre de 140 pS (dans du KCI
100 mM) (Schwarz et al., 1994).

Le transporteur de 2-oxoglutarate/malate présente aussi une activité canal ionique dont la
conductance est plus faible, de I’ordre de 14 pS (dans 100 mM KCI). Cette activité est inhibée
par un inhibiteur de canal chlorure (Menzlaff & Fliigge, 1993 ; Schwarz et al., 1994).

Une des raisons avancées pour expliquer ce type d'observations est que les différentes classes
de transporteurs (dont les canaux ioniques) partageraient des motifs structuraux communs et
proviendraient probablement d'un ancétre commun (Fligge, 1999). Des motifs structuraux
tres proches ont été proposés pour les protéines formant des transporteurs et des canaux
ioniques. Ainsi, un changement structural au niveau du pore permettrait le transport soit par
un canal ionique soit par un antiport (Schwarz et al., 1994). Il convient cependant de noter
que les activités de canal ionique pour ces transporteurs ne sont observées que lorsque les
concentrations en substrats physiologiques (triose phosphate pour le TPT, malate et
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oxoglutarate pour le transporteur de 2-oxoglutarate/malate) sont faibles par rapport a celles
des ions HPO,* et CI". Ces observations posent donc le probléme de la réalité physiologique
d'une telle activité canal ionique qui pourrait étre due aux conditions expérimentales sur des
systemes membranaires artificiels.

E. Autres types de transport pouvant impliquer des mouvements d’ions

1. Transport du sulfate et des nitrites (n° 9a, 9b, 16, figures 2 et 3)

Au sein de la cellule végétale, les plastes sont les seuls sites de réduction des nitrites et des
sulfates (Anderson, 1990, Crawford, 1995).

a. Transport des nitrites (n° 9a et 9b, figure 2)

Les plantes utilisent le nitrate (NO3’) comme principale source d’azote. Le nitrate est converti
en nitrite (NO) dans le cytoplasme, puis importé dans le chloroplaste ou il est transformé en
ammonium (NH4") par une réaction dépendante de la lumiére. Le NH," est immédiatement
incorporé dans I’acide glutaminique pour former la glutamine. L’azote est ensuite fourni au
reste de la cellule via I’exportation des acides aminés. Le chloroplaste est le seul site de
réduction du nitrite. Heber & Purczeld (1978) ont montré que le NO, et le HNO, sont
capables de traverser I'enveloppe du chloroplaste. Ils suggerent que la forme HNO; serait la
forme préférentiellement transportée. L'import de NO,", par un systeme d'échange avec un
anion du chloroplaste, n'apparaitrait que lorsque la quantité de HNO, dans le milieu serait trop
faible. Ainsi, deux hypothéses existent pour le transport du NO, a travers la membrane
interne de I’enveloppe du chloroplaste. Le transport se fait soit sous la forme HNO, (Kaiser &
Herber, 1983), soit sous la forme de I'ion NO, (Brunswick & Cresswell, 1988a, 1988b) et ce
transport est lié aux flux de protons.

« Identification du mode de transport du nitrite

Brunswick & Cresswell (1988a, 1988b) ont montré que I’import du nitrite est lié au pH du
stroma et a la réduction du nitrite. Des analyses d’import du NO,™ en présence de découplants
(sels d'ammonium, N-éthylmaléimide ou NEM), d’inhibiteurs de canaux anioniques (DIDS,
APMB), suggeérent qu’un canal spécifique permettrait I’import du NO,". Ce transport aurait
lieu en parallele avec la diffusion passive du HNO, a travers I'enveloppe (Brunswick &
Cresswell, 1988a, 1988b).

Plus récemment, Shingles et al. (1996) ont utilisé des vésicules de membrane interne de
I’enveloppe chargée en pyranine pour étudier le transport du NO,. La pyranine est un
fluorochrome dont la fluorescence dépend du pH. Il est donc possible de mesurer des
variations de pH interne par fluorimétrie. Les résultats obtenus montrent que le transport du
nitrite (NO,") n'est pas une étape limitante pour la conversion du nitrite en NH,". 1ls suggérent
aussi que le transport des ions NO,™ lié aux protons se fait par diffusion de HNO; a travers la
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membrane suivie d’une dissociation en H* et NO,™ dans la vésicule. En effet, ce transport est
dépendant du pH externe, la vitesse de transport initiale suit I’augmentation de la
concentration en HNO,, alors que le pH extérieur diminue. De plus, les vitesses initiales de
transport sont identiques a celles obtenues dans des vésicules d’asolectine dépourvues de
protéines. Une acidification des vesicules est observée lors du transport de nitrite. Ainsi,
I’activité de transport mesurée résulte d’une diffusion rapide de HNO; a travers la membrane.
Ce mouvement de HNO, est dépendant du maintien d'un gradient de pH a travers I'enveloppe
du chloroplaste.

Par conséquent, la diffusion passive du HNO, est tres probablement le mode principal d'influx
de NO; dans les chloroplastes, bien que I'existence d'un transporteur spécifique ne soit pas a
exclure.

b. Transport du sulfate (n° 16, figures 2 et 3)

Le chloroplaste est le seul site de réduction du sulfate en sulfite, puis en sulfure. Par
conséquent, un systeme d'import du sulfate doit exister dans I'enveloppe du chloroplaste. Le
sulfate est ensuite incorporé dans certains acides aminés, dans des cofacteurs comme le
CoenzymeA, le glutathion, dans des lipides (sulfolipide)... Mourioux & Douce (1978) ont
mis en évidence la présence d'un transporteur spécifique du sulfate dans I'enveloppe du
chloroplaste. Ce transporteur catalyse par échange-diffusion strict I'import du sulfate (SO4%)
contre I'export en quantité équivalente de phosphate (HPO4?). Ce transporteur est différent du
transporteur de phosphate/triose phosphate.

2. Import du CO, (n° 17a et 17b, figure 2)

Le chloroplaste a besoin de CO, pour effectuer la photosynthese. Il a été admis pendant
longtemps que la diffusion passive du CO; a travers I'enveloppe suffisait pour alimenter la
photosynthese. Récemment, Rolland et al. (1997) ont démontré qu'une protéine (codée par le
géne chloroplastique ycf10) de la membrane interne de I'enveloppe des chloroplastes de
Chlamydomonas reinhardtii est indispensable a l'approvisionnement du chloroplaste en
carbone inorganique (CO, et HCOg) lors de la photosynthese. En effet, des mutants de C.
reinhardtii dont le géne ycf10 est interrompu, sont affectés dans I'import du CO, et du HCO3".
Ces résultats suggérent qu’il existe au niveau de I’enveloppe du chloroplaste, un systéme
dépendant du produit du gene ycflO, qui régule I’'import du carbone inorganique. Ces
expériences ont été réalisées chez les algues vertes. Cependant, un gene homologue a aussi été
identifié chez les plantes supérieures.

3. Transporteurs de métaux

Les chloroplastes renferment de nombreux métaux, comme le magnésium (Mg®), le
manganése (Mn®"), le zinc (Zn?"), le cuivre (Cu?"), le fer (Fe®")...(voir tableau I). Ces
éléments jouent un rdle crucial dans les chloroplastes des organismes photosynthétiques, en
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particulier au niveau de la chaine de transfert des électrons des thylacoides (par exemple dans
le complexe cytochrome bg/f, la plastocyanine, les photosystéemes, etc...). Actuellement, les
seuls transporteurs de métaux connus ont été caractérisés dans la membrane plasmique. Par
exemple, un transporteur (IRT1) d'ions métalliques a été identifié chez Arabidopsis thaliana
(Korshunova et al., 1999). La protéine IRT1 peut transporter du Fe, du Mn, du Zn et
probablement du Co et du Cd. Le méme type de transporteur devrait exister dans I'enveloppe
du chloroplaste.

I11. AUTRES TYPES DE TRANSPORT A TRAVERS L'ENVELOPPE

A. Transport de métabolites

La figure 6 résume les principaux transporteurs de métabolites caractérisés dans la membrane
interne de l'enveloppe du chloroplaste. Les transporteurs sont en général des protéines
membranaires contenant 12 hélices transmembranaires. Les principales exceptions sont les
transporteurs de phosphate/triose phosphate et de phosphate/phosphoénolpyruvate qui
possédent 6 hélices transmembranaires et forment des homodimeéres (Fliigge, 1985 ; Fischer
etal., 1997).

1. Transport de métabolites couplés au transport de Pi

Les plastes contiennent plusieurs types de transporteurs de phosphate avec des structures
différentes mais des spécificités qui se recouvrent (transporteur de phosphate/triose
phosphate, phosphate/phosphoénolpyruvate, glucose/phosphate). Cette complexité permet
ainsi d'assurer l'import d'un substrat phosphorylé dans les divers types de plastes
(chlorophylliens ou non, plastes de plantes a métabolisme de type C3 ou C4) méme en
présence de fortes concentrations d'autres métabolites phosphorylés.

a. Le transporteur de phosphate/triose phosphate (n° 1, figures 2 et 6)

Le transporteur de phosphate/triose phosphate (TPT) est impliqué dans le transport du
carbone fixé au cours de la photosynthese. C'est le premier transporteur de I'enveloppe dont
les constantes de cinétique et les spécificités ont eté decrites, et qui a été caractérisé au niveau
moléculaire (Fligge et al., 1989). Il permet un échange strict de substrats entre un Pi et un
triose phosphate. Les trioses phosphate exportés sont utilisés pour la synthése de saccharose et
d'acides aminés. Comme nous l'avons vu plus haut (voir p 21), il se comporte dans certaines
conditions expérimentales comme un canal de type uniport.

Le TPT est codé par le génome nucléaire et possede un peptide de transit amino-terminal qui
est clivé lors de I'import dans le chloroplaste. Dans son état fonctionnel, ce transporteur forme
un homodimere (Fligge, 1985) et appartient au groupe des transporteurs ayant un profil de
repliement de 6 + 6 hélices, identique aux transporteurs mitochondriaux (Fliigge, 1985). Une
comparaison des séquences des ADNc codant les transporteurs de phosphate ne montre pas
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d'homologies significatives avec des protéines connues. Cette observation est une indication
de la spécificité du transport du TPT.

b. Le transporteur de phosphate/phosphoénolpyruvate (n° 4, fiqures 2 et 6)

Les chloroplastes des cellules du mésophylle de plantes a métabolisme en C4 possedent un
transporteur de phosphoénolpyruvate (PEP). Ce transporteur (n° 4a, figure 6) exporte le PEP,
substrat de la PEP carboxylase, vers le cytosol (Heldt et al., 1991 ; Fischer et al., 1994).
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Pi TrioseP i
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Figure 6. Transporteurs de la membrane interne des chloroplastes. D*apres Fliigge (1998).

1 : Transporteur de phosphate/triose phosphate (IE30) (Fllgge et al.,

1989). 2 : Transporteur de 2-

oxoglutarate/malate (DiT1) (IE45) (Menzlaff & Fliigge, 1993 ; Weber et al., 1995). 4a : Transporteur
de phosphate/phosphoénolpyruvate des cellules du mésophylle de plantes C4 (Heldt et al., 1991 ;
Fischer et al., 1994). 4b : Transporteur de phosphoénolpyruvate (Fischer et al., 1997). 5 : Transporteur
d'ATP/ADP (Heldt, 1969). 18 : Transporteur de malate/oxaloacétate (Hatch et al., 1984). 19 :
Transporteur de glutamate/malate (DiT2) (Woo et al., 1987). 20 : Transporteur de glutamine
/glutamate (Yu & Woo, 1988). 23 : Transporteur de glucose (Schéfer et al., 1977). Mal : malate. Glu :
glutamate. OAA : oxaloacétate. GIn : glutamine. TrioseP : triose phosphate. MDH : malate
déshydrogénase. GS : glutamine synthase. PEP : phosphoénolpyruvate. 2-OG : 2-oxoglutarate. Pi :
phosphate inorganique. GOGAT : glutamate synthase.
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Récemment, Fischer et al. (1997) ont identifié un transporteur de PEP (TPP) dans les plastes
ainsi que les ADNc correspondants, isolés a partir de plastes de tissus photosynthétiques et
non photosynthétiques de plantes trés variées (mais, chou-fleur, tabac et Arabidopsis). Les
séquences correspondantes sont tres homologues entre elles, cependant elles ne présentent que
30 % d'identité avec le TPT. Tout comme le TPT, ce transporteur est trés hydrophobe, il
contient 6 domaines transmembranaires et possede un pl élevé. Ce transporteur transporte
préférentiellement du phosphate inorganique (dans les conditions physiologiques) en échange
avec du PEP (importé) (n° 4b, figure 6). Les trioses phosphate et le 3-APG qui sont les
substrats de TPT ne sont que faiblement transportés. Sachant que les chloroplastes possedent
toute la séquence glycolytique (Journet & Douce, 1985), ils synthétisent de fagon autonome le
PEP. La signification physiologique de la présence de ce transporteur permettant I'import du
PEP dans les chloroplastes des plantes C3 doit donc étre déterminée.

Pour conclure, les deux transporteurs TPT et TPP ont des affinités comparables pour le
phosphate inorganique. Ces transporteurs ne sont pas capables de transporter les hexoses
phosphate. Le PPT est exprimé dans tous les tissus alors que l'expression du TPT est
importante dans les tissus chlorophylliens et relativement faible dans les tissus non
chlorophylliens. Ces transporteurs sont codés par le génome nucléaire et possédent des
peptides de transit N-terminaux. Ils forment des homodimeéres. lls appartiennent au groupe des
transporteurs ayant un profil de repliement 6 + 6 hélices.

c. Transporteur de glucose/phosphate (n° 23, figures 2 et 6)

Le transporteur de glucose permet I'exportation des hexoses (glucose, xylose, mannose ...) et
des pentoses (Schéfer et al., 1977) provenant de la dégradation de I'amidon. Peu d'études ont
été effectuées sur ce transporteur et le géne correspondant n'a pas été identifié (Fliigge, 1998).

2. Transport des acides dicarboxyliques

a. Transporteurs de 2-oxoglutarate/malate (n° 3), de glutamate/malate (n° 19) et de
glutamate/glutamine (n° 20, figures 2 et 6)

* Role des acides dicarboxyliques dans le chloroplaste

Les transporteurs de dicarboxylates catalysent le transport de squelettes carbonés dans les
plastes pour l'assimilation de Il'ammoniaque. Les composés C3 exportés a partir du
chloroplaste peuvent aussi servir pour la formation des acides a-kéto (2-oxoglutarate) par
I'intermédiaire de processus ayant lieu dans le cytosol ou la mitochondrie. Le 2-oxoglutarate
est importé dans les chloroplastes pour la production de I'ammonium. Cette molécule provient
de la réduction du nitrate (ce qui nécessite aussi I'entrée de nitrite) ou du cycle de la
glycine/décarboxylase lors de la photorespiration. Le glutamate est un composé clé du
métabolisme de I'azote, en particulier pour la synthése des protéines dans le chloroplaste.
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« Identifications des transporteurs

Il existe deux systemes antiport de dicarboxylates : le transporteur de 2-oxoglutarate/malate
(DiT1) qui transporte le 2-oxoglutarate dans le chloroplaste, et un transporteur de
glutamate/malate (DiT2) qui exporte le glutamate (Woo et al., 1987). Sachant que les deux
transporteurs utilisent le malate comme substrat pour le contre-échange, le transport de 2-
oxoglutarate/glutamate a lieu sans transport net de malate (Fligge et al., 1996).

DiT1 est une protéine de 45 kDa localisée dans la membrane interne de I'enveloppe (Menzlaff
& Flugge, 1993). L'ADNCc correspondant a été cloné (Weber et al., 1995). Ce transporteur
possede 12 hélices transmembranaires et fonctionne probablement sous forme d'un
monomere. 1l permet le transport du 2-oxoglutarate, du malate ainsi que du succinate, du
fumarate et du glutarate. Les acides aminés (comme le glutamate et I'aspartate) sont trés
faiblement transportés par ce transporteur (Weber et al., 1995).

Les chloroplastes contiennent aussi un transporteur de glutamine qui utilise le glutamate
comme substrat préférentiel de contre-échange (Yu & Woo, 1988). La glutamine n'est pas
transportée par le DiT1 et seulement trés faiblement par le DiT2. Ce transporteur n'est présent
que dans les chloroplastes qui possédent une glutamine synthase (Yu & Woo, 1988).
L'ensemble de ces trois transporteurs permet I'export de la glutamine en échange avec du 2-
oxoglutarate sans transport net de glutamate (ni de malate) et alimente les autres
compartiments de la cellule avec I'azote réduit.

b. Transport de I'oxaloacétate (n° 18, figures 2 et 6)

Les chloroplastes de plantes & métabolisme C3 peuvent aussi importer de I'oxaloacétate
(OAA) méme en présence de fortes concentrations d'autres acides dicarboxyliques (Heldt &
Flugge, 1987). L'OAA importé est lié a un export de malate. Ce transporteur est surtout actif
dans les chloroplastes de cellules du mésophylle de plantes a métabolisme C4. En effet, il
permet I'import de 'OAA (provenant de la carboxylation du PEP) pour la réduction du malate
(Hatch et al., 1984). La structure moléculaire de ce transporteur n'est pas connue.

c. Transporteur de glycérate/glycolate (n° 21, figures 2 et 6)

Les chloroplastes des plantes en C3 contiennent aussi un systéme d'antiport pour les
monocarboxylates comme le glycérate, le glycolate (Robinson, 1982 ; Howitz & Mc Carty,
1985) qui sont des intermédiaires du cycle de la photorespiration. Pendant la photorespiration,
le glycolate doit étre rapidement exporté du chloroplaste et le glycérate importé. Les
cinétiques de transport et I'équilibre de distribution des substrats dépendent du gradient de pH
a travers la membrane interne de I'enveloppe du chloroplaste (Howitz & McCarty, 1985). Ce
transporteur permet I'export de 2 molécules de glycolate contre I'import d'une molécule de
glycérate. Il pourrait étre couplé a I'import d'un proton. Cependant, le fonctionnement exact de
ce transporteur n’a pas encore été démontré. Une purification partielle de ce transporteur (a
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partir de membrane interne d'enveloppe de chloroplastes de pois) a été réalisée par Howitz &
McCarty (1991) par centrifugation sur gradient de glycérol. Les conditions de solubilisation
du transporteur ont été déterminées. Des essais de transport de glycérate et glycolate ont été
effectués sur la protéine partiellement purifiée et reconstituée dans des liposomes. Ce
transporteur n'a pas encore €té identifié au niveau moléculaire.

3. Transport d'adénylate (n° 5, figures 2 et 6)

Les plastes possédent un systeme d'antiport ATP/ADP (Heldt, 1969) qui permet de fournir de
I'ATP aux plastes pour les processus biosynthétiques comme la synthése des acides gras ou de
I'amidon. Ce transporteur favorise I'import de I'ATP dans le stroma. Il pourrait permettre
I'importation de I'ATP a l'obscurité ou délivrer I'ATP formé pendant la respiration aux plastes
lors de leur biogénése. Récemment, un ADNc d'Arabidopsis thaliana codant une protéine trés
hydrophobe (AATP1) a été isolé (Kampfenkel et al., 1995). Cette protéine contient 12 hélices
transmembranaires et présente un fort degré de similarité avec le transporteur d'ATP/ADP de
bactéries. Neuhaus et al. (1997) ont montré que la protéine AATP1 est localisée dans la
membrane interne de l'enveloppe des chloroplastes et qu'elle correspond au transporteur
d'ATP/ADP déja identifié dans les chloroplastes par Heldt (1969).

4. Transport de pyruvate - Transport du pyrophosphate (n° 22, figures 2 et 6)

Les chloroplastes de mésophylle de mais contiennent un transporteur de pyruvate. Ce
transport est dépendant de la lumiére et est probablement conduit par le gradient de protons a
travers I'enveloppe. Il permet I'accumulation de pyruvate dans le stroma (Fliigge et al., 1985).

Lunn & Douce (1993) montrent qu'il existe dans le chloroplaste un transporteur spécifique du
pyrophosphate (PPi). La concentration en Pi du chloroplaste est beaucoup plus élevée (> 12
mM) que celle du cytosol (0,6 a 1,2 mM). Ainsi, le niveau de Pi dans le stroma pourrait étre
maintenu in vivo par l'import de PPi a partir du cytosol, ce transport étant effectué par un
transporteur spécifique de forte affinité pour le PPi. Dans le stroma, le PPi est ensuite
hydrolysé en Pi par une pyrophosphatase alcaline.

5. Transport d'acides aminés

Le chloroplaste est le site majeur de la synthese de nombreux acides aminés dont ceux de la
famille de I'aspartate (asparagine, homosérine, thréonine, isoleucine, lysine) et du pyruvate.
Les acides aminés aromatiques (dérivant de la voie du shikimate), la cystéine et les acides
aminés dérivant du pyruvate sont produits dans le chloroplaste. La cystéine est aussi
synthétisée dans le cytosol et les mitochondries (Rolland et al., 1993). La méthionine est
synthétisée dans le cytosol (Bryan, 1990) mais a partir de phosphohomosérine présente dans
le chloroplaste. Les acides aminés synthétisés sont soit utilisés au sein du chloroplaste, soit
exportés dans le cytosol de la cellule. Cependant les transporteurs impliqués dans ce
processus ne sont pas connus (Flugge, 1998).
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6. Transport de molécules impliquées dans la syntheése des lipides

Dans la plupart des systémes membranaires des cellules animales et végétales, les lipides
polaires majeurs sont les phospholipides. En revanche, les membranes des plastes sont
constituées essentiellement de glycolipides: galactolipides (MGDG, DGDG) et
sulfoquinovosyldiacylglycérol (SQDG ou sulfolipide). L enveloppe est le site de biosynthése
des glycérolipides (Joyard & Douce, 1977), elle contient la machinerie pour I'assemblage des
glycérolipides spécifiques du plaste a partir d'acides gras, de glycérol et des groupes des tétes
polaires. La biosynthéese des acides gras a lieu dans le stroma alors que les tétes polaires des
glycérolipides sont synthétisées dans le cytosol. Les mécanismes de transfert de lipides entre
les membranes du réticulum endoplasmique et I'enveloppe, entre les deux membranes de
I'enveloppe, entre la membrane interne de l'enveloppe et les thylacoides, sont quasiment
inconnus. La voie de biosynthése des acides gras est une voie métabolique primaire car elle
est présente dans toutes les cellules et elle est essentielle a la croissance. Dans les plantes, la
plupart des acides gras (16:0, 18:0 et 18:1) sont synthétisés dans le plaste (Ohlrogge et al.,
1979). Les plantes doivent par conséquent posséder des mécanismes de transport des acides
gras vers les autres sites de la cellule. Les mécanismes impliqués dans I'export des acides gras
du stroma vers le cytosol pour la synthése des phospholipides dans le réticulum
endoplasmique ne sont pas connus. L'acyl-CoA synthétase, localisée dans la membrane
externe de l'enveloppe, est potentiellement un bon candidat pour permettre I'exportation des
acides gras vers le cytosol (Joyard et al., 1998).

7. Transports divers

Le chloroplaste est le siége de la photosynthése qui permet la formation de glucose a partir de
CO, et d’H,0. L’équation globale de la réaction est :

6CO, + 6H,0O — CgH1206 + 605

Ainsi, il y a autant de molécules de CO; que de molécules d’H,O consommees, soit environ
250 pmoles/h/mg de chlorophylle. Il existe par conséquent un flux important d’eau vers le
chloroplaste, qui pourrait nécessiter la présence d'un transporteur. D'autre part, le débit des
flux de métabolites et d'ions a travers le chloroplaste est trés important. Ainsi, il existe
probablement dans I'enveloppe des osmorécepteurs permettant de maintenir I'osmolarité du
stroma en agissant sur I'ouverture et la fermeture de canaux ioniques.

D’autre part, les voies métaboliques présentes dans les chloroplastes font intervenir de
nombreux cofacteurs qui doivent aussi traverser I’enveloppe du chloroplaste. Par exemple, la
SAM (S-adénosine méthionine) est synthétisée dans le cytosol (pour revue voir Ravanel et al.,
1998). Or, certaines enzymes du chloroplaste comme la thréonine synthase (Curien et al.,
1998) ainsi que des enzymes de I'enveloppe utilisent la SAM, qui doit donc étre importée dans
le chloroplaste. Un autre exemple concerne le folate dont la synthése a lieu dans les
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mitochondries (Neuburger et al., 1996). Il est nécessaire a la synthése des acides nucléiques
du chloroplaste. La sérine hydroxyméthyltransférase, enzyme présente dans le chloroplaste,
manipule aussi le folate (Besson et al., 1995). La SAM et le folate sont aussi utilisés dans le
chloroplaste pour la plupart des processus de méthylation. Ces molécules doivent par
conséquent étre importées dans le chloroplaste. Les mécanismes impliques dans le transport
du folate et celui de la SAM ne sont pas connus actuellement.

8. Conclusion

Ces données donnent un bref apercu de la complexité des systémes de transport a travers
I’enveloppe du chloroplaste. De plus, la spécificité de ces transporteurs dépend probablement
de I’environnement du chloroplaste (cellule, tissus). Actuellement, seuls deux transporteurs de
I’enveloppe ont été totalement caractérisés : le transporteur de phosphate/trioses phosphate et
le transporteur de 2-oxoglutarate/malate. Bien que ces différents systémes de transport soient
essentiels a l'intégration fonctionnelle des plastes dans la cellule, la fonction et la
caractérisation de la plupart d’entre eux doivent étre déterminées.

B. Import des protéines dans le chloroplaste (n° 3, figure 2)

La plupart des protéines du chloroplaste sont codées par le génome nucleaire et doivent donc
étre importées dans le chloroplaste. Il existe un systeme d'import des protéines dans les
membranes externes et internes de l'enveloppe qui permet ce passage. Sachant que de
nombreux articles de revue sont disponibles sur I'import des protéines dans le chloroplaste
(Gray & Row, 1995 ; Schnell, 1995 ; Heins et al., 1998), nous ne parlerons ici que du modele
d'import qui a été établi.

Les protéines du chloroplaste codées par le génome nucléaire sont synthétisées avec des
séquences de transit qui sont nécessaires a l'adressage vers le chloroplaste et le transfert a
travers I'enveloppe du chloroplaste. Ces peptides de transit sont riches en résidus hydroxylés
(sérine 19 %, threéonine 9 %) et hydrophobes (alanine 11 %, valine 7 %). lls contiennent des
acides aminés basiques et ont une charge nette positive. La figure 7 résume les étapes de ce
transfert, qui ont lieu grace aux deux complexes Tic et Toc (Tic, "Translocon at the inner
chloroplast envelope" ; Toc, "Translocon at the outer chloroplast envelope™). Des études
récentes suggerent que des interactions entre le peptide de transit et les galactolipides
spécifiques de la membrane externe interviennent dans I'étape initiale de la fixation des
précurseurs a la surface des chloroplastes (pour revue voir Bruce, 1998). Lors de cette
interaction, le peptide de transit acquiert une structure secondaire réguliére qui serait reconnue
par le complexe Toc.

Les protéines appartenant a ces complexes identifiées jusqu'a présent sont Toc34, Toc75,
Toc86 (ou Tocl60) pour le complexe Toc, et Ticl10, IAP36, IAP21, Cim44, Tic55 pour le
complexe Tic. Lors du transfert qui aurait lieu au niveau de sites de contact entre les deux
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membranes, la protéine précurseur non structurée traverse les membranes en commencant par
la partie N-terminale. L'énergie nécessaire a ce transfert est fournie par I'nydrolyse d'ATP. Un
potentiel de membrane n'est pas nécessaire.

Quter
envelope

/ A
B88386853358688686 l
Inner

envelope i
Chaperonin 60 Stromal ATP

Figure 7. Modéle d’import des protéines dans I’enveloppe du chloroplaste. D’apreés Heins et al.
(1998).

Lors de la premiére étape (figure 7a), le précurseur phosphorylé se fixe sur le récepteur
Toc86, cette fixation est indépendante de I'ATP. L'activité de Toc86 peut étre influencée par
I'ATP, le GTP ou par phosphorylation. La déphosphorylation de la protéine précurseur permet
son transfert dans le pore de transfert, Toc75 (figure 7b). Cette étape nécessite une hydrolyse
d'ATP dans I'espace intermembranaire. La conformation de Toc34 est probablement affectée
par la liaison du GTP, ce qui entraine une modification des propriétés d'ouverture du canal
Toc75. Au cours de cette étape, les protéines du complexe Tic orientées vers l'espace
intermembranaire participent aussi au transfert (Heins et al., 1998).

Ensuite, le transfert a lieu simultanément a travers les deux membranes. L'ATP du stroma est
nécessaire pour permettre le passage du précurseur a travers la membrane interne de
I'enveloppe. De faibles concentrations d'ATP (<100 uM) sont nécessaires pour engager le
précurseur dans le systeme d'import, alors que de fortes concentrations en ATP (> 1 mM) sont
nécessaires pour le transfert total a travers I'enveloppe. Plusieurs chaperones sont associées a
ce systeme. Com70 lierait les précurseurs sur la face cytoplasmique et les maintiendrait dans
une conformation déroulée. La chaperonine Hsp70 est probablement localisée dans I'espace
intermembranaire. Trois autres chaperonines (Hspl00, S78 et la chaperonine 60) sont
associees de facon périphérique a la face interne (stroma) du complexe Tic (Heins et al.,
1998). Le peptide de transit est ensuite éliminé dans le stroma par une protéase.
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IV. OBJECTIFS DU TRAVAIL

Notre travail avait pour objectifs de mettre au point des stratégies permettant d'identifier, tant
au plan moléculaire que fonctionnel, de nouvelles protéines de I'enveloppe pouvant
potentiellement étre impliquées dans des systemes de transport (canaux ioniques,
transporteurs, pompes, etc...). Plusieurs possibilités ont alors été envisagées.

La purification de protéines de I'enveloppe. La purification de protéines impliquées dans le
transport de métabolites n’est possible que lorsque les protéines sont fortement représentées.
C'est ainsi que le transporteur de phosphate/triose phosphate, qui représente environ 20 % des
protéines de l'enveloppe des chloroplastes, a pu étre caractérisé et son fonctionnement
disséqué. En revanche, les autres transporteurs ou canaux sont trés probablement présents en
tres petite quantité. D'autre part, la caractérisation biochimique et moléculaire des fonctions
portées par I’enveloppe est limitée par un probléme de représentation : les protéines de
I’enveloppe ne représentent qu'environ 1 % des protéines du plaste (donc 0,4 % des protéines
totales). Enfin, la faible représentation de chacune des protéines de I’enveloppe et la nature
méme de ces protéines (hydrophobicité) limitent I’utilisation de cette technique. De plus, le
choix des détergents (nature, concentration) utilisés pour solubiliser la protéine d'intérét ne
peut se faire qu'au coup par coup. Enfin, il est tres difficile de suivre des activités de type
canal ionique lors des différentes étapes de purification. Aussi, malgré la possibilité de
préparer de larges quantités de protéines d'enveloppe de chloroplastes d'épinard, nous avons
fait le choix d'une autre stratégie.

La complémentation de mutants de levure a montré toute son efficacité pour la
caractérisation de proteines comme les canaux AKT1 et KAT1 (Sentenac et al., 1992,
Anderson et al., 1992). Cependant, c'est une approche spécifique du substrat mais pas de la
localisation subcellulaire. En effet, si cette approche s’est révélée tres efficace pour
I'identification de nombreux transporteurs de la membrane plasmique, elle n’a pas permis
jusqu’a présent de cloner des transporteurs de I’enveloppe du chloroplaste. 1l est possible que
(@) le peptide de transit de la membrane interne ne puisse pas diriger ces protéines vers le
plasmalemme chez la levure, ou (b) que les transporteurs de I’enveloppe soient sous
représentés quantitativement dans la cellule, et que les ADNc clonés correspondent toujours
aux protéines majoritaires associées a d’autres localisations subcellulaires. Cette hypothése
est la plus probable.

Les stratégies de clonage par PCR (basées sur l'utilisation de séquences conservées de
transporteurs connus) sont d'un intérét limité dans le cas des chloroplastes. En effet, les
séquences des transporteurs du plaste déja caractérisés montrent peu d’homologies avec les
transporteurs associés aux autres systemes membranaires. De plus, ce type d'approche n’est
pas spécifique de la localisation subcellulaire et implique de la vérifier pour chaque protéine
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identifiée. Une telle approche est illustrée par la caractérisation de canaux anioniques de type
CLC (Lurin et al., 1996) qui sont localisés dans divers systemes membranaires, comme la
membrane plasmique ou la membrane interne des mitochondries.

Nous avons tenté, sans succes, d'utiliser de telles stratégies. Nous avons alors décidé de
développer une stratégie complétement différente privilégiant avant tout la localisation dans
I'enveloppe des chloroplastes et basée sur les propriétés physico-chimiques des
transporteurs ou canaux, a savoir leur hydrophobicité. Cette stratégie est schématisée dans la
figure 8.

L'utilisation de préparations d'enveloppe de chloroplastes d'épinard présentait divers
avantages. D'une part, nous étions en mesure de préparer de maniére routiniére des quantités
importantes d'enveloppe, dans un treés bon état de pureté (Douce & Joyard, 1980). L'utilisation
de telles préparations augmentait de maniére considérable la probabilité de caractériser des
protéines nouvelles, méme mineures, spécifiques de ce systeme membranaire.

D'autre part, si transporteurs et canaux ioniques possédent des séquences primaires a priori
tres différentes, ils possédent en revanche tous un ou plusieurs domaines transmembranaires
hydrophobes (pour revue voir Maloney, 1994 ; Catterall, 1994). Ces domaines leur conférent
des propriétés particuliéres de solubilisation dans certains solvants organiques. Comme de
nombreuses protéines membranaires, certaines protéines de I’enveloppe du chloroplaste
peuvent étre solubilisées dans des solvants organiques (Joyard et al., 1982). C'est en
particulier le cas du transporteur de phosphate/triose phosphate caractérisé comme la protéine
majoritaire  de la fraction d'enveloppe solubilisée dans des mélanges de
chloroforme/méthanol.

Dans une seconde étape, il s'agissait alors de caractériser les protéines de l'enveloppe
solubilisées par les solvants organiques. Nous I'avons fait au cours d'une étude systématique,
par microséquencage, des protéines hydrophobes de I'enveloppe.

Le troisieme volet de notre stratégie avait pour objectif la caractérisation fonctionnelle des
protéines identifiées, essentiellement grace a l'expression fonctionnelle des protéines en
systemes hétérologues et a des approches de génétique inverse. Nous avons ainsi cherché a
obtenir des mutants des genes codant les protéines d'intérét et a analyser leurs phenotypes.
Deux systemes biologiques ont été utilisés. D'une part, nous avons recherché, par PCR, des
mutants d'insertion dans la collection d'Arabidopsis de I'INRA de Versailles. D'autre part,
partant de l'observation que chloroplastes et cyanobactéries ont des origines communes, nous
avons utilisé les cyanobactéries, comme systeme modeéle pour comprendre les fonctions des
protéines homologues aux protéines chloroplastiques. Les études fonctionnelles des mutants
obtenus ou des protéines surexprimées sont actuellement en cours.
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Enveloppe isolée a partir de chloroplastes purifiés d*épinard ]’

l

[ Protéines de I'enveloppe ]

l

+ Extraction chloroforme/méthanol
+ Séparation par SDS-PAGE

¢ Sequencage des protéines
+ Obtention des séquences complétes

S

‘[ Protéines connues _]] I[ Nouvelles protéines "

Analyse de I’hydrophobicité et de la localisation subcellulaire des protéines identifiées

+ Clonage des ADNc d'Arabidopsis
+ Recherches d'homologies de séquences

Génétique inverse

+ Mutants de cyanobactéries

+ Surexpression dans des systemes
Procaroyte et Eucaryote

+ Caracteérisation biochimique de la
protéine

+ Mutants d'Arabidopsis thaliana

=> recherche de phénotypes

Identification de la fonction des protéines
hydrophobes de I'enveloppe

Figure 8. Approche utilisée pour la caractérisation fonctionnelle des protéines hydrophobes de
I'enveloppe.
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Caractéristiques fonctionnelles

Caractérisation

Transporteur Activité Purification, Structure Localisation moléculaire
Masse moléculaire Expression fonctionnelle
Transport d'ions
Porine Pore + g=7nS (KCI 1M), voltage dépendant Membrane externe )
(Fligge & Benz, 1984 ; ouvert pour Vm < 30 mV (Fligge & Benz, 1984 ; Heiber et al.,
Heiber et al., 1995) (Fligge & Benz, 1984 ; Heiber et al., 1995) 1995)
Porine Pore + g =525 pS (KCI 150 mM), voltage dépendant Membrane interne i
; fermé pour Vm < 0 (Fuks & Homblé, 1995)
Fuks & Homblé, 1995 )
( ) (Fuks & Homblé, 1995)
Canal OEP24 Large pore peu sélectif : ¢ g=1,3nS (dans KCI 1M) Membrane externe ADNC

perméable aux Pi,

cations, ATP, sucres P...

(Pohlmeyer et al., 1998)

¢ 24 kDa, homodimere (feuillets B amphiphiles)
(Pohlmeyer et al., 1998)

(Pohlmeyer et al., 1998)

(Pohlmeyer et al., 1998)

Canal anionique

Import CI'/NO,’
(Heiber et al., 1995 ;
Fuks & Homblé, 1999)

* g=60pS
(Heiber et al., 1995 ; Fuks & Homblé, 1999)

Membrane interne
(Heiber et al., 1995 ; Fuks &
Homblé, 1999)

Canal cationique

Import K*/Na*

(Wu & Berkowitz,
19923, 1991 ; Wang et
al., 1993 ; Mi et al.,
1994)

+ g =160 pS, non voltage dépendant (Mi et al., 1994)

+ g =100 pS, voltage dépendant , Mg®* et ATP
dépendant (Heiber et al., 1995)

+ Solubilisation et reconstitution dans des liposomes

(Wang et al., 1993)
+ Purification partielle, immunodétection d'un
polypeptide a 62 kDa (Mi et al., 1994)

Membrane interne
(Wu & Berkowitz, 1992a, 1991 ;
Wang et al., 1993 ; Mi et al., 1994)

Ca?*-ATPase
PEA1

Export Ca?*
(Huang et al., 1993)

+ 90-95 kDa, 10 régions TM
(Huang et al., 1993)

Membrane interne
(Huang et al., 1993)

ADNCc
(Huang et al., 1993)
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Caractéristiques fonctionnelles

Caractérisation

Transporteur Activité Purification, Structure Localisation moléculaire
Masse moléculaire Expression fonctionnelle
Import Ca* + Uniport électrogénique (Kreimer et al., 1985ab) Membrane interne

Uniport Ca**

(Kreimer et al., 1985ab,
Roh et al., 1998)

¢ Import stimulé par Vm < 0 (Roh et al., 1998)

(Kreimer et al., 1985ab, Roh et al.,

1998)

Export H*
(Douce et al., 1973 ;

» ATPase Mg?*-dépendante (Douce et al., 1973)
* Stimulée par K* (Wu & Berkowitz, 1992)

Membrane interne

H'-ATPase Wu & Berkowitz, « Stimulée par Mg®* et K* (Shingles & Mc Carty, (Block et al., 1983) i
1992a ; Shingles & Mc 1994)
Carty, 1994)
Antiport Import SO~ + Echange strict Enveloppe
S0,%/ HPO,* Export HPO,> (Mourioux & Douce, 1978) (Mourioux & Douce, 1978) )
(Mourioux & Douce,
1978)
Import du HCO4’ + Géne chloroplastique Membrane interne X .
- ) . Gene présent dans tous les
Ycfl0 (Rolland et al., 1997) | * Protéine de ChIamydngg%s : 500 aa (Rolland et al., (Sasaki et al., 1993) génomes chloroplastiques
+ Protéine de tabac 229 aa (Shinozaki, 1986)
Alanti =~ 1,2 nS (KCI 1 M), voltage dépendant Membrane externe
Canal sélectif pour les *9 i ADNCc
OEP16 acides aminés ouve_zrtgre pour \/_m =0 . (Pohimeyer et al., 1997) (Pohlmeyer et al., 1997)
(Pohlmeyer et al., 1997) + 16 kDa, homodimere, (4 feuillets B, 3 hélices o)
’ (Pohlmeyer et al., 1997)
Transports de métabolites
Phosphate/triose Export triose P . 3; Eégaﬂgfn‘cggi%gelu(%?[?’ 128285) Membrane interne ADNCc
phosphate Import Pi ’ gge, (Flugge et al., 1989) expression fonctionnelle

(Fligge, 1985)

purification totale, 6 domaines TM (Flugge et al.,
1989)

(Flugge et al., 1989)
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Transporteur

Activité

Caractéristiques fonctionnelles
Purification, Structure
Masse moléculaire

Localisation

Caractérisation
moléculaire
Expression fonctionnelle

2-Oxoglutarate/

Export malate

+ 45 kDa, monomeére, purification totale,
reconstitution dans liposomes (Menzlaff & Fliigge,

Membrane interne

ADNC et expression

malate " bt é’?l(.jg " 1993) (Menzlaff & Fligge, 1093) fO“Ct'Ogre'l'gé\sl\)/eber .
' 12 hélices TM (Weber et al., 1995) N
1993)

Glutamate/malate Export Glu i Membrane interne i

DiT2 Import Mal (Woo et al., 1987)
(Woo et al., 1987)

Export GIn ) Membrane interne )

Glutamate/glutamine Import Glu (Yu & Woo, 1988)

(Yu & Woo, 1988)

Phosphénolpyruvate/ | Export Pi/import PEP Membrane interne ADNCc, expression
Pi (Fischer et al., 1997) + Purification partielle, 6 domaines TM, 31 kDa (Fischer et al., 1997) fonctionnelle
Import Pilexport PEP (Fischer et al., 1997) (Fischer et al., 1997)
(Fischer et al., 1994)
ATP/ADP Export ADP + Monomeére, 12 domaines TM (Neuhaus et al., 1997) Membrane interne ADNCc
Import ATP (Heldt, 1969) (Neuhaus et al., 1997)
(Heldt, 1969)
Pyrophosphate Import de PPi - Enveloppe (Lunn & Douce, 1993) -

(Lunn & Douce, 1993)

Glycérate/glycolate

Import glycérate
Export glycolate

(Howitz & Mc Carty,
1985)

+ Transport dépendant du pH (Howitz & Mc Carty,
1985)
+ Purification partielle et solubilisation dans des
vésicules d'asolectine (Howitz & Mc Carty, 1991)

Membrane interne
(Howitz & Mc Carty, 1985)
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Transporteur

Activité

Caractéristiques fonctionnelles
Purification, Structure
Masse moléculaire

Localisation

Caractérisation
moléculaire
Expression fonctionnelle

Oxaloacétate/malate

Import OAA
Export malate
(Hatch et al., 1984)

Membrane interne
(Hatch et al., 1984)

Glucose

Export de D-glucose,
hexoses
(Schéfer et al., 1977)

Membrane interne
(Schéfer et al., 1977)

Import des protéines

Complexe Toc

Import des protéines

(revues : Heins et al.,
1998 ; Heins & Soll,
1998)

+ Toc 34 ou OEP34, IAP34 (Schnell et al., 1994)

¢ Toc36 ou Com44 (Wu et al., 1994)

* Toc75 (Waegemann & Soll, 1991)

+ COM70 (ou hsp70) (Ko et al., 1992)

+ Toc86 (IAP86) (Waegemann & Soll, 1991)
Tocl60 (Bolter et al., 1998)

Membrane externe

Membrane externe

Membrane externe

Membrane externe

Membrane externe

ADNCc
(Kessler et al., 1994)

ADNCc (Ko et al., 1995)

ADNCc
(Schnell et al., 1994)

ADNCc (Ko et al., 1995)

ADNCc
(Kessler et al., 1994)

Complexe Tic

Import des protéines

+ Tic20 (Kouranov & Schnell, 1997)

+ Tic21 (Ma et al., 1996)
+ Tic22 (Kouranov & Schnell, 1997)

* |AP36 (Kessler et al., 1994)

Membrane interne

Membrane interne

Membrane interne

Membrane interne

ADNCc
(Kouranov et al., 1998)

ADNc
(Kouranov et al., 1998)

ADNCc
(Kessler et al., 1994)
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Caractéristiques fonctionnelles

Caractérisation

Transporteur Activité Purification, Structure Localisation moléculaire
Masse moléculaire Expression fonctionnelle
Complexe Tic Import des protéines + CIM44 (Ko et al., 1995) Membrane interne ADNCc

+ Tich5 (Caliebe et al., 1997)

+ Tic110 (IEP110, IAP100) (Schnell et al., 1994)

Membrane interne

Membrane interne

(Ko et al., 1995)

ADNCc
(Caliebe et al., 1997)

ADNCc
(LUbeck et al., 1996)
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MATERIEL ET METHODES GENERALES

I. PREPARATION DE FRACTIONS SUBCELLULAIRES D’EPINARD
A. Choix du matériel végétal

L'épinard (Spinacia oleracea L.) est une plante cultivée de la famille des Chénopodiacées,
présentant un appareil végétatif en forme de rosette de feuilles & large limbe. L'épinard
présente des avantages majeurs pour I'étude des chloroplastes :

- Il est disponible frais pratiquement toute I'année.

- C’est un végétal qui permet la préparation routiniére de grosses quantités de chloroplastes
intacts nécessaires a la purification d'enveloppe.

Les épinards, cultivés en plein champ, sont achetés sur les marchés locaux. Les feuilles sont
ensuite triées et préparées (leurs nervures principales sont 6tées), puis lavées. Elles sont
ensuite conservées une nuit en chambre froide afin d'épuiser les réserves en amidon présentes
dans les plastes.

Nous avons aussi réalisé la culture des plants d’épinard (variété Symphonie) afin d'obtenir de
jeunes feuilles pour certaines expériences. Les cultures sont alors effectuées en phytotron, sur
vermiculite et arrosées par une solution nutritive dont la composition est décrite dans I'annexe
1. La photopériode est fixée a 10 h de jour, la température est de 22°C et I’hygrométrie de
65 %. Avant le semis, les graines sont stérilisées par immersion pendant 30 sec dans de
I'éthanol 95 % [v/V], suivie d’une agitation vigoureuse dans du NaOCI 5,25 % [v/v] pendant 5
min. La suspension est diluée par ajout de 4 volumes d’eau, et I’agitation est maintenue
pendant 20 min. Les graines sont ensuite rincées par agitation dans du NaOCI 0,01 % [v/V]
pendant 2 h.

B. Préparation des chloroplastes intacts (Douce & Joyard, 1982)

Les chloroplastes sont extraits a partir de feuilles d'épinard. Toutes les opérations sont
effectuées a 4°C. Les feuilles (environ 2 kg pour 2 | de milieu de broyage : saccharose 0,33
M, pyrophosphate de sodium 30 mM, SAB 1 g/l, pH 7,8) sont hachées dans un broyeur a
hélice (type Waring Blendor, volume 4 I) pendant 2 a 3 sec. Le broyat est ensuite filtré sur 4
épaisseurs de gaze et une toile & bluter de 50 um de vide de maille. Le filtrat est centrifugé a
1200 g pendant 10 min & 4°C (Sorvall RC5, rotor GS3). Les culots sont délicatement diluées
avec du milieu de lavage (saccharose 0,33 M, MOPS/NaOH 10 mM, pH 7,8). Cette
suspension, enrichie en chloroplastes, est filtrée sur toile a bluter de 50 um de vide de maille.
Afin d'éliminer les contaminants extraplastidiaux et les chloroplastes cassés, la suspension est
déposée sur un gradient discontinu de Percoll (Percoll 40 % [v/v], saccharose 0,33 M,
MOPS/NaOH 20 mM, pH 7,8, et Percoll 80 % [v/v], saccharose 0,33 M, MOPS/NaOH 20
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mM, pH 7,8) et centrifugée a 3000 g pendant 20 min (Sorvall RC5, rotor HS4). Les
chloroplastes intacts sont localisés a l'interface des couches de Percoll 40 et 80 % [v/v], tandis
que les chloroplastes cassés et le matériel non chloroplastique restent au-dessus de la couche
de Percoll 40 % [v/v]. Pour éliminer le Percoll, les chloroplastes intacts sont dilués par 6 a 7
volumes de milieu de lavage et centrifugés a 4 000 g pendant 5 min (Sorvall RC5, rotor GS
3). Le culot est récupéré et cette opération de lavage est répétée (centrifugation a 3 000 g
pendant 5 min ; Sorvall RC5, rotor SS34).

Lorsque les expériences nécessitaient de petites quantités de chloroplastes intacts, par
exemple pour les études d'interactions avec I'annexine, nous avons utiliseé la méthode de
Mourioux (1981). Les chloroplastes sont obtenus & partir de feuilles matures du marché lavées
et dénervurées ou a partir des 6 premiéres feuilles de jeunes plants d'épinard. Toutes les
opérations suivantes se déroulent a 4°C. Les feuilles (100 g) sont broyées dans 300 ml de
tampon d’extraction (sorbitol 330 mM, EDTA 2 mM, HEPES/KOH 30 mM, pH 7,5). Le
broyat est ensuite filtré sur 8 épaisseurs de gaze et réparti dans les tubes SS34. Aprés une
centrifugation de 1,5 min a 1 500 g (Sorvall RC5, rotor SS34), les culots sont repris dans du
tampon d’extraction, poolés et répartis en deux tubes. Ces tubes sont centrifugés a 120 g
pendant 45 sec, les surnageants sont récupérés et centrifugés a 1 500 g pendant 1,5 min. Les
culots sont repris dans du tampon d’extraction afin d’obtenir un volume final de 4 ml. Les
gradients continus de Percoll (sorbitol 330 mM, EDTA 2 mM, Percoll 50 % [v/v],
HEPES/KOH 50 mM pH 7,8, SAB 1,5 g/l ) sont préparés la veille par centrifugation dans un
rotor vertical (Sorvall RC5, rotor SS90) pendant 1 h 40 a 20 000 g. Aprés avoir prelevé 2 mi
au sommet des gradients, la suspension de chloroplastes est déposée délicatement, et
centrifugée (Sorvall RC5, rotor SS90) 10 min a 5000 g. Les chloroplastes intacts ainsi
purifiés, sont dilués et lavés dans du tampon d’extraction, puis concentrés par une derniére
étape de centrifugation de 2,5 min a 1 500 g (Sorvall RC5, rotor SS34).

C. Traitement des chloroplastes intacts par la thermolysine (Joyard et al., 1983)

La thermolysine de Bacillus thermoproteolyticus est une protéase qui s'est révélée
particulierement utile pour analyser les polypeptides situés sur la face externe de la membrane
externe de I’enveloppe des chloroplastes intacts (Joyard et al., 1983). La suspension de
chloroplastes intacts et purifiés (concentration finale : 1 mg de chlorophylle/ml) est incubée
pendant 1 h a 4°C dans un milieu contenant du saccharose 330 mM, MOPS/NaOH 10 mM
(pH 7,8), CaCl, 1 mM et des concentrations variables de thermolysine (20 & 100 pg/ml). La
protéolyse est arrétée par addition d’EGTA 10 mM. Afin d’éliminer la thermolysine et les
quelques chloroplastes éventuellement cassés au cours du traitement, la suspension de
chloroplastes est centrifugée a 3000 g (Sorvall RC5, rotor HS4) pendant 20 min sur un
coussin de Percoll 40 % [v/v], puis les culots de chloroplastes intacts sont lavés deux fois
dans du milieu de lavage.
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D. Purification de I'enveloppe des chloroplastes (Douce et al., 1973)

Les chloroplastes intacts et purifiés (traités ou non a la thermolysine) sont placés dans un
milieu hypotonique (MgCl, 4 mM, MOPS/NaOH 10 mM, pH 7,8) qui contient des inhibiteurs
de protéases (acide g-aminocaproique 0,5 mM, benzamidine/HCI 1 mM et PMSF 1 mM). Le
volume de milieu hypotonique est environ 10 fois supérieur a celui des chloroplastes. La
concentration finale en saccharose est ainsi abaissée brutalement @ moins de 0,1 M : par
osmose, l'eau pénétre dans les chloroplastes qui éclatent. Les ions Mg®* permettent le
maintien de I’association des membranes des thylacoides et préviennent ainsi la
contamination de l'enveloppe par des vésicules membranaires issues des thylacoides. La
suspension de chloroplastes cassés est déposée sur un gradient discontinu de saccharose
(saccharose 0,6 M et 0,93 M dans du tampon MgCl, 4 mM, MOPS/NaOH 10 mM, pH 7,8) et
centrifugée a 72 000 g pendant 1 h (Beckman L2 65B, rotor SW28). Apres centrifugation trois
fractions sont ainsi obtenues : (a) une couche supérieure du gradient qui contient les enzymes
solubles du chloroplaste, (b) un culot vert qui contient essentiellement des thylacoides, et (c)
I'enveloppe des chloroplastes localisée a l'interface des couches de saccharose 0,6 M et
0,93 M. Cette fraction est diluée 3 fois avec du milieu de lavage (MOPS/NaOH 10 mM
pH 7,8, acide e-aminocaproique 0,5 mM, benzamidine/HCI 1 mM et PMSF 1 mM), puis
concentrée par centrifugation a 113 000 g pendant 1 h (Beckman L2 65B, rotor SW28). Les
culots sont récupérés et conservés dans l'azote liquide. Le rendement d'extraction moyen
correspond a 1-3 mg de protéines d'enveloppe par kg de feuilles d'épinard. L'enveloppe
obtenue est dépourvue de tous contaminants provenant du cytosol ou des thylacoides. Seules
quelques protéines solubles du stroma (comme la Rubisco) sont présentes dans les fractions
de membranes d'enveloppe (Douce et al., 1973 ; Joyard & Douce, 1980).

E. Préparation de fractions d‘enveloppe enrichies en membranes externe et
interne (Block et al., 1983)

Les chloroplastes sont purifiés selon la technique décrite ci-dessus, cependant les milieux de
broyage et de lavage contiennent du mannitol a la place du saccharose (mannitol 0,33 M,
MOPS/NaOH 30 mM, pH 7,8, SAB 1 g/l et mannitol 0,33 M, MOPS/NaOH 10 mM, pH 7,8
respectivement). Les chloroplastes purifiés sont placés dans un milieu hypertonique (mannitol
0,7 M, MgCl, 4 mM, MOPS/NaOH 20 mM, pH 7,8). Le choc osmotique entraine le
décollement des deux membranes qui sont alors séparées par de trés larges espaces (Carde et
al., 1982). La suspension de chloroplastes est alors placée dans la chambre d'une presse de
type Yeda. La pression interne de la chambre est portée a 5 bars a l'aide d'azote, puis le
pointeau de la presse est ouvert afin de permettre I'écoulement de la suspension de
chloroplastes. La variation de pression qui en résulte permet de rompre les deux membranes.
Afin d'éliminer les chloroplastes encore intacts et les thylacoides, la suspension obtenue est
centrifugée a 12 000 g (rotor SS34, Sorvall) pendant 10 min. Le surnageant (renfermant
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essentiellement les protéines solubles et les vésicules d'enveloppe) est récupéré, dilué pour
avoir 80 ml dans le tampon suivant : MOPS/NaOH 10 mM pH 7,8, MgCl, 4 mM, acide e-
aminocaproique 1 mM, benzamidine/HCI 1 mM, PMSF 1 mM, puis déposé sur un gradient
discontinu de saccharose (saccharose 1 M, 0,65 M et 0,4 M dans du tampon MOPS/NaOH 10
mM (pH 7,8), MgCl,4 mM). Aprés centrifugation a 95 000 g (Beckman L2 65B, rotor SW27)
pendant 1 h30 a 4°C, la membrane interne est récupérée a I’interface des couches de
saccharose 1 M et 0,65 M, et la membrane externe entre les couches 0,65 M et 0,4 M (Block
et al., 1983a). Les différentes fractions sont diluées 3 fois dans du milieu de lavage
(MOPS/NaOH 10 mM pH 7,8, acide e-aminocaproique 0,5 mM, benzamidine/HCI 1 mM,
PMSF 1 mM), et ensuite centrifugées a 113 000 g (Beckman L2 65B, rotor SW 27) pendant
1 ha4°C. Les culots obtenus sont récupérés et conserves dans I'azote liquide.

F. Préparation de noyaux a partir de jeunes feuilles d’épinard (Watson &
Thompson, 1986)

Les jeunes feuilles (environ 30 g) sont découpées et broyées avec un Polytron dans 100 ml de
tampon d’extraction (héxylene glycol 0,5 M, MgCl, 10 mM, B-mercaptoéthanol 5 mM,
MOPS/NaOH 20 mM pH 7). Le broyat est filtré sur quatre épaisseurs de gaze et sur une toile
a bluter de 50 um de maille. Du Triton X-100 (25 % [v/v]) est ajouté au filtrat goutte a goutte
afin d’obtenir une concentration finale de 0,5 % [v/v]. La suspension est ensuite filtrée
successivement sur toile a bluter de 50 pum puis de 20 pum, puis centrifugée 10 min a 10 000 g
(Sorvall, rotor HB4). Les culots sont repris dans du tampon d’extraction en présence de Triton
X-100 0,5 % [v/v], filtrés sur une toile a bluter de 20 um puis déposés sur un gradient
discontinu de Percoll 30 et 60 % [v/v] dans du tampon d’extraction et en présence de Triton
X-100 0,5 % [v/v]. Aprés une centrifugation de 30 min a 400 g, les noyaux, localisés a
I’interface des deux gradients et dans le Percoll 60 % [v/v], sont récupérés, lavés dans le
tampon d’extraction et stockes a -80°C dans du tampon d’extraction contenant du glyceérol
20 % [v/v].

Il. TECHNIQUES D’ETUDE DES PROTEINES

A. Dosage des protéines

La concentration en protéines est déterminée selon la technique de Lowry et al. (1951) ou
selon la méthode de Bradford (1976). Une gamme étalon est effectuée pour chaque série de
dosage avec la sérum-albumine bovine (SAB).

B. Solubilisation des protéines dans des détergents

L’utilisation de détergents permet de solubiliser les protéines de I’enveloppe enchassées dans
la bicouche lipidique. L'enveloppe est diluée dans une solution contenant du tampon

44



Matériel et méthodes générales

MOPS/NaOH 50 mM (pH 7,8), du DTT 0,1 mM et diverses concentrations de détergents
(Triton X-100 et CHAPS), avec un rapport final de 0,8 mg de protéines par ml. Aprés une
incubation de 30 min sur la glace, le mélange est centrifugé pendant 15 min a 100 000 g
(Beckman, rotor SW50). Le surnageant contient les protéines de I'enveloppe solubilisées par
le détergent, alors que le culot contient les protéines insolubles. Le culot est repris dans du
tampon MOPS/NaOH 50 mM (pH 7,8), DTT 0,1 mM afin d'avoir un volume identique a celui
du surnageant. Les deux fractions sont ensuite analysées par électrophorése en conditions
dénaturantes et par marquage immunologique.

C. Pontage chimique de protéines

Le réactif chimique utilisé est le BS® ou bis (sulfosuccinimidyl) subérate. 1l crée un lien
covalent entre deux cystéines de la protéine spatialement proches. Les protéines sont diluées
dans du tampon Na;HPO./NaH,PO; 50 mM (pH 7,4) et traitées par ajout de BS® & une
concentration finale de 1 mM. Le BS® est préparé extemporanément dans du tampon
Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM (pH 7,4). Aprés 30 min d'incubation a température ambiante, la
réaction est arrétée par l'ajout d'un sixieme de volume de tampon éthanolamine 20 mM, N-
éthylmaléimide 20 mM, Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM (pH 7,4). Les protéines sont ensuite
analysées par électrophorése en conditions dénaturantes.

D. Analyse des protéines par électrophoreése sur gel de polyacrylamide
1. Séparation par électrophoreése en conditions dénaturantes (Chua, 1980)

L'électrophorese sur gel de polyacrylamide permet de séparer les polypeptides en fonction de
leur masse moléculaire, apres dénaturation par le sodium dodécyl sulfate (SDS) et la chaleur.
Les échantillons sont dilués avec du tampon de dép6t : Tris/HCI 50 mM (pH 6,8), glycérol
10 % [v/v], SDS 1 % [v/v], bleu de bromophénol 0,01 % [v/v] et DTT 25 mM. Puis ils sont
portés a ébullition pendant 2,5 min pour achever la solubilisation et la dénaturation des
protéines. Le gel de polyacrylamide est constitué d'un gel de concentration contenant 5 %
[v/v] d'acrylamide, et d'un gel de séparation contenant 12 % [v/v] ou 15 % [v/v] d'acrylamide.

L'électrophorese est conduite a voltage constant (200 V), dans du tampon de migration de
composition suivante : Tris 25 mM, glycine 0,192 M (pH 8,3), SDS 0,1 % [v/v] et la
migration est arrétée lorsque le bleu de bromophénol atteint le bas du gel.

2. Coloration d'un gel au bleu de Coomassie

Dans les conditions normales (gel analytique), le gel est coloré par incubation de 30 min dans
une solution de colorant (acide acétique 10 % [v/v], isopropanol 25 % [v/v], bleu de
Coomassie 2,5 g/l (Coomassie brilliant-blue R250, Sigma). Il est ensuite décoloré par lavage
dans un mélange de méthanol 40 % [v/v], acide acétique 7 % [v/v].
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Lorsque le gel a été effectué en vue du séquencage interne des protéines, la coloration du gel
au bleu de Coomassie est effectuee de la maniere suivante. Le SDS est tout d'abord éliminé du
gel par un lavage pendant 30 min dans une solution d'éthanol 30 % [v/v] et d'acide acétique
0,5 % [v/v]. Le gel est ensuite coloré pendant 20 a 30 min par lavage dans le mélange suivant
: bleu de Coomassie R250 0,1 % [p/v], éthanol 30 % [v/v], acide acétique 0,5 % [v/v]. La
décoloration s’effectue dans de I'éthanol 30 % [v/v] pendant environ 1 h. Ensuite, pour arréter
la décoloration, le gel est placé dans une solution d'éthanol 5 % [v/v] et incubé 12 h a 4°C.
Les bandes peuvent alors étre découpées et utilisées pour le microséquencage des protéines.

3. Coloration d'un gel au nitrate d'argent (Merril et al., 1981)

Le seuil de détection de la coloration au bleu de Coomassie est d’environ 0,1 pg de protéines.
La coloration des protéines au nitrate d'argent permet de visualiser de plus faibles quantités de
protéines, car elle permet d’augmenter la sensibilité de détection d’un facteur 10 environ.

Apres I'électrophorese, le gel est lavé 30 min dans un milieu renfermant de l'acide acétique
10 % [v/v], et du méthanol 40 % [v/v], puis trois fois 10 min dans une solution contenant de
I'éthanol 10 % [v/v] et de I'acide acétique 5 % [v/v] afin d'éliminer le SDS et pour fixer les
polypeptides dans le gel. Le gel est ensuite incubé 5 min dans une solution d’oxydation :
K.Cr,07 3,4 mM, HNO3; 3,2 mM, puis rincé 4 fois 30 sec dans de I'eau distillée. Il est alors
coloré 30 min dans une solution d'AgNO3z; 12 mM, puis rincé pendant 15 sec dans l'eau
distillée. La révélation s'effectue dans une solution contenant Na,CO3 0,28 M, formaldéhyde
0,18 % [v/v], pendant 10 & 15 min sur une table lumineuse. La révélation est arrétée par
incubation du gel dans de I’acide acétique 1% [v/v]. Le gel est conservé dans de l'eau
distillée.

E. Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose et immunomarquage
1. Technique de transfert

Cette technique permet de transférer les protéines d’un gel de polyacrylamide sur une
membrane.

Le gel est incubé 10 min dans un tampon de transfert sans SDS (Tampon Laemmli : Tris
25 mM, glycine 0,192 M, pH 8,3) contenant du méthanol 20 % [v/v]). Une membrane de
nitrocellulose (BA 85, Schleicher & Schuell) est mouillée dans de I’eau distillée puis dans le
tampon de transfert dépourvu de SDS et déposée sur 3 feuilles de papier Whatman
préalablement trempées dans le méme tampon. Le gel est ensuite déposé sur la membrane et
recouvert par trois feuilles de papier Whatman imbibées de tampon. Afin d'éviter la présence
de bulles d'air qui affectent le transfert, une pipette Pasteur est roulée sur I’ensemble. Le tout
est placé entre deux claies et installé dans I’appareil de transfert rempli de tampon de transfert
additionné de SDS 0,1 % [v/v]. Le transfert s’effectue a 90 V pendant 1 h a 4°C. Apres le
transfert, la membrane de nitrocellulose est rincée dans de I’eau distillée.
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Afin de contrbler I'efficacité du transfert, la membrane est colorée au Rouge Ponceau (0,4 g
dans 200 ml d'un mélange H,O/acide acétique, 198/2 [v/v] pendant 1 min. La membrane est
ensuite rincée a I’eau distillée. Les protéines apparaissent en rouge, et la coloration s’élimine
par des lavages successifs dans I’eau distillée.

Lorsqu’un séquencage de I'extrémité N-terminale de la protéine doit étre effectué, la
technique de transfert est différente. Une membrane de type PVDF (Pro-Blot, Applied
Biosystems) est d’abord imbibée de méthanol pur puis trempée dans du tampon de transfert
(composition décrite ci-dessus).

2. Coloration de la membrane au bleu de Coomassie pour séquencage de la partie N-
terminale

Apres transfert des protéines sur membrane de PVDF, la membrane est rincée a I’eau distillée
puis imbibée de méthanol pur. Elle est ensuite colorée pendant 15 sec a 1 min avec une
solution de bleu de Coomassie (bleu de Coomassie R250 0,1 % [p/v], méthanol 40 % [v/v],
acide acétique 0,5 % [v/v]). La décoloration s’effectue dans une solution aqueuse renfermant
de I’éthanol 30 % [v/v], pendant 30 min en surveillant I’apparition des protéines majeures. La
membrane est rincée abondamment a I’eau distillée puis est séchée a I’air.

3. Immunomarquage

Apres transfert des protéines, la membrane de nitrocellulose est rincée dans de I’eau distillée
puis saturée dans un tampon TBST (TBS [NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM pH 7,5] + Triton
X-100 0,05 % [v/v]) contenant du lait écrémé déshydraté 5 % [p/v] pendant 1 h, sous
agitation. La membrane est ensuite incubée avec le premier anticorps dilué dans du TBST, 2 h
a température ambiante ou pendant la nuit & 4°C. La membrane est rincée 3 fois 10 min dans
du tampon TBST, puis incubée avec le deuxiéme anticorps (anticorps dirigé contre les
immunoglobulines G de lapin, couplé & la phosphatase alcaline (Sigma, dilution 1/20 000°™)
ou & la peroxydase (Tebu, dilution 1/3 000°™) pendant 1 h & température ambiante.

a. Révélation par mesure de la chimiluminescence. Apreés incubation en présence du deuxiéme
anticorps (couplé dans ce cas a la peroxydase de radis noir ; Tebu, dilution 1/3 000°™), la
membrane est lavée 3 fois 10 min dans du tampon TBST. L’activité de la peroxydase est
révélée dans un milieu alcalin (Tris/HCI 100 mM, pH 8,5) auquel sont ajoutés
extemporanement du luminol (3-aminophalhydrazine) 12,5 mM et de I'acide P-coumarique
0,2 mM, en présence d’une goutte d’eau oxygénée. En milieu alcalin, la peroxydase catalyse
I’oxydation du luminol. Le luminol oxydé est dans un état excité et revient a son état
fondamental en émettant de la lumiére bleue (chimiluminescence). L’acide P-coumarique,
compose phénolique, joue le réle de catalyseur et améliore I’émission de lumiere d’un facteur
100 (Durrant, 1990). La membrane de nitrocellulose est incubée 1 min avec la solution de
révélation, puis est exposee contre un film d’autoradiographie sensible a la lumiére bleue
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(Hyperfilm ECL, Amersham) a température ambiante. Apres différents temps d’exposition
(quelques sec a 30 min), le film est développé. Cette technique permet d'augmenter la
sensibilité de détection par rapport a la révélation par la méthode utilisant la phosphatase
alcaline.

b. Révélation par mesure de l'activité phosphatase alcaline. Dans ce cas, on utilise un
deuxiéme anticorps couplé & la phosphatase alcaline (Sigma, dilution 1/20 000°™). Aprés 1 h
d’incubation, la membrane est lavée deux fois 10 min dans du TBST, puis 10 min dans le
tampon de la phosphatase alcaline (NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM, Tris/HCI 100 mM pH 9,5).
La révélation est effectuée en ajoutant a ce tampon les deux substrats de I'enzyme : NBT
(nitro-bleu de tétrazolium) 60ug/ml et BCIP (5-bromo 4-chloro 3-indolyl phosphate) 100
ug/ml. Le BCIP, déphosphorylé par la phosphatase alcaline, réagit avec le NBT qui précipite
et se colore (rose-violet). La réaction enzymatique est arrétée par lavage de la membrane a
I’eau distillée.

F. Purification des immunoglobulines
1. Purification des 1gG a partir du sérum (St Blancard et al., 1981)

Le sérum brut obtenu aprés immunisation d’un lapin contre une protéine ou un peptide est
centrifugé 15 min a 48000 g, a 4°C. Le surnageant est dessalé sur une colonne PD10
(Pharmacia) préalablement équilibrée par du tampon A (Tris/HCI 25 mM (pH 8,8), NaCl
35 mM). L’éluat est alors déposé sur une colonne échangeuse d’anions DEAE Trisacryl M*
préalablement équilibrée avec le méme tampon A. Les immunoglobulines sont éluées dans le
tampon A, les autres protéines du sérum restent fixées sur la colonne échangeuse d’anions. Le
pool d’immunoglobulines obtenu est concentré par une précipitation au sulfate d’ammonium
40 % [p/v]. Apres une centrifugation de 15 min a 1 200 g a 4°C, le culot est repris dans 12 ml
de tampon A et la solution obtenue est dessalée sur une colonne PD10 (Pharmacia) equilibrée
dans du tampon A.

2. Immunopurification des 1gG spécifiques (Rolland et al., 1993)

Préparation de la colonne d’affinité "protéine-sépharose 4B" : 1 g de matrice CnBr-Sépharose
4B (Pharmacia) est placé dans une colonne et traité par 200 ml d’une solution de HCI 1 mM.
Le gel est ensuite rincé par 10 ml de tampon de fixation (NaCl 0,5 M, NaHCO3; 0,1 M, pH
8,3), puis incubé sous agitation en présence de la protéine (1 mg) pendant 2 h a 20°C. Le
milieu d'incubation est ensuite remplacé par du tampon de fixation sur une colonne de
dessalage. Aprés élution du tampon de fixation contenant la protéine, les sites de fixation
libres du gel sont saturés par 10 ml d’une solution de glycine 0,2 M (pH 8), la nuit a 4°C. La
colonne est rincée par le méme volume de tampon de lavage (NaCl 0,5 M, acétate de sodium
0,1 M, pH 4) puis par du tampon de fixation. La colonne est préte pour purifier les
immunoglobulines spécifiques de la protéine greffée sur la matrice. Dans le cas de la
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purification des immunoglobulines dirigées contre I’annexine recombinante, le tampon de
fixation a été remplacé par le tampon d’élution de la purification sur colonne de nickel
(imidazole 1 M, NaCl 0,5 M, Tris/HCI 20 mM, pH 7,9).

Les immunoglobulines sont diluées dans du tampon de dilution (EDTA 0,1 M, NaCl 150 mM,
glycérol 10 % [v/v], Tris/HCI 100 mM pH 7,5). Cette fraction est déposée (30 mi/h) sur la
colonne d’affinité "protéine-Sépharose" et recyclée 3 fois. La colonne est rincée par 6 ml de
tampon de dilution puis par 8 ml de tampon B (NaCl 0,5 M, glyceérol 10 % [v/v], glycine 0,1
M, pH 5). Les immunoglobulines fixees spécifiquement sur la colonne d’affinité sont éluées
par 8 ml de tampon C (glycérol 10 % [v/v], glycine 0,1 M, pH 2,5) et 8 ml de tampon D
(éthylene glycol 20 % [v/v], glycine 0,1 M, pH 2,5). Les différents éluats sont récupérés dans
des fioles contenant 2 ml de Tris/HCI 1 M (pH 8) afin de neutraliser rapidement les solutions.

G. Obtention des sequences N-terminales et des séquences internes

Le microséquencage des protéines a été réalise au Laboratoire de Chimie des Protéines
(DBMS, CEA-Grenoble) sur des protéines séparées par électrophorése en conditions
dénaturantes. Ces protéines correspondent aux extractions de protéines de I’enveloppe
effectuées dans des mélanges de solvants organiques. Apres migration et coloration du gel
(voir paragraphe Il D, p. 45), les bandes correspondant aux protéines étudiées sont découpées.
Pour chaque protéine, des digestions enzymatiques ont été effectuées en utilisant différentes
enzymes : I’endoprotéinase Lys-C, I’endoprotéinase Asp-N ou la trypsine. Les peptides
libérés lors des digestions sont extraits de la matrice d’acrylamide et séparés par HPLC (phase
inverse, voir Adessi et al., 1995). Les peptides purifiés sont ensuite séquencés selon la
methode de la dégradation d’Edman (Laursen, 1971).

En vue du séquencage par MS/MS (Morris et al., 1996), le morceau de gel contenant la
protéine d’intérét est découpé, puis lavé et incubé en présence de trypsine comme indiqué
dans Wilm et al. (1996). Les peptides trypsiques sont extraits du gel par I’addition de 10 pl
d’acétonitrile 50 %, séchés sous vide, resolubilisés dans 2 a 3 pl d’acide formique (0,1 %),
dessalés par une micro-colonne de phase inverse (Zip-Tip, Millipore), et nébulisés dans un
spectrométre de masse de type Quadrupole-TOF (Q-TOF).

Les microséquences N-terminales ont été obtenues apres transfert des protéines (séparées par
électrophorése en conditions dénaturantes) sur membrane PVDF (Pro-Blot, Applied
Biosystems) et coloration de la membrane au bleu de Coomassie (voir paragraphe Il D, p. 45).
La bande correspondant a la protéine est découpée et séquencée selon la méthode de la
dégradation d’Edman (Laursen, 1971).
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I11. TECHNIQUES D'ETUDE DES LIPIDES

A. Extraction des lipides totaux de I'enveloppe

Les lipides totaux de I'enveloppe sont extraits selon la méthode de Bligh & Dyer (1959). A
200 pl d'enveloppe sont ajoutés successivement 750 ul d'un mélange chloroforme/méthanol
1/2 [viv], 250 pl d'eau et 250 ul de chloroforme pur. Le mélange est homogénéisé par
agitation puis centrifugé 10 min a 14 000 g, afin de séparer deux phases. La phase aqueuse
supérieure est éliminée. La phase inférieure organique, contenant les lipides et les
caroténoides, est prélevée et évaporée sous argon pour la conservation des lipides.

B. Séparation des lipides par chromatographie sur couches minces (Kates, 1986)

Les lipides neutres ou polaires (solubilisés dans un mélange chloroforme/méthanol 2/1 [v/v])
sont séparés sur couche mince de gel de silice (plagues de gel de silice, MERCK) par
chromatographie bidimensionnelle en utilisant les mélanges de solvants suivant :

Sens 1 : chloroforme/méthanol/eau (65/25/4) [viv]

Sens 2 : chloroforme/acétone/méthanol/acide acétique/eau (50/20/10/10/5) [v/V]

Apreés la premiere séparation, la couche mince est Iégérement séchée sous argon puis déposée
dans un dessiccateur sous argon. Le lendemain, la plaque est déposée dans le second mélange
de solvant (sens 2) de maniere a ce que la migration du solvant s'effectue perpendiculairement
au sens de la premiére migration. L’ensemble des lipides est révélé par de I'ANS (acide 8-
anilino-1-naphtaléne sulfonique) 0,2 % [v/v] dissous dans du méthanol. Les glycolipides sont
détectes spécifiquement par une coloration a I’a-naphtol, et les phospholipides a I'aide d'un
réactif a base de molybdate qui colore le groupement phosphate (Kates, 1986).

C. Purification des lipides de I'enveloppe par chromatographie sur colonne de
silice

Les compositions lipidiques de l'enveloppe et des thylacoides étant similaires, nous avons
utilisé les membranes des thylacoides obtenus en plus grande quantité pour purifier les lipides
spécifiques des plastes. Les lipides totaux sont extraits selon la méthode de Bligh & Dyer
(1959). Apres évaporation compléte de la phase organique sous argon, les lipides sont
solubilisés dans du chloroforme pur avant d’étre purifiés par chromatographie sur colonne de
silice comme décrit par Dorne et al. (1987).

L’acide silicique (6 g, soit 80 fois la masse de lipides attendue) est solubilisé dans du
chloroforme et déposé dans une colonne de verre. Les lipides totaux sont alors déposés au
sommet de la matrice de silice. Les différents lipides sont séparés par des élutions successives
dans les solvants organiques suivants : (1) 200 ml de chloroforme pur (élution des pigments),
(2) 195 ml d’un mélange chloroforme/acétone (150/45) [v/v], (3) 100 ml d’un mélange
chloroforme/acétone (100/60) [v/v] (élution du MGDG), (4) 150 ml d’acétone pur (élution du

50



Matériel et méthodes générales

MGDG et du DGDG), puis (5) 150 ml de méthanol pur (élution du DGDG, SQDG, et du
TGDG). Les différentes fractions d’élution sont évaporées sous argon et solubilisées dans un
mélange de chloroforme/méthanol 2/1 [v/v]. Le MGDG et le SQDG sont ensuite purifiés par
chromatographie sur couches minces de silice (comme décrit ci-dessus). Une révélation par
les différents réactifs (ANS, a-naphtol, molybdate) permet I’identification des lipides. Il faut
ensuite repérer sur les couches minces les régions contenant les lipides et recueillir
indépendamment le gel de silice correspondant a chaque zone. Les lipides sont élués de la
poudre de gel de silice par une extraction selon Bligh & Dyer (1959). La quantification des
différents lipides purifiés a été effectuée par chromatographie en phase gazeuse (colonne
BPX70, SGE). Le témoin interne utilisé correspond au C;.

D. Dosage des chlorophylles (Arnon, 1949)

La concentration en chlorophylle d’une suspension de chloroplastes est mesurée aprés
solubilisation des chlorophylles dans I’acétone 80 % [v/v] : 10 pl de suspension sont ajoutés a
10 ml d’acétone 80 % [v/v] dans un tube en verre puis centrifugés a 3 000 g pendant 5 min
(Sorvall RC 2B, rotor SS34). Le surnageant est prélevée et I’absorbance mesurée a 652 nm
(Ags2, référence acétone 80 % [v/v]) avec un spectrophotométre Uvikon 810 (Kontron). La
concentration en chlorophylles totales (a + b) est obtenue par la relation suivante :

Agsz x 26 = X mg de chlorophylle/ml de suspension de chloroplastes

IV. TECHNIQUES D’ETUDE DES ACIDES NUCLEIQUES

A. Techniques d’analyse de I’ADN
1. Extraction de I’ADN total

Les feuilles d’épinard (5 g) sont broyées dans un mortier en présence d’azote liquide. La
poudre obtenue est décongelée dans 20 ml de tampon de lyse (Tris/HCI 50 mM pH 8, urée 7
M, NaCl 0,35 M, EDTA 20 mM, SDS 1 % [v/v], phénol 5 % [v/v]), a température ambiante.
Les protéines sont éliminées au cours de 3 extractions successives : I’échantillon est mélangé
a un volume de phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) [v/v] en présence de SDS
0,5 % [v/v], et centrifugé 15 min a 3 000 g. La phase aqueuse est prélevée et une extraction
identique est effectuée. La troisiéme extraction est effectuee a l'aide de chloroforme pur. Les
acides nucléiques présents dans la phase aqueuse sont alors précipités par addition d’un
volume d’isopropanol en présence de 0,1 volume de NaOAc 3 M (pH 5,3). Les acides
nucléiques sont solubilisés dans de I’eau distillée puis traités (1 h a 37°C) par la RNase A (25
pug/ml) afin d’éliminer les ARN. La RNase est éliminée par une extraction au
phénol/chloroforme (1/1) [v/v], suivie d’une extraction au chloroforme. L’ADN est précipité
par ajout d’un dixieme de volume de NaOAc 3M (pH 5,3) et d'un volume d’isopropanol.
Apreés une incubation de 1 h dans la glace, I’ADN est centrifugé a 14 000 g a 4°C. Le culot est
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rincé par 300 pl d’éthanol 70 % [v/v] puis séché et repris dans du tampon TE (Tris/HCI 10
mM pH 8, EDTA 1 mM) et conservé & -20°C.

2. Extraction de I’ADN chloroplastique

La suspension de chloroplastes purifiés est diluée par un volume de tampon de lyse (Tris/HCI
0,1 M pH 7,5, EDTA 50 mM, SDS 1 % [v/Vv]) et vortexée. Les protéines sont éliminées au
cours de deux extractions successives par un volume de phénol/chloroforme (1/1) [v/v] et une
3™ extraction avec un volume de chloroforme (les centrifugations se font & température
ambiante, a 1500 g pendant 10 min). L’ADN chloroplastique contenu dans le dernier
surnageant subit un traitement par la RNase A (25 pg/ml) pendant 1 h a 37°C. La RNase est
éliminée par une extraction au phénol/chloroforme (1/1) [v/v], suivie d’une extraction au
chloroforme. L’ADN est ensuite précipité comme décrit précédemment, le culot est dissout
dans du tampon TE et conservé a -20°C.

3. Extraction de I’ADN nucléaire

Les noyaux obtenus a partir des jeunes feuilles d’épinard (voir paragraphe | F, p. 44) sont
lysés par ajout d’un volume de tampon de lyse (Tris/HCI 0,2 M pH 8, EDTA 50 mM, NaCl 1
M, sarkosyl 2 % [p/v]), puis incubés pendant 1 h en presence de protéinase K 0,5 mg/ml a
37°C. Cette incubation est prolongée 2 h apreés ajout d'une quantité équivalente de protéinase
K. L’ADN nucléaire est ensuite obtenu aprés extractions successives par un volume de
phénol, puis un volume de phénol/chloroforme (1/1) [v/v] et un volume de chloroforme,
suivies d’une précipitation a I’isopropanol.

4. Extraction de fragments d’ADN a partir de gels d’agarose

Afin de purifier un fragment d’ADN issu d'une digestion, les différents fragments sont séparés
par électrophorése sur gel d’agarose. Les inserts sont localisés sous UV et le fragment a
purifier est découpé. Nous avons utilisé le systeme JETSORB (Genomed Inc.) pour purifier
I'ADN. Cette purification repose sur l'interaction spécifique de I'ADN avec une matrice
daffinité (matrice de verre Sephaglas™ FP).

5. Synthése d’oligonucléotides

Les oligonucléotides de synthese sont utilisés comme amorces par la polymérase de
Thermophilus aquaticus lors de I’amplification de I’ADN par PCR. La synthese des
oligonucléotides a été réalisée par la société Génome-Express (Grenoble).

6. Amplification in vitro de fragments d’ADN

Afin d’amplifier les fragments d’ADN clonés dans les différents plasmides utilisés (plasmide
PET15b, pETY3a, Novagen ; plasmide pBlueScript(KS), Stratagéne), nous avons utilisé la
Taqg polymérase associée a la technique d'amplification par réaction de polymérisation en
chaine (PCR).
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L’ADN matrice est dilué dans 100 pl de milieu de PCR (Tris/HCI 10 mM pH 8,3, KCI 50
mM, MgCl, 1,5 mM, DTT 1 mM, Tween-20 0,05% [v/iv], 50 pM de chaque
désoxyribonucléotide triphosphate (ANTP), 100 pmoles de chaque amorce spécifique, 1 unité
de Taqg polymérase). Aprés homogeénéisation, la phase inférieure est couverte par 50 pl
d’huile minérale (Sigma) afin d'éviter toute évaporation. L'amplification est arrétée aprés 10 a
15 cycles pour les clonages, ou apres 45 cycles pour le criblage de la banque de mutants d'A.
thaliana. Chaque cycle comprend :

- 1 min de dénaturation a 94°C

- 1 min d’hybridation de 50 a 65°C selon le Tm des oligonucléotides

- 1 min d’élongation a 72°C

La réaction se termine par un dernier cycle plus long avec 5 min a 72°C. La durée de I’étape
d’élongation est ajustée en fonction de la taille du fragment a amplifier (1 min d’élongation
par kilobase). L'efficacité de la réaction d'amplification est testée par analyse de 10 pl du
mélange réactionnel par électrophorése sur gel d’agarose.

7. Techniques d’hybridation

a. Marquage de I’ADN double brin. Les marquages sont effectués selon la méthode décrite
par Feinberg & Vogelstein (1983). Nous avons utilisé le systeme "Rediprime DNA labelling
system" (Amersham). Un mélange de nucléotides 9-mers contenant des séquences aléatoires
est utilisé comme amorce pour la polymérase de Klenow (provenant de E. coli). L’ADN (2,5
a 25 ng dans 45 pl) est dénaturé 5 min & 95-100°C, puis incubé 10 min & 37°C en présence
des amorces en excés molaire, d’une unité de Klenow, de 0,2 uM de [**P]-dCTP (50 uCi,
Amersham) et des 3 autres dNTP froids. Avant d'étre utilisé pour une hybridation, I’ADN doit
étre dénaturé 5 min a 95°C puis placé 5 min a 0°C.

b. Marquage des oligonucléotides. Les oligonucléotides de synthese sont dépourvus de
groupement phosphate a leur extrémité 5’. 1l est donc possible de les marquer par transfert du
v-¥P provenant du [*2P]-ATP en utilisant la polynucléotide kinase du bactériophage T4. Le
melange suivant est réalisé : 1 pl d’oligonucléotides a 10 pmoles/pl, 2 pl de tampon (Tris/HCI
0,5 M pH 7,6, MgCl, 0,1 M, EDTA 1 mM pH 8, DTT 50 mM, spermidine/HCI 1 mM), 5 pl
de [*?P]-ATP (10 mCi/ml, 5000 Ci/mmole), 11 pl d’eau et 1 pl de polynucléotide kinase.
L’ensemble est incubé 45 min & 37°C puis 10 min & 68°C afin d’inactiver I’enzyme. Les
oligonucléotides sont ensuite précipités par ajout de 100 pl de NH,OAc 5M et 300 pl
d’éthanol. Aprés une centrifugation de 20 min a 14 000 g et a 4°C, le culot est rincé par 300
pl d’éthanol 70 % [v/v], puis séché 30 min et repris dans 100 ul de tampon TE.

c. Transfert de 'ADN sur membrane de Nylon. Apres migration de I’ADN sur gel d’agarose,
le gel est placé 20 min dans une solution d'HCI 0,25 M. Apres un lavage rapide dans de I’eau
distillée, le gel est incubé 30 min dans une solution de NaOH 0,4 N. Le gel est ensuite déposé
sur trois couches de papier Whatman imbibé de NaOH 0,4 N. La membrane de Nylon
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(Hybond N*, Amersham) est déposée sur le gel. L'ensemble est alors recouvert de trois
feuilles de papier Whatman imbibées de NaOH 0,4 M, de papier absorbant (5 cm
d’épaisseur), d'une plaque en verre et d'une masse d’environ 500 g. Aprés 3 h de transfert, la
membrane de Nylon est stockée dans un film de Nylon a 4°C jusqu’a utilisation.

Lorsque des sondes oligonucléotidiques doivent étre utilisées pour I’hybridation ultérieure, le
gel d'agarose (aprés migration) est placé directement dans la solution de NaOH 0,4 N, sans
traitement préalable par I'HCI 0,25 N.

d. Préhybridation, hybridation et rincages. Les sites de fixation libres de la membrane de
Nylon sont saturés au cours d’une incubation de 1 h a 55°C (hybridation hétérologue) ou
65°C (hybridation homologue) dans du tampon de préhybridation (SSC 6X (SSC 1X : NaCl
150 mM, citrate de sodium 15 mM), Denhardt 5X, SDS 0,5 % [v/v], ADN de sperme de
saumon 100 pg/ml). La sonde radioactive, marquée au y->2P, est dénaturée (5 min & 95°C puis
5 min dans la glace), puis ajoutée au milieu de préhybridation. L’hybridation est effectuee sur
la nuit a 55°C. Le filtre de Nylon est ensuite rincé par 2 lavages de 10 min dans du tampon
SSC 2X, SDS 0,1 % [v/v], a température ambiante pour le premier lavage, puis a 55°C (ou a
65°C) pour le second lavage.

Les filtres encore humides, sont disposés entre deux films de Nylon (type Saran), puis mis en
exposition dans une cassette du Phosphoimager, environ 2 h, ou en autoradiographie sur la
nuit a -80°C.

Conditions de préhybridation et d’hybridation avec les sondes oligonucléotidiques :

L hybridation est effectuée a 37°C pendant 3 h dans un milieu contenant : SSC 6X,
tétrasodium pyrophosphate 1 mM, SDS 0,5 % [v/v], Denhardt 5X, ADN de sperme de
saumon 100 pg/ml. Apres dénaturation, les sondes oligonucléotidiques sont ajoutées au
milieu d’hybridation (SSC 6X, tétrasodium pyrophosphate 1 mM, Denhardt 1X, SDS 0,1 %
[v/v], ADN de sperme de saumon 100 ug/ml). L hybridation est effectuée a 28°C, pendant 20
h. Les membranes de Nylon sont rincées 3 fois 5 min dans du tampon SSC 6X contenant du
tétrasodium pyrophosphate 1 mM. Deux autres lavages de 30 min peuvent étre nécessaires, un
premier lavage a 28°C dans du tampon SSC 3X, tétrasodium pyrophosphate 1 mM et un
second lavage a 50°C dans du tampon SSC 6X, tétrasodium pyrophophate 1 mM.

L’ADN sur les filtres est déshybridé par une incubation de 30 min a 45°C dans une solution
de NaOH 0,4 N. Cette étape est suivie d’une neutralisation de 30 min & 45°C dans un tampon
contenant Tris/HCI 0,2 M (pH 7,5), SDS 0,1 % [v/v], SSC 0,1 X. Les filtres sont ensuite
placés entre deux films de Nylon (type Saran) et mis en exposition comme décrit ci-dessus.

8. Technique de séquencage de I'ADN

Les séquences ont été réalisées par la societé Génome-Express (Grenoble). L’analyse des
séquences est réalisée a l'aide de banques de données et de différents programmes accessibles
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sur Internet (Expasy tools, BLAST, Arabidopsis thaliana Data Base, ...).

B. Techniques de criblage d’une banque d’ADNc dans Agtll a I’aide d’anticorps
ou d’une sonde nucléique

La banque que nous avons utilisée est une banque d’expression dans Agtll qui a été préparée
a partir d’ARNm de feuilles d’épinard prélevées sur le terrain (Dumas et al., 1993). Le
criblage est réalisé sur une souche bactérienne de type E. coli Y1090r qui possede (a) le
répresseur de lacZ (inhibé par I’ajout d’IPTG), (b) une déficience dans la biosynthese de la
protéase lon (ce qui augmente la stabilité de la protéine de fusion) et de supF (ce qui supprime
les mutations induites par la bactérie hote pour bloquer la lyse par les phages).

Les phages constituant la banque sont conservés a 4°C dans du tampon de dilution (Tris/HCI
50 mM pH 7,5, NaCl 0,1 M, MgSO, 10 mM) contenant du chloroforme 5 % [v/v].

1. Titration de la banque d’ADNc

Le titre d’une banque est susceptible de changer au cours du temps. Il est donc nécessaire de
le déterminer avant chaque nouveau criblage.

Une série de dilution des phages est réalisée (de 10* phages/pl & 10 phages/pl) dans du
tampon de dilution des phages. Les bactéries Y1090r sont mises en culture dans milieu LB
liquide contenant du maltose 0,4 % [p/v] et du MgSO, 10 mM. Les bactéries sont récupérées
en milieu de phase de croissance exponentielle, centrifugées 5 min a 500 g et resuspendues
dans du MgSO4 10 mM. On incube 150 pl de cette suspension bactérienne avec 1 ul de
phages recombinants (pour chaque dilution) 10 min a température ambiante et 10 min a 37°C.
Cette suspension est ensuite diluée dans 3 ml de milieu LB contenant de I'Agar 0,5 % [p/v] ou
Top-Agar (maintenu a 43°C), puis coulée sur une boite de Pétri contenant du milieu LB et de
I'Agar 1,5 % [p/v]. La formation des plages de lyse est initiée a 42°C. Aprées 3 a 4 h, les plages
de lyse sont comptées et le titre de la banque déterminé (nombre de phages/ml).

2. Criblage de la banque d'ADNc

Les bactéries (150 pl) sont incubées avec 1 ul de phages recombinants a la dilution souhaitée
comme décrit ci-dessus pour la détermination du titre. La formation des plages de lyse est
initice a 42°C sans IPTG. Dans ces conditions, la formation des plages de lyse n’est
théoriquement pas affectée par la présence de protéines recombinantes.

a. Utilisation d’anticorps polyclonaux. Apres 3 a 4 h d’incubation, les plages de lyse sont
visibles. L’expression des protéines de fusion est induite a 37°C par ajout sur chaque boite
d’un filtre de nitrocellulose (BA 85, Schleicher & Schuell) préalablement incubé dans une
solution d'IPTG 10 mM et séché. Apres une incubation de 3 h a 37°C (expression des
protéines de fusion), les membranes sont retirées des boites qui sont conservées a 4°C. Les
sites de fixation libres de la membrane de nitrocellulose sont saturés 12 h a 4°C dans du
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tampon TBS Triton X-100 0,05 % [v/v] (ou TBST) contenant du lait écrémé 5 % [p/v]. La
révélation des protéines par les anticorps spécifiques s’effectue selon la méthode décrite dans
le paragraphe Il E 3b (p. 48). Les plages de lyse ainsi révélées sont localisées sur les boites de
Pétri, prélevées et incubées dans 400 pl de tampon de dilution des phages. Les phages positifs
sont purifiés par des criblages successifs.

b. Utilisation d’une sonde nucléique. Aprés la période d’incubation a 42°C, on dépose sur les
boites pendant 1 min un filtre Nylon Hybond N* (Amersham). Les filtres sont retirés et
déposés 1 min dans une solution de dénaturation (NaOH 1,5 M, NaCl 1,5 M), 10 min dans
une solution de neutralisation (Tris/HCI 0,5 M pH 7,2, NaCl 1,5 M, EGTA 1 mM) et 5 min
dans du tampon SSC 3X. Les filtres sont séchés sur du papier Whatman et les clones positifs
sont révélés aprés hybridation avec une sonde marquée au y->2P selon le protocole décrit dans
le paragraphe IV A 7d (p. 53). Des cycles de criblages successifs sont réalisés jusqu’a
obtention d'un clone pur.

V. TECHNIQUES D’EXPRESSION PROCARYOTE
A. Principe de la surexpression des protéines chez Escherichia coli

Nous avons utilisé le systeme d’expression procaryote développé par Studier et al. (1990).
L’ADNc codant la protéine a exprimer est inséré dans le plasmide sous le contréle du
promoteur de I’ARN polymérase du phage T7 et en 3' de la séquence de liaison aux ribosomes
(Shine-Dalgarno) de la protéine majeure de la capside du phage T7. La polymérase T7
possede une forte affinité pour son promoteur. De plus, la vitesse d’élongation des brins
d’ARN par la polymérase est 5 a 10 fois supérieure a celle de la polymérase bactérienne, ce
qui garantit des taux élevés de synthése d’ARNm.

Les souches BLR(DE3) (Novagen) et BL21(DE3)pLysS (Novagen) ont été utilisées lors des
surexpressions pour les raisons suivantes :

- Elles possedent une copie chromosomique du géene de I'ARN polymérase T7. Ce géne est
porté par le bactériophage ADE3 qui est intégré dans le chromosome de la bactérie. Ce
fragment comporte aussi le promoteur lacUV5 en amont du géne de I'ARN polymérase T7 et
le géne lacl. Le produit du gene lacl bloque le promoteur lacUV5. L'IPTG est un inhibiteur de
ce répresseur : sa présence active le promoteur lacUV5 et déclenche la synthese de la
polymérase. Toutefois, le blocage par ce systeme lac n'est pas total et permet donc un niveau
basal d'expression de la protéine cible méme en I'absence d'IPTG.

- Ces souches sont déficientes dans la synthése de deux protéases codées par les genes lon et
omp, ce qui limite la dégradation de la protéine recombinante.
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- La souche BLR(DES3) est recA’, c'est-a-dire déficiente dans les processus de recombinaison.
Le plasmide intégré dans la bactérie ne peut pas étre modifié par des phénomenes de
recombinaison homologue.

- La souche BL21(DE3)pLysS contient le plasmide pACYC184(pLysS) (Chang & Cohen,
1978 ; Rose, 1988) qui code pour le lysosyme. Le lysosyme est un inhibiteur naturel de 'ARN
polymérase T7 et permet donc d'inactiver la polymérase produite avant I'induction par I'IPTG.
La présence de ce plasmide permet de limiter les probléemes liés a une éventuelle toxicité de la
protéine cible en diminuant le niveau d'expression basal de la protéine recombinante.

Nous avons utilisé le vecteur pET-15b (Novagen) pour exprimer les protéines d'Arabidopsis
thaliana IE18 et I'annexine sous forme mature ou sous forme de fusion avec une étiquette
poly-histidine. Les protéines IE16-1 et p16-2 d'Arabidopsis thaliana présentant dans leur
séquence nucléique de nombreux codons rares AGA ou AGG codant pour I’arginine, nous
avons utilisé le vecteur pETY-3a pour surexprimer ces protéines. Le vecteur pETY-3a est un
vecteur pET3a (Studier et al., 1990) dans lequel a été inséré le géne argU codant pour I’ARNt
déficient.

B. Construction des vecteurs d’expression procaryote
1. Construction des plasmides recombinants

L’EST codant pour I’annexine d’Arabidopsis thaliana identifiée par Gidrol et al. (1996) a été
fournie par J. Giraudat (ISV, Gif-sur-Yvette). La totalité de la région codante de I’annexine
d’A. thaliana a été amplifiée par PCR en utilisant les oligonucléotides suivant : 5 GGACATA
TGCACGAGGCGACTCTTAAGG 3' et 5 GCGGATCCCTACTTCCCGTAATCTCCAC 3..
Le fragment amplifié a été inséré par un clonage a bouts francs dans un plasmide
intermédiaire, le plasmide pBlueScript(KS), afin d’étre entiérement séquenceé. Le fragment a
été ensuite inséré dans le vecteur pET-15b aprés digestion par les enzymes de restriction Ndel
et BamHI.

Les régions codantes pour les protéines IE16-1 et pl6-2 ont été obtenues a partir
d’amplification par PCR sur de I’ADN génomique d’Arabidopsis thaliana en utilisant les
oligonucléotides suivant : 5' TTGACGCATATGGCCTCCTACACCCCGACG 3' et 5' TGG
AGATCTTTAGAGTTGTCTACCGGCGG 3' pour IE16-1, 5 CTCCAACATATGGGTGAT
GATTCCGTCGATG 3' et 5 ATTGGATCCTCAAAGGACTTGCCTATCAGC 3' pour pl6-
2. Les fragments amplifiés ont été insérés par un clonage a bouts francs dans le plasmide
pBlueScript(KS), puis dans le vecteur pETY-3a apres digestion par les enzymes de restriction
Ndel et Bglll pour IE16-1, Ndel et BamHI pour p16-2.

La séquence codante pour la protéine IE18 a été obtenue par séquencage d'une EST (clone
ABRC, 9604T7, GeneBank, numéro d’accession T21692), provenant du "Arabidopsis
Biological Resource Center" (DNA stock Center, Ohio State University, USA). Les
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oligonucléotides utilisés ont été les suivants : 5' CGGCCCATGGTAAGTACGGTGGTGGC
G 3'et 5 GGTGGATCCTCAAAATTTCATGT TTTCCTTC 3' pour le clonage de IE18 sous
forme mature, 5' CGGATTAATGTAAGTACG GTGGTGGCG 3' et 5' GGTGGATCCTCAA
AATTTCATGTTTTCCTTC 3' pour le clonage de IE18 sous forme de fusion. Les fragments
amplifiés ont été insérés par un clonage a bouts francs dans le plasmide pBlueScript(KS), puis
dans le vecteur pET-15b aprées digestion par les enzymes de restriction Ncol et BamHI pour la
forme mature, Asel et BamHI pour la forme fusionnée a la séquence poly-histidine.

La souche DH5a a été utilisée pour le clonage des ADNc et la production de plasmides
recombinants. Cette souche contient la partie o de la B-galactosidase et permet d'avoir une
sélection blanc/bleu avec des plasmides contenant la partie complémentaire de la -
galactosidase. D'autre part, cette souche est déficiente pour les processus de recombinaison
(recA).

2. Préparation de I’ADN des plasmides

Les bactéries recombinantes sont cultivées (250 rpm, 37°C) pendant 12 h dans du milieu LB
contenant 100 pg/ml de carbénicilline. Pour la préparation de I’ADN de plasmide, nous avons
utilisé le systeme Flexi-prep (Pharmacia) qui repose sur une lyse alcaline des bactéries et une
purification de I'ADN sur une matrice d'affinité.

C. Préparation et transformation des bactéries compétentes

Deux méthodes de transformation ont été utilisées, une methode chimique utilisant un
traitement au CaCl,, et une méthode physique, I’électroporation permettant d’obtenir de
meilleurs rendements de transformation.

1. Méthode utilisant le traitement au CaCl,

Les bactéries compétentes sont préparées par un traitement au CaCl, (Maniatis et al., 1982).
Les bactéries (DH5a, BLR(DE3), BL21(DE3)pLysS) sont cultivees dans 12 ml de milieu LB
jusqu’a une absorbance a 600 nm de 0,5. Aprés 10 min dans la glace, les bactéries sont
centrifugées 5 min a 3 000 g et remises en suspension dans 2 ml de CaCl, 100 mM froid.
Apres une nouvelle centrifugation de 5 min a 3 000 g, le culot de bactéries est repris dans 400
pl de CaCl, 100 mM froid.

Les plasmides (environ 10 ng) sont mélangés a 200 pl de bactéries compétentes pendant 40
min dans la glace. Un choc thermique de 1,5 min a 42°C permet la transformation des
bactéries par les plasmides. La suspension bactérienne est alors incubée 1 h a 37°C dans 0,8
ml de milieu SOC (Bactotryptone 2 % [p/v], Bacto yeast extract 0,5 % [p/v], NaCl 10 mM,
KCI 2,5 mM, MgSO, 10 mM, glucose 20 mM), puis étalée sur boite de Pétri contenant du
milieu LB et de la carbénicilline (concentration finale : 100 pg/ml). Dans ces conditions,
seules les bactéries ayant incorporé un plasmide se multiplient.
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2. Technique d’électroporation

Les bacteries (souches DH5a et XL1blue) sont cultivées dans 500 ml de milieu LB jusqu’a
une absorbance a 600 nm de 0,5. Aprés une incubation de 15 min dans la glace, elles sont
concentrées par centrifugation a 4 000 g pendant 5 min a 4°C. Les bactéries sont lavées deux
fois dans de I’eau stérile glacée dans un volume de 500 ml puis de 250 ml. Les bactéries sont
ensuite mises en suspension dans 10 ml de glycérol 10 % [v/v] froid, centrifugées 15 min a
4000 g et reprises dans 1,5 ml de glycérol 10 % [v/v] froid. Les bactéries sont ensuite
congelées dans I’azote liquide par aliquotes de 500 pl et stockees a -80°C.

Les plasmides (1 a 3 ng) sont mélangés a 50 ul de bactéries électrocompétentes pendant 1 a 2
min dans la glace. La suspension est ensuite transférée dans une cuve d’électroporation (0,2
cm entre les deux électrodes, Bio-Rad). Un choc électrique (0,8 kV) permet I’introduction du
plasmide dans la bactérie. Les cellules sont ensuite rapidement diluées dans 1 ml de milieu
SOC (voir composition décrite ci-dessus), et incubées 1 h a 37°C avant d’étre étalées sur
milieu LB-carbénicilline (100 pg/ml).

D. Conditions d’expression

Les bactéries recombinantes sont mises en culture dans du milieu LB a 37°C jusqu’a ce que
I’absorbance a 600 nm atteigne 0,5. L’induction de la synthése de la protéine recombinante
est déclenchée par ajout d'IPTG 1mM. Lorsque la protéine synthétisée est insoluble (corps
d'inclusion) en condition standard, diverses conditions d'induction sont testées. Ces conditions
incluent des variations de température (18, 30, 37 et 42°C), diverses concentrations d'IPTG (O,
0,1 et 0,4 mM) et des durées d'induction variables.

E. Technique de purification des protéines recombinantes contenant une
extension N-terminale poly-histidine

Les protéines recombinantes exprimées sous forme de fusion avec une séquence poly-
histidine en N-terminal peuvent étre purifiées par chromatographie d’affinité. En effet, lorsque
les histidines sont déprotonées a pH 7,9, la séquence poly-histidine se lie, avec une forte
affinité, aux cations bivalents (Ni**) immobilisés sur des colonnes de chélation des métaux.
Les protéines non fixées sont alors éliminées par des lavages successifs et la protéine
étiquetée est éluée de la colonne par des tampons contenant des concentrations croissantes
d’imidazole, puis par élution du nickel fixé sur la colonne en présence d’EDTA.

1. Préparation des protéines

Un culot de bactéries contenant la protéine recombinante conservé a -80°C (correspondant a
400 ou 800 ml de culture induite) est dilué dans du tampon de fixation froid (Tris/HCI 20 mM
pH 7,9, imidazole 5 mM, NaCl 0,5 M) (16 ml de tampon pour 400 ml de culture bactérienne).
Ce tampon peut aussi contenir un détergent (Triton X-100 0,1 % [v/v]) ou de l'urée 6M
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suivant la nature ou la solubilité de la protéine recombinante. Les bactéries sont lysées et leur
ADN est détruit par des cycles successifs de sonication a 0°C (120 V, 1 min). La sonication
est poursuivie jusqu’a ce que le milieu devienne limpide. Le lysat est ensuite centrifugé a
39 000 g pendant 20 min a 4°C (Sorvall RC2 B, rotor SS34) afin d’éliminer les débris
cellulaires. Le surnageant qui contient les protéines solubilisées est immédiatement déposé sur
la colonne d’affinité.

2. Préparation de la colonne

La matrice (Novagen) est rincée dans 3 volumes (volume de colonne) d’eau, chargée en
nickel par 5 volumes de tampon de charge (NiSO4, 50 mM) et équilibrée par 3 volumes de
tampon de fixation (Tris/HCI 20 mM pH 7,9, imidazole 5 mM, NaCl 0,5 M). Lorsque
I'utilisation d'un détergent ou d’urée s'avere nécessaire, tous les tampons utilisés pour purifier
cette protéine étiquetée contiennent le méme additif (Triton X-100 0,1 % [v/v] ou urée 6 M).

3. Chromatographie d'affinité

L'échantillon protéique est déposé sur la matrice et la fraction protéique non retenue est
déposée a nouveau au sommet de la colonne afin que toute la protéine se fixe sur la matrice.
Le débit utilisé est de I'ordre de 10 volumes de colonne/h. Les protéines peu ou non affines
pour les ions Ni** sont éluées par des concentrations croissantes d’imidazole. La colonne est
lavée successivement par 10 volumes de tampon de fixation, puis 6 volumes de tampon de
lavage (Tris/HCI 20 mM pH 7,9, imidazole 60 mM, NaCl 0,5 M). L’élution s’effectue par
addition de 6 volumes de tampon d’élution (Tris/HCI 20 mM pH 7,9, imidazole 1 M, NaCl
0,5 M). Les fractions d'élution sont collectées (0,5 ml par fraction). Une deuxiéme élution est
effectuée par l'ajout de 6 volumes dEDTA 160 mM, NaCl 0,5 M, Tris/HCI 20 mM pH 7,9.
Ce tampon permet de décrocher le nickel fixé sur la colonne et de conserver la matrice jusqu'a
une utilisation ultérieure. Les protéines contenues dans les différentes fractions sont ensuite
analysées par électrophorése en conditions dénaturantes et par marquage immunologique.

VI. TECHNIQUES D'EXPRESSION EUCARYOTE

A. Description du systeme cellules d’insecte/baculovirus

En général, la culture de lignées eucaryotes est plus délicate et plus exigeante que celle de
bactéries. Le temps de doublement des cellules est de 20 h environ (20 min pour E. coli), ce
qui entraine un gros investissement en temps pour I'ensemble d'un projet de surexpression
d'une protéine. Le systeme eucaryote présente l'avantage de réaliser les modifications post-
traductionnelles (glycosylation, prénylation, phosphorylation ...) des protéines, ce qui n'est
pas le cas d'un systéme d'expression procaryote. Le systéme utilisant le baculovirus est un
systeme d'expression transitoire. Le baculovirus est un virus en forme de batonnet de 40-50
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nm de diameétre et de 200-400 nm de long qui infecte les insectes au cours de leur stade
larvaire. Le génome des baculovirus est un ADN bicaténaire circulaire d'environ 130 kpb.

Un des baculovirus les plus utilisés aujourd’hui pour la synthése de protéines a été
originalement isolé a partir de larves d'Autographa californica. Ce virus est 'ACMNPV
(Autographa californica Multi Nuclear Polyhedrosis Virus). Le cycle de réplication du virus
est complexe. Dans la nature, les particules virales sont protégées par une gangue protectrice,
le polyédre. Les polyedres sont des corps d'inclusion protéiques formés majoritairement d'une
protéine codée par le génome viral, la polyédrine. Les insectes ingérent les polyedres qui sont
dissous dans le suc intestinal alcalin. Les virions libérés fusionnent avec les cellules et les
nucléocapsides sont amenées jusqu'au noyau ou I'ADN viral est libéré. Deux formes
différentes de particules virales sont produites au cours de I’infection : les particules virales
extracellulaires qui vont bourgeonner a la surface des cellules et les particules virales incluses
dans les polyedres. Environ 10 h apres I’infection, des particules virales bourgeonnent a la
surface des cellules infectées et vont infecter d’autres cellules de I’h6te. Les corps d’inclusion
commencent a se former dans le noyau environ 18 h aprés I’infection et s’y accumulent
jusqu’a la lyse cellulaire (4 a 5 jours). Deux protéines sont synthétisées en quantité importante
au cours de la phase tardive de I’infection : la protéine P10 et la polyédrine. Les promoteurs
de ces deux genes sont des promoteurs forts. En fin d’infection, la polyédrine peut représenter
jusqu’a 50 % des protéines cellulaires. La polyédrine est essentielle a la formation des corps
d’inclusion permettant la dissémination des virus dans la nature. En revanche, pour des
cellules en culture, les produits des génes P10 et polyédrine ne sont indispensables ni a
I’infection, ni a la réplication du virus.

B. Production de baculovirus recombinants

Le principe de I’expression repose sur la production d'un baculovirus recombinant ayant
intégré dans son génome la séquence d’ADNCc codant la protéine a exprimer sous le controle
de I’un des promoteurs forts (on utilise en général celui de la polyédrine).

La nature, la taille et la complexité d’une protéine vont directement influencer son niveau
d’expression dans les cellules d’insecte. Les protéines membranaires sont généralement
exprimées a des taux plus faibles que les protéines solubles ou excrétées. Les quantités de
protéines membranaires purifiées dans ce systeme ne dépassent pas 2 a 3 mg par litre de
culture.

On ne peut pas directement travailler sur le virus a cause de la grande taille de son génome.
On utilise alors un vecteur bactérien appelé vecteur de transfert. Ce plasmide contient un site
de clonage en 3' du promoteur fort de la polyédrine situé au centre de séquences flanquantes
issues de I’ADN viral. Le géne de la B-galactosidase a été inséré dans ce vecteur, ce qui
permet une sélection positive des virus recombinants. Une recombinaison homologue in situ
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permet I’intégration dans le génome viral. Des cellules en culture (lignée Sf9, Spodoptera
frugiperda) sont cotransfectées par un mélange d’ADN viral et de vecteur de transfert. Dans
la cellule hote, les régions de I'ADN viral de part et d’autre de la polyédrine se recombinent
avec les régions homologues sur le vecteur de transfert. On utilise de I’ADN viral
préalablement modifié : I’ADN est linéarisé et un fragment du gene de la polyédrine a été
enlevé par digestion. Ainsi seuls les virus recombinants, qui deviennent circulaires apres la
recombinaison, seront infectieux.

C. Protocoles expérimentaux utilisés

Nous avons utilisé le systeme commercialisé par Invitrogen (MaxBac2). Les protocoles
décrits ci-dessous sont principalement extraits du livret descriptif du fournisseur.

1. Milieu et lignée cellulaire

Nous avons utilisé la lignée cellulaire Sf9. Les cellules sont cultivées dans du milieu de Grace
complémenté en lysat de levure (Yeastolate) et en a- lactaloumine (Biowhittaker) avec les
additifs suivants (= milieu complet) :

Sérum de veau foetal 10 % [v/v]
Gentamycine 10 pg/ml (antibiotique)
Pluronic F-68 0,1 % [p/v] (surfactant)
Amphotéricine B 2,5 pug/ml (fongicide)

2. Culture

Les cellules Sf9 peuvent étre maintenues en boite (elles sont alors adhérentes) ou en
suspension. Leur temps de doublement est d’environ 20 h en phase exponentielle de
croissance a une température de 27°C. Les cellules d’insecte peuvent étre cultivées dans une
étuve simple sans impératif hygrométrique ou de concentration en CO..

a. Comptage des cellules. Les cellules Sf9 sont comptées en utilisant une cellule de Malassez.
Une dilution des cultures en suspension n’est pas nécessaire pour le comptage.

b. Culture de cellules en monocouche. Les cellules maintenues en boite sont “passées” (ou
diluées) tous les 4-5 jours lorsqu’elles sont a confluence. Les cellules sont remises en
suspension en redressant la boite et la tapant assez fortement avec une main. Un traitement a
la trypsine n’est pas nécessaire. Le milieu de culture contenant les cellules en suspension est
alors dilué 5 a 10 fois dans du milieu de Grace complet, équilibré a température ambiante,
pour ensemencer de nouvelles boites de culture.

c. Culture de cellules en suspension. Les cellules sont maintenues en suspension dans des
erlens par agitation a 100 rotations/min. L’addition d’un surfactant (Pluronic F-68) est
fortement conseillé pour éviter les dommages aux cellules par frottement et pour une
meilleure oxygénation du milieu de culture. Les cellules sont maintenues entre des densités de
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0,2 & 4x10° cellules/ml par simple dilution dans du milieu de Grace complet. En routine, les
cellules en suspension doivent étre remplacées tous les 2 a 3 mois (environ 30 "passages" ou
dilutions) par des cellules fraichement decongelées.

d. Congélation/décongélation des cellules Sf9. Les cellules doivent étre congelées en phase
exponentielle de croissance (1 & 2x10° cellules/ml). Les cellules sont centrifugées 10 min &
180 g et remises en suspension & une densité de 10" cellules/ml dans une solution contenant
du sérum de veau feetal 90 % [v/v] et du DMSO 10 % [v/v]. Les cellules sont aliquotées dans
des tubes cryogéniques stériles. La congélation se fait en trois temps : 1 h a -20°C, puis une
nuit a -80°C, les tubes sont alors transférés dans I’azote liquide pour conservation.

Pour décongeler les cellules d’insecte, le tube conservé dans I’azote liquide est directement
placé dans un bain-marie a 37°C, en I’agitant doucement. Lorsque le contenu est pratiquement
décongelé, I’extérieur du tube est décontaminé avec de I’éthanol et placé dans la glace. La
suspension cellulaire est alors diluée 5 fois dans du milieu de Grace complet froid dans une
boite de culture de 25 cm? Aprés 1 h & 27°C, les cellules adhérent & la surface de la boite. Le
milieu est éliminé et remplacé par du milieu frais (5 ml). Ce milieu est encore remplacé 24 h
plus tard, puis les cellules sont "passées” (ou diluées) successivement dans des boites plus
grandes lorsqu’elles sont a confluence. Une culture de cellules en suspension d’environ 50 ml
peut &tre inoculée & partir d’une boite de 175 cm? de cellules confluentes.

3. Clonage de I’ADNCc dans le vecteur de transfert

Les séquences codant les protéines 1E18, IE16-1, pl6-2 d’Arabidopsis thaliana ont été
obtenues a partir de digestions enzymatiques des plasmides pBlueScript(KS) dans lesquels
ces inserts avaient été clonés (voir paragraphe V B1, p. 57). Le vecteur pBlueBacHis2-B
(annexe 3) a été utilisé pour le clonage des séquences codantes de IE16-1, IE18 d'Arabidopsis
et ORF229 de tabac, et le vecteur pBlueBacHis2-A (annexe 2) a été utilisé pour p16-2. Pour
chaque construction, la séquence codant la protéine a été fusionnée a une région 3' permettant
I'adjonction, a la protéine exprimée, d'une séquence N-terminale contenant une étiquette poly-
histidine et un épitope Xpress (DLYDDDDK). Le critére de pureté de I'ADN étant essentiel
pour la transfection, les plasmides recombinants ont été préparés avec le systeme "Midi-
Preps" de Quiagen qui repose sur la purification de I'ADN sur une matrice d'affinité.

4. Transfert de I’ADNCc dans le génome du baculovirus

Le baculovirus utilisé est le virus a polyédre nucléaire Autographa californica (ACMNPV).
L’ADNCc de la protéine recombinante est inséré dans le génome du baculovirus sauvage par
double recombinaison homologue. En pratique, les cellules d’insecte en monocouche sont
cotransfectées par un mélange d’ADN plasmidique et d’AcMNPV linéarisé en utilisant une
solution de liposomes cationiques. Cette expérience implique les diverses étapes suivantes :
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1. 2x10° cellules en phase logarithmique de croissance sont ensemencées sur une boite de 60
mm dans du milieu de Grace complet pendant 30 min a 1 h.

2. On prépare le mélange de transfection suivant :

0,5 pg d’ADN AcMNPV linéarisé (ADN Bac-N-Blue™, Invitrogen)

4 ug d’ADN plasmidique (vecteur de transfert contenant le fragment de I’ADNCc
codant la protéine recombinante)

1 ml de milieu de Grace sans additifs ni sérum

20 ul de solution de liposomes cationiques préalablement vortexée

L’ensemble est vortexé vigoureusement pendant 10 sec puis incubé a température ambiante
pendant 15 min.

3. Pendant ce temps, le milieu de Grace complet des cellules est éliminé et remplacé par 2 ml
de milieu de Grace sans additifs.

4. Aprés quelques min, le milieu sans additifs est éliminé, et le mélange de transfection
(environ 1 ml) est ajouté goutte a goutte sur la monocouche de cellules. L’ensemble est
incubé pendant 4 h sur une plate forme oscillante.

5. 1 ml de milieu de Grace complet est ajouté et les boites sont incubées a 27°C en
atmosphére humide.

6. Aprés 72 h, le milieu de culture est récolté et stocké a 4°C. Ce milieu constitue le stock de
virus a partir duquel le virus recombinant doit étre purifié. A ce stade, les cellules ne montrent
pas encore de signes d’infection (mais les virions ont été relargués dans le milieu). 1l est donc
nécessaire de poursuivre la culture des cellules pour confirmer le succés de la transfection. 3
ml de milieu de Grace complet sont ajoutés sur la monocouche de cellules et les boites sont
incubées a 27°C.

7. Les cellules sont observées au microscope a phase inversée a partir de 4 a 5 jours apres la
transfection pour confirmer le succés de la cotransfection. Sous un agrandissement 250-400x,
certaines cellules (infectées par le virus sauvage) doivent présenter des inclusions virales, les
polyédrons, qui forment des cristaux réfractants dans le noyau des cellules. Les cellules
doivent apparaitre plus grosses et perdre leur adhérence.

5. Purification du virus recombinant

Le milieu récolté a I’étape précédente peut contenir des virus sauvages provenant d'une
recircularisation d'/ADN viral sauvage partiellement digéré lors de sa préparation. Il est donc
nécessaire d'effectuer une étape de purification des virus recombinants. La purification du
virus recombinant se fait par infection (aprés dilution) d’une monocouche de cellules sous une
couche d’agarose, evitant ainsi une diffusion du virus. La dilution du stock de virus permet
d’isoler un clone unique recombinant. La purification du virus implique les étapes suivantes :
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1. Des boites de 60 mm sont ensemencées avec 2 a 2,5x10° cellules dans 2 ml de milieu
complet. La monocouche doit étre réguliere, a 50 % de confluence et les cellules bien
adhérentes.

2. Des dilutions (1/10°™) du stock viral sont préparées dans 1 ml de milieu de Grace complet :
on prépare en général des dilutions en série de 104 10°.

3. Aprés 1 h d’incubation & 27°C, le milieu de Grace complet sur les monocouches est éliminé
et remplacé par 1 ml de la dilution du stock de virus. L’infection se poursuit 1 h sur plateau
oscillant, a température ambiante.

4. Pendant ce temps, la couche d’agarose est préparée. Pour chaque boite, il faut utiliser 2 ml
d’agarose 2 % [p/v] (Invitrogen). L’agarose se prépare dans de I’eau et est stérilisé par
autoclavage le jour de I’utilisation. Pour éviter la prise en masse de l'agarose, la solution est
conservée dans un bain-marie a 46°C. Au terme de l'incubation, cette solution est mélangée a
un volume équivalent de milieu de Grace complet a température ambiante.

5. En travaillant rapidement, la dilution du stock de virus est eliminée, et le mélange
agarose/milieu de Grace (4 ml) est coulé lentement sur les cellules en appuyant la pipette sur
le bord de la boite. Le mélange agarose/milieu ne doit pas étre solidifié avant d'étre coulé sur
boite, car il ne peut pas étre refondu. Il faut ensuite laisser solidifier I’agarose a température
ambiante.

6. Lorsque I’agarose est solidifiée, 2 ml de milieu complet sont ajoutés sur la couche
d’agarose et la boite est incubée a 27°C en atmosphére humide.

7. Le vecteur utilisé (pBlueBacHis2) contient le gene de la B-galactosidase qui a été inséré
avec I’ADNCc codant la protéine recombinante dans le génome du virus. Les cellules infectées
par le virus recombinant expriment donc la B-galactosidase et peuvent étre sélectionnées par
une réaction colorimétrique utilisant le substrat chromogéne 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactoside (X-gal) selon le protocole suivant : 3 jours aprés infection, une solution de X-gal
(300 pg/ml dans du DMF) est ajouté au milieu de Grace. 2 a 4 jours apres, I’apparition des
plages de lyses bleues est observée au microscope.

8. Plusieurs plages de lyse positives sont localisées au dos de chaque boite, puis prélevées
avec une pipette stérile de 1 ml et placées dans 1 ml de milieu de Grace complet en ringant
plusieurs fois la pipette. 1l faut ensuite vortexer pour relarguer les particules virales du
bouchon d’agarose.

9. Cette suspension virale est ensuite utilisée pour produire un stock de virus recombinant P-1
et pour une analyse de I'ADN viral par PCR (voir ci-dessous).

Une bofte contenant 12 puits est ensemencée avec 5x10° cellules en phase logarithmique de
croissance. Du milieu de Grace (1 ml) est ajouté a chaque puits. Le milieu de Grace (1 ml)
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contenant une plage de lyse recombinante est utilisé pour infecter 10 puits. Les 2 puits
restants contiennent des cellules infectées par le virus sauvage ou des cellules non infectées
(contrbles). La boite est incubée a 27°C pendant 3 jours en atmosphére humide.

10. Lorsque les corps d’inclusion apparaissent dans les cellules infectées par le virus sauvage,
le milieu de chaque puits est pipetté plusieurs fois afin de décoller les cellules. Une aliquote
(750 ul) de chaque suspension est prélevée pour la purification de I'ADN viral et I’analyse par
PCR. Le reste de la suspension est a nouveau incubé a 27°C jusqu’a lyse totale des cellules (5
a 7 jours). A ce stade, les milieux de chaque puits sont prélevés et stockés a 4°C. lls
constituent les stocks de virus purifiés P-1.

11. Afin d’isoler I’ADN viral, les 750 pl de suspension prélevés sont centrifugés 3 min a
5000 g pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est récupéré et mélangé a 750 pl de
PEG 20 % [v/v] dans du NaCl 1 M froid. L'ensemble est homogénéisé en inversant le tube
plusieurs fois, puis incubé a température ambiante pendant 30 min. Une centrifugation de 10
min a 14 000 g permet de concentrer les particules virales. Le culot est repris dans 100 pl
d'eau stérile, puis traité a la protéinase K (10 mg/ml) pendant 1 h a 50°C. Les protéines sont
éliminées au cours d'une extraction par un volume de phénol/chloroforme (1/1) [v/v]. Aprés
une centrifugation de 5 min a 14 000 g, I’ADN contenu dans la phase aqueuse est précipité
par addition d'un dixieme de volume d'acétate de sodium 3 M et de 2 volumes d’éthanol.
L’ensemble est incubé 30 min a -20°C, puis centrifugé 15 min a 14 000 g a 4°C. Le culot est
lavé avec 300 ul d’éthanol 70 % [v/v] puis I'ADN est solubilisé dans de I’eau stérile. La
présence de I’ADN codant pour la protéine recombinante est déterminée par une analyse par
PCR en utilisant des amorces complémentaires aux séquences présentes sur I’ADN viral de
part et d’autre du site d’insertion de I’ADN codant la protéine a exprimer.

6. Amplification des stocks de virus

Les stocks de virus correspondent aux surnageants de cultures de cellules infectées dont la
lyse cellulaire est supérieure a 90 %. Ces surnageants peuvent étre stockés a 4°C pendant plus
de 2 ans sans changement du titre du virus. Les cycles de congélation/décongélation qui font
rapidement chuter le titre du stock sont déconseillés. Il est toutefois recommandé de stocker
des aliquotes de virus recombinants a -80°C.

a. Premiére amplification. 2 boites de 25 cm? sont ensemencées avec 2x10° cellules en phase
logarithmique de croissance dans 5 ml de milieu de Grace complet. Aprés ajout de 20 pl du
stock viral P-1, chaque boite est incubée a 27°C pendant 5 a 10 jours jusqu’a ce que 80 a
90 % des cellules soient lysées. La totalité du milieu est alors prélevée, transférée dans un
tube stérile puis centrifugée pour éliminer les débris cellulaires. Le surnageant constitue le
stock viral P-2.
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b. Préparation d’un stock de virus a haut titre. Une aliquote (5 ml) du stock viral P-2 est
ajoutée & 500 ml d’une suspension cellulaire & 1,8 & 2,2x10° cellules/ml. Cette suspension est
incubée a 27°C pendant 7 a 10 jours. Le milieu de culture est récolté quand la lyse des
cellules est supérieure a 90 %, puis centrifugé 20 min a 1 000 g ou décanté pendant la nuit. Le
surnageant est transféré dans un tube stérile, il correspond au stock viral P-3 a haut titre.

c. Détermination du titre du virus (Sussman, 1995). Pour obtenir une infection synchrone, ou
pour infecter les cellules & un taux particulier de particules virales/cellule (appelé MOI =
Multiplicity of Infection), il est nécessaire de connaitre le titre du stock de virus. Une boite 48
puits est ensemencée avec 5x10* cellules dans 500 pl de milieu de Grace complet par puits.
Les cellules sont infectées par addition de 100 pl d’une dilution virale (10 & 10® dans du
milieu de Grace complet). La boite est incubée 20 h a 27°C. Le milieu est éliminé et 500 ul de
glutaraldéhyde 0,5 % [v/v] (dans du PBS) sont ajoutés a chaque puits. Apres 10 min a
température ambiante, les cellules sont lavées 3 fois dans 500 pul de PBS pendant 3 min. 500
pl de solution de coloration (ferricyanure de potassium 5 mM, ferrocyanure de potassium 5
mM, MgSO, 1 mM, X-gal 1 mg/ml dans DMF, dans du PBS) préparée extemporanément sont
ajoutés. Aprées 3 ha 27°C, les cellules sont lavées 2 fois dans du tampon PBS (KH,PO42 mM,
pH 7,4, NaCl 140 mM, KCI 3 mM, Na,HPO,4 10 mM) et conservées dans ce méme tampon.
Les cellules exprimant la B-galactosidase sont comptées dans les puits qui contiennent au total
une centaine de cellules positives. Le titre est donné par la relation suivante :

Titre (pfu/ml) = nombre de cellules positives x dilution x 10
7. Production de protéines recombinantes

En général, la surexpression de protéines recombinantes est maximale pour un MOI de 5
apres 60-72 h d’infection. En revanche, pour des raisons de toxicité de la protéine
recombinante, il est parfois utile de confirmer ces optima par une analyse par électrophoréese
et immunomarquage.

a. Optimisation de I’expression de protéines recombinantes. 3 boites contenant chacune 6
puits sont ensemencées avec 2x10° cellules par puits. Dans chaque puits sont ajoutés 2 ml de
milieu de Grace complet et différentes quantités du stock viral P-3 (0, 10, 20, 50, 100 et 500
ul). Les boites sont ensuite incubées a 27°C pendant 48, 65 et 72 h (un temps/boite). Aux
différents temps choisis, les cellules sont remises en suspension, transférées dans un tube
Eppendorf, centrifugées 10 min a 800 g et lavées deux fois dans du tampon PBS froid. Le
culot de cellules est repris dans du tampon A (Tris/HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl
250 mM, glycérol 10 % [v/v], DTT 1 mM, PMSF 2 mM, acide e-aminocaproique 0,5 mM,
benzamidine/HCI 1 mM) pour obtenir une concentration de 10" cellules/ml.

Les cellules sont lysées par 3 cycles de congélation (dans I’azote liquide)/décongélation, puis
par sonication 30 sec et aspiration avec une seringue de 19 G (afin de casser I’ADN). Cet
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extrait brut est ensuite centrifugé a 100 000 g pendant 1 h & 4°C, le culot obtenu contient les
membranes et les microsomes. Cette fraction membranaire est resuspendue dans le tampon B
(Tris/HCI 2 mM pH 7,5, DTT 1 mM, PMSF 2 mM, glycérol 10 % [v/v]). Les différentes
fractions obtenues sont ensuite analysées par électrophorése en conditions dénaturantes et par
immunodétection afin de déterminer la quantité de virus (MOI) et le temps d’infection
entrainant la production maximale de protéine recombinante.

b. Production en masse de protéines recombinantes. L'infection est réalisée sur des cultures de
cellules en suspension & forte densité (2 & 3x10° cellules/ml). Aprés 1 & 2 h, la suspension est
diluée pour obtenir une densité de 1,5x10° cellules/ml. Le volume du stock viral ajouté est
fonction du MOI choisi pour l'infection. Au temps optimal déterminé pour I'expression, la
suspension de cellules est collectée, centrifugée 10 min a 180 g. Le culot de cellules est lavé
dans du tampon PBS puis centrifugé 10 min a 180 g. Les cellules sont remises en suspension
dans un tampon contenant Tris/HCI 20 mM (pH 7,5), PMSF 2 mM, glycérol 10 % [v/v],
congelées et décongelées plusieurs fois et soniquées afin de casser la totalité des cellules.
Cette suspension est ensuite centrifugée 1 h a 100 000 g afin de distinguer une fraction
membranaire et une fraction soluble.
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CHAPITRE |

UNE APPROCHE PROTEOMIQUE SUBCELLULAIRE
SPECIFIQUE POUR IDENTIFIER DES PROTEINES
HYDROPHOBES RARES

L'extraction et la séparation des protéines, combinées au sequencage représentent un outil de
choix pour l'identification de nouvelles protéines. L'électrophorese bidimensionnelle est
généralement utilisée car elle permet une meilleure séparation des polypeptides, qui sont ainsi
identifiables plus facilement. Elle repose sur la séparation des protéines selon deux
caractéristiques qui leur sont propres : leur point isoélectrique et leur masse moléculaire. Cette
technique a fait des progrés considérables au cours des dernieres années. Ainsi, les problémes
liés a I’instabilité des gradients de pH au cours du temps, la non reproductibilité des
séparations, et la faible capacité des gradients d’Ampholytes ont été a priori résolus par
I’utilisation de gradients de pH immobilisés. Ceux-ci présentent deux avantages majeurs :
d’une part, ils permettent d’obtenir une grande reproductibilité des séparations et d’autre part,
ils possédent une tres forte capacité compatible avec la réalisation de gels préparatifs ou
plusieurs milligrammes de protéines peuvent étre déposés en vue d’analyses structurales
(Rabilloud et al., 1995 ; Sanchez et al., 1999 ; Vocanson et al., 1994). Ces critéres nous
avaient semblé déterminants dans le choix de cette méthode d’électrofocalisation en gradients
de pH immobilisés pour I’analyse des protéines de I’enveloppe. Ainsi, la figure 9 montre un
profil protéique obtenu apres séparation par électrophorese bidimensionnelle des protéines de
I'enveloppe. Apparemment, une telle séparation semble tout a fait satisfaisante, elle est tres
résolutive et reproductible. Elle révéle aussi la tres grande complexité de la composition
protéique de I’enveloppe des chloroplastes. Cependant, si on analyse plus précisément les
polypeptides présents sur ce gel, on s'apercoit trés rapidement que certaines protéines
caractéristiques sont absentes. C'est en particulier le cas du transporteur de phosphate/triose
phosphate, protéine majeure de I'enveloppe. En fait, ce résultat n'est pas trés surprenant dans
la mesure ou cette protéine présente un point isoélectrique alcalin, en dehors de la gamme de
pH utilisée dans la premiére dimension (pH 4,0 a 8,0). D'autres transporteurs de métabolites
localisés dans la membrane interne ne peuvent donc pas étre analysés, tels que le transporteur
de 2-oxoglutarate/malate (pl = 9,6 ; Weber et al., 1995) ou le transporteur de
phosphoénolpyruvate (pl = 10,3 ; Fischer et al., 1997). Par ailleurs, le microséquencage
systématique des protéines de I'enveloppe des chloroplastes séparées sur un gel 2D semi-
préparatif a montré qu'en fait seules des protéines solubles, contaminantes pour la plupart,
pouvaient étre identifiées dans un tel gel : fragments de la grande sous-unité de la Rubisco,
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protéine ribosomale L12 du chloroplaste, etc... (Adessi et al., 1997 ; Miége, 1998). De fait, la
majorité des protéines séparées lors d'une analyse par électrophorése 2D ne sont pas
hydrophobes, ces derniéres ne pénétrant pas dans le gel. En effet, les protéines et la matrice de
premiere dimension interagissent entre elles au voisinage du point isoélectrique, ou les
protéines hydrophobes précipitent et ne sont donc pas transférées dans le gel de deuxiéme
dimension. Ainsi, malgré les beaux profils des gels 2D (figure 9), I'électrofocalisation des
protéines membranaires se traduit par des pertes massives de protéines hydrophobes. D'autres
équipes sont arriveées aux mémes conclusions (Garrels et al., 1997 ; Wilkins et al., 1998b). Or
les transporteurs correspondent a des protéines trés hydrophobes. Un tel probléme n'est pas
spécifique de I'enveloppe des chloroplastes. En effet, on retrouve la méme limite dans une
étude systématique des protéines de la membrane plasmique d'Arabidopsis (Santoni et al.,
1998).

4,0 pH 8,0

Figure 9. Séparation des protéines de
I'enveloppe par électrophorése bidimen-
sionnelle. 200 pg de protéines
d’enveloppe solubilisées dans le CHAPS
(4 %, [m/v]), le Triton-X 100 (0,4 %,
[v/v]) et 5 M urée, sont électrofocalisés
dans une premiére dimension (sur
gradient de pH immobilisé, Immobilines,
pH 4-8), puis les protéines sont séparées
dans une deuxiéme dimension par SDS-
PAGE, et enfin colorées au nitrate
d’argent (Joyard et al. 1998).

Nous avons donc cherché a développer une autre approche permettant d'analyser
spécifiquement les protéines hydrophobes de I'enveloppe des chloroplastes. Les critéres qui
ont guidé le choix d'une nouvelle stratégie sont les suivants :

- Une localisation subcellulaire spécifique : I'enveloppe des chloroplastes. Le matériel
biologique que nous utilisons est donc de I'enveloppe isolée de chloroplastes d'épinard,
dans le meilleur état de pureté possible.

- La sélection des protéines les plus hydrophobes de I'enveloppe. Les transporteurs
possedent tous des domaines transmembranaires trés hydrophobes qui leur conférent des
propriétés particulieres de solubilité dans certains solvants organiques.

- L'enrichissement des protéines hydrophobes rares. L'enveloppe renferme de tres
nombreuses protéines et trés peu représentent plus de 1 % des protéines totales du
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chloroplaste. La diversité des fonctions de I'enveloppe suggere que de trés nombreuses
protéines hydrophobes ne seront présentes qu'en tres petite quantité dans les divers
extraits. L'utilisation de solvants organiques devrait permettre de concentrer ces protéines
dans de petits volumes et ainsi de les analyser.

I. EXTRACTION DES PROTEINES HYDROPHOBES DE L'ENVELOPPE
DANS DES MELANGES CHLOROFORME/METHANOL

Initialement, la solubilisation des protéines dans les mélanges chloroforme/méthanol a permis
de caractériser les protéolipides, protéines trés hydrophobes souvent retrouvées dans les
membranes (Folch & Lees, 1951). En fait, ces mélanges renferment une assez grande
diversité de protéines. Dans le cas de l'enveloppe, I'extraction des protéines a l'aide de
mélanges chloroforme/méthanol a eu pour objectif de simplifier les profils protéiques tres
complexes dans un but d'inventaire de I'équipement polypeptidique de ce systéeme
membranaire (Joyard et al., 1982, 1983). Nous avons donc cherché a definir un protocole
d'extraction permettant I'analyse systématique des protéines hydrophobes, méme mineures, de
I'enveloppe des chloroplastes. Cette méthode devait aussi étre compatible avec les techniques
de microséquencage et devait ainsi conduire a I'identification de nouvelles protéines.

A. Protocole d'extraction des protéines hydrophobes dans les solvants organiques

L’enveloppe (concentration 5 a 6 mg de protéines par ml) est répartie dans 10 tubes
Eppendorf (100 pl par tube). Les membranes sont ensuite incubées 30 min avec 900 pl de
différents mélanges chloroforme/méthanol (C/M) [v/v], dans la glace. La répartition des
volumes de chloroforme et de méthanol varie de 0/9 (0 volume de chloroforme et 9 volumes
de méthanol) a 9/0 [v/v]. L’ensemble est centrifugé a 14 000 g pendant 15 min a 4°C. Les
tubes contenant les mélanges C/M dans des rapports 6/3, 7/2, 8/1, 9/0 [v/v] présentent deux
phases. Les protéines solubles dans la phase organique sont localisées dans la phase
supérieure et les protéines insolubles précipitent a I’interface. Pour les autres rapports, le culot
contient les protéines insolubles dans le chloroforme/méthanol et la phase organique (le
surnageant) contient les protéines solubles. Aprés évaporation de la phase organique sous
azote pour obtenir un volume final d'environ 200 pl, les protéines solubles et insolubles (pour
des mélanges C/M dans des rapports 6/3, 7/2, 8/1, 9/0 [v/v]) sont précipitées par ajout
d'acétone 80 % [v/v] froid, et centrifugées a 14 000 g pendant 15 min a 4°C. Les différents
culots sont solubilisés dans du tampon de dépét 1X (voir composition dans le paragraphe 1l
D1, p 45) contenant du SDS 4 % [v/v] et analysés par électrophorese monodimensionnelle en
conditions dénaturantes.

B. Analyse des protéines extraites dans des melanges de solvants organiques

La figure 10A montre que des protéines de I'enveloppe du chloroplaste peuvent étre extraites
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a l'aide de solvants organiques. Ces extractions liberent une majorité de protéines hydrophiles
(puits 12 et 14, protéines insolubles dans la phase organique) et une faible proportion de
protéines hydrophobes, solubles dans les solvants (puits S2 et S4). Les protéines
hydrophobes, solubles dans les solvants, représentent environ 5 a 10 % des protéines
d'enveloppe du chloroplaste. Sachant que les protéines de I'enveloppe représentent 1 % des
protéines du chloroplaste (i.e. 0,4 % des protéines cellulaires totales), les protéines
hydrophobes extraites dans les mélanges chloroforme/méthanol représentent environ 0,1 %
des protéines du chloroplaste et 0,04 % des protéines cellulaires totales.

A B Rapports chloroforme/méthanol [v/v]
kDa E M 12 S2 0/9 1/8 2/7 3/6 4/5 5/4 6/3 7/2 8/1 9/0
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Figure 10. Extraction des protéines hydrophobes de I’enveloppe du chloroplaste par des mélanges
de chloroforme/méthanol.

A. Les protéines solubles dans le chloroforme/méthanol représentent une faible proportion des
protéines totales de [I’enveloppe du chloroplaste. Aprés extraction dans un mélange
chloroforme/méthanol 6/3 [v/v], les protéines solubles et insolubles sont solubilisées dans le méme
volume de tampon de dépdt (voir "matériel et méthodes générales™) et le méme volume de chaque
fraction est analysé par électrophorése en conditions dénaturantes. Le puits noté | correspond aux
protéines insolubles dans la phase organique. Dans cette fraction, les protéines majeures sont IE37
(indiquée par I’étoile du bas) et la grande sous-unité de la Rubisco (indiquée par I’étoile du haut). Le
puits S correspond aux protéines solubles dans la phase organique. Dans cette fraction, la protéine
majeure correspond au transporteur de phosphate/triose phosphate (IE30). Les quantités de protéines
déposées sur le gel correspondent a 50 pg (12 + S2). E : protéines totales de I'enveloppe, 25 ug.

B. Extractions différentielles des protéines hydrophobes de I’enveloppe dans des mélanges
chloroforme/méthanol variant de 0/9 a 9/0 [v/v]. La composition des extraits est analysée par
électrophorése en conditions dénaturantes. Les extractions ont été effectuées a partir de quantités
d’enveloppe 10 fois supérieures a celles utilisées pour la figure 9A puits I12. Le transporteur de
phosphate/triose phosphate (IE30) est présent dans la plupart des fractions. La protéine IE37, moins
hydrophobe, est retrouvée principalement dans les fractions 4/5 a 6/3 [v/v].

Le profil protéique d'un extrait chloroforme/méthanol contient environ 15 a 20 bandes
colorées au Bleu de Coomassie (figure 10A). Dans cette fraction, le polypeptide majeur
(environ 30 kDa) correspond a la protéine majeure de la membrane interne du chloroplaste, le
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transporteur de phosphate/triose phosphate (Fliigge et al., 1989). Cette protéine qui représente
environ 10 a 20 % des préparations de membranes d'enveloppe, représente plus de 50 % du
contenu protéique des extraits chloroforme/méthanol. Au contraire, la fraction contenant les
protéines insolubles dans les solvants contient une grande variété de protéines : des protéines
intrinseques de I'enveloppe ayant une faible hydrophobicité (comme IE37 et OE24) et des
protéines extrinséques dont des contaminants du stroma comme la grande sous-unité de la
Rubisco (figure 10A).

Nous avons ensuite cherché a déterminer les conditions d’extraction des protéines
hydrophobes dans les solvants organiques permettant de conjuguer pureté et rendement.

C. Optimisation de la technique d’extraction des protéines hydrophobes

Les limitations a I’obtention de quantités importantes et reproductibles de protéines
hydrophobes résident dans la faible quantité de protéines obtenues, leur contamination par des
lipides et les problémes de migration sur gel d’acrylamide, méme en conditions dénaturantes.
Ces problémes ont été résolus en suivant lors de chaque nouvelle extraction, rendement et
qualité des préparations. Les paramétres étudiés ont été les suivants :

- Influence des rapports protéines/solvants (rendement de I’extraction).

- Influence de la technique de concentration des protéines : les protéines sont généralement
précipitées au TCA en présence de détergent, cependant ce type de précipitation concentre
aussi les lipides et les pigments. Les lipides et les pigments peuvent étre extraits partiellement
par ringage du culot avec de I’éther froid. Mais cela entraine des problémes de solubilisation
des protéines, de migration et cette méthode limite les étapes suivantes de digestion et de
microséquencgage des protéines. Nous avons utilisé une autre technique qui consiste a
concentrer les protéines par précipitation a l'acétone 80 %. Cette étape de concentration
permet aussi d’éliminer les pigments et les lipides.

- Influence des techniques de re-solubilisation des protéines en présence de détergents.

Cette etape de mise au point de la technique d'extraction a imposé de préparer plusieurs
dizaines de mg de protéines d’enveloppe.

D. Détermination des conditions de sélection des protéines les plus hydrophobes

Les protéines intrinséques contiennent des proportions variables de domaines hydrophobes, ce
qui donne un caractere plus ou moins hydrophobe a la protéine. Nous avons donc cherché a
déterminer si une solubilisation différentielle des protéines hydrophobes de I'enveloppe
pouvait étre obtenue en faisant varier les rapports de chloroforme/méthanol. Le but de ce
traitement est d'extraire spécifiquement et de concentrer les protéines hydrophobes de
I'enveloppe (et plus particulierement les protéines mineures). La figure 10B montre que les
profils protéiques varient selon les rapports de chloroforme/méthanol.
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Certaines protéines sont extraites dans toutes les conditions alors que d’autres ne sont
présentes que pour des rapports de chloroforme/méthanol proches de 1. Par exemple, IE37 et
les protéines de masse supérieure a 60 kDa sont surtout extraites pour des rapports
chloroforme/méthanol de 4/5 a 6/3 [v/v] alors que IE30 (le transporteur de phosphate/triose
phosphate) est présent dans la plupart des fractions. Cette protéine qui contient au moins 6
hélices transmembranaires (Flligge et al., 1989) est trés hydrophobe (voir figure 12C). Elle est
extraite dans toutes les conditions utilisées, ainsi que dans des solutions de chloroforme ne
contenant qu'un pour-cent de méthanol. En revanche, cette protéine n'est pas présente dans
des solutions contenant du chloroforme ou du méthanol purs (figure 10B).

Il. CARACTERISATION DES PROTEINES HYDROPHOBES EXTRAITES
DANS DES MELANGES DE CHLOROFORME/METHANOL

Deux stratégies complémentaires ont été utilisées pour tenter de caractériser les protéines
extraites de l'enveloppe par les solvants organiques. Tout d'abord, nous avons préparé des
anticorps polyclonaux contre lI'ensemble des protéines extraites afin de cribler une banque
d'expression d'épinard dans Agtll. Dans une seconde étape, nous avons entrepris l'analyse
systématique des protéines ainsi extraites par microséquencage.

A. Criblage d'une banque d'expression a I'aide d'anticorps polyclonaux

Le sérum utilisé pour cribler la banque contient des anticorps dirigés contre I'ensemble des
protéines extraites dans le melange chloroforme/méthanol 6/3 [v/v].

Nous avons criblé 300 000 clones et obtenu 47 clones positifs. Tous ces clones contenaient un
ADNCc codant pour une seule et méme protéine de la membrane externe de I'enveloppe, déja
décrite, la protéine OE10 (Salomon et al., 1990). La figure 11 montre les 3 séquences d’ADNc
obtenues lors de ce criblage. Ces ADNc se différencient au niveau des séquences non
codantes 5' et 3'. Salomon et al. (1990) avaient déja identifié deux d'entre eux (ADNCc 1 et 2,
figure 11), nous en avons identifié un troisiéme qui est une combinaison des deux premiers.
Aucune explication n'a été trouvée pour expliquer une telle représentation de I’ADNc codant
cette protéine dans la banque, d’autant que OE10 est une protéine mineure de l'enveloppe
(Joyard et al., 1983). Cette protéine est tres hydrophobe (figure 12F), elle contient un domaine
transmembranaire qui représente la majeure partie de la protéine.

La représentation dans la banque d'expression des clones codant les protéines reconnues par le
sérum semble étre une limite cruciale pour ce type d'approche. Cependant, le résultat de ce
criblage nous a permis de valider notre approche. En effet, les extraits de protéines purifiées
dans les mélanges chloroforme/méthanol (a) contiennent bien des protéines tres hydrophobes
de I’enveloppe du chloroplaste et (b) ne semblent pas étre contaminés par des contaminants
hydrophiles, trés antigéniques.
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A
1. gacatatatatatgtaatgggaatgaagggtggtttttatttccctttgttgttgttgtgtt
1. tttggtttgtaggactgtaggcagtctgcagtgtgttaattaattttdttgatcaatttagaagagag
2.
3.
1. g9agagATGGAGAGCGTAGCGAAGCCGGCGACGACGAAGGAGGGATCCGCGAAGCAAGCAGCCATTGT
2. TGGAGAGCGTAGCGAAGCCGGCGACGACGAAGGAGGGATCCGCGAAGCAAGCAGCCATTGT
3. TGGAGAGCGTAGCGAAGCCGGCGACGACGAAGGAGGGATCCGCGAAGCAAGCAGCCATTGT

1. GGTGGGTGTGCTTGCTTTAGGGTGGTTTGCCATCCAGGTTGCTTTTATACCTTTGTTCAACAAGGTCC
2. GGTGGGTGTGCTTGCTTTAGGGTGGTTTGCCATCCAGGTTGCTTTTATACCTTTGTTCAACAAGGTTC
3. GGTGGGTGTGCTTGCTTTAGGGTGGTTTGCCATCCAGGTTGCTTTTATACCTTTGTTCAACAAGGTTC

1.  GAGGTGGCGGTTCCGACAAAAAGGACGATGATGTCAACGCCTTTACACCGGATACTfaagecgecgge
2. GAGGTGGCGGTTCCGACAAAAAGGACGATGATGTCAACGCCTTTACACCGGATACT aageegeeaae
3. GAGGTGGCGGTTCCGACAAAAAGGACGATGATGTCAACGCCTTTACACCGGATACTaagccgecggc

1. gccaacgtacgatgagtaatgctgtttgtttttagttgcacttcctgttgtaatctctatttttcttt

3. gccaacgtacgatgagtaatgctgtttgtttttagttgccattcctgttgtaatctctatttttcttt

1. cttttgtgttcacgtactatgttggatttattatggaataaattatgattgttctagtt(a),

3. cttttgtgttcacgtactatgttggatttattatggaataaattatgattgttctagtt(a),

5 3
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Figure 11. Alignements des différentes séquences nucléotidiques codant pour la protéine OE10. Les
3 ADNCc obtenus sont indiqués par les numéros 1 a 3. La région codante commune aux 3 ADNCc est
indiquée par les lettres majuscules. Pour chacune des extrémités 5 et 3’, 2 séquences différentes sont
présentes. Les fleches indiquent le début et la fin de la région identique entre les 3 séquences. Le
schéma (B) représente les 3 ADNc qui différent par leurs extrémités 5’ et 3’. Les rectangles gris
correspondent a la séquence codante. Seuls les ADNc 1 et 2 étaient jusqu’alors décrits dans la
littérature (Salomon et al., 1990).

B. Analyse par microséquencage des protéines de I'enveloppe solubles dans le
chloroforme/méthanol

Nous avons cherché a déterminer la sequence N-terminale et/ou des séquences internes pour
chacun des polypeptides séparés par électrophorése en conditions dénaturantes. Pour effectuer
le séquencage N-terminal, les protéines ont été transférées sur membrane de PVDF. Dans le
cas de la recherche de sequences internes, les protéines ont été digerées directement dans le
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gel par diverses protéases. Des peptides ont ensuite été purifiés par HPLC et séquencés (voir
matériel et méthodes). Le séquencage des protéines a représenté une étape critique dans cette
approche, notamment a cause de I'nydrophobicité des peptides obtenus. Ces analyses ont été
effectuées dans le Laboratoire de Chimie des Protéines (DBMS/CEA-Grenoble). Ce travail
étant une étude systématique, toutes les protéines de I'enveloppe extraites par des mélanges de
chloroforme/méthanol n‘ont pas encore été analysées. Le tableau VII présente les séquences
déja obtenues. Elles correspondent a trois protéines de I'enveloppe déja caractérisées, ainsi
qu'a de nouvelles protéines non-identifiées de diverses masses moléculaires.

Protéine Séquences obtenues

1. SATTPATDRLISSISYFLPF *
2. (K/R)TPY (WD P (WA]) VADA

1. (K/R)SASLAASIAFER

IE16

IE 18 2. DKATPSPSLSDVLWPSLGAFAGMAMLGKV (D)
3. (K/R)---PPaas (M P (WAD (WD) F) (WA QNK
p25 1. ASSPASTGYGSPVDE *

1. VAP(MZD THAVGNY (DK

IE30 2. (DSTQTA(ID GTs (D A (D AcVA (D Ys (WD (B K
3. F(D so (WD FweMFYH (D YNQ(ADATNT (RADER

p35 1. (K/R)VSDSVPAP(D/S)(D/S)DAEQLRSA
IE37 1. (K/R)NVTILDQSPHQLAK
IE 41 1. (K/R)XEAATLNPIDRK

1. (K/R)AGG (D F (D P (M VK
2. (K/R)A(HD) GWMDWAK

IE45
3. (K/R)YGc(MAD (M TWFSENVVK
4. (K/R)S (WA XXACGSNVGDGTER
p60 = 1. (K/R)VAP (WD THAVGNV (WADK

dimére IE30 2. (K/R)HGFNDA(WADAK

Tableau VII. Peptides obtenus apres microséquencage N-terminal et interne de quelques protéines
de [I’enveloppe extraites dans les solvants organiques. Les protéines extraites dans le
chloroforme/méthanol sont séparées par électrophorése en conditions dénaturantes. Les fragments de
gel sont ensuite découpés et traités avec différentes protéases pour le séquengage interne. Pour le
séquengage N-terminal (séquences indiquées par une étoile), les protéines sont transférées sur
membrane PVDF. Les boites gris clair indiquent les résidus putatifs déduits de la spécificité de
I'endoprotéase utilisée. Les boites noires indiquent les deux résidus possibles (I ou L) qui ont la méme
masse et ne peuvent donc pas étre distingués I'un de l'autre lors d'un séquencage massique. Les tirets
correspondent aux acides aminés n'ayant pas été déterminés.
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Figure 12. Profils d’hydrophobicité de quelques protéines membranaires de I’enveloppe extraites
dans des mélanges chloroforme/méthanol. Les protéines insolubles (12) et les protéines solubles
(S20) dans la phase organique sont analysées par électrophorése en conditions dénaturantes. Les
profils d’hydrophobicité des protéines identifiées dans la phase organique sont présentés. Les
prédictions d’hydrophobicité ont été effectuées en combinant plusieurs "matrices de poids" (Hofmann
& Stoffel, 1993).

1. Protéines déja caracterisees

Les trois protéines déja caractérisées sont IE30, IE37 et IE45 (tableau VII). IE37 est une
protéine de 37 kDa localisée dans la membrane interne de I'enveloppe (Block et al., 1983ab).
C'est une protéine majeure de I'enveloppe qui est une méthyltransférase dépendante de la S-
adénosylméthionine (Teyssier et al., 1996). Comme le montre la figure 12B, IE37 présente
une hydrophobicité modérée et contient probablement seulement un domaine
transmembranaire localisé en C-terminal. IE37 est un composant majeur de la fraction de
protéines insolubles dans les solvants. Sa présence dans des extraits de chloroforme/méthanol
était donc inattendue. Ces résultats montrent que des mélanges de chloroforme/méthanol de
rapports 4/5 a 6/3 [v/v] peuvent aussi solubiliser des protéines d’hydrophobicité moyenne.
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La seconde protéine déja identifiée est le transporteur de 2-oxoglutarate/malate (IE45, Weber
et al., 1995), qui est un composant de la bande détectée a 45 kDa par coloration au bleu de
Coomassie (figure 10B). Cette protéine de I'enveloppe est trés hydrophobe, elle contient 12
hélices transmembranaires putatives (figure 12A).

Plusieurs séquences internes du transporteur de phosphate/triose phosphate (IE30) ont été
obtenues, notamment dans une bande détectée a 60 kDa par coloration au bleu de Coomassie.
Ces séquences proviennent d'une dimérisation du transporteur. Ce transporteur est aussi une
protéine trés hydrophobe (figure 12C) qui contient 6 hélices transmembranaires. La
caractérisation d'un dimére de IE30 est tres intéressante. En effet, le transporteur de
phosphate/triose phosphate est, in vivo, une protéine dimérique (Fliigge, 1985). Nos résultats
suggérent donc que ce dimére est particulierement résistant a la solubilisation par le SDS.
Cette observation est en accord avec ce que nous connaissons des propriétés physico-
chimiques de ce transporteur. En effet, il est particulierement difficile a solubiliser par des
détergents. D'autre part, la formation de diméres semble étre une propriété assez générale de
certains transporteurs potentiels présents dans I'enveloppe, comme nous l'avons observé lors
des essais de surexpression de certaines protéines dans des systemes baculovirus/cellules
d'insecte (voir pp. 129,130).

2. Identification de nouvelles protéines

Plusieurs séquences internes et N-terminales ont été obtenues pour de nouvelles protéines de
différentes masses moléculaires (tableau VII). Les séquences obtenues pour les protéines de
16 et 18 kDa ont permis I’identification de ces deux protéines (figure 12). Leurs séquences
peptidiques ne correspondaient a aucune EST présente dans les banques de données. Nous
avons donc effectué des recherches d'’homologies de type BLAST sur les séquences
génomiques d’A. thaliana disponibles (banque de donnée Arabidopsis thaliana Data Base).
Ceci nous a permis d’identifier les genes d’A. thaliana codant le polypeptide de 16 kDa
(GeneBank, n° d’accession : ACO05309) et le polypeptide de 18 kDa (EMBL, n° d’accession
AB009053). Ces génes sont localisés respectivement sur le chromosome 11 et le chromosome
V d’A. thaliana. Deux génes codant pour le polypeptide de 16 kDa ont été identifiés appelés
ie16-1 et 16-2. Le géne codant pour la protéine IE16-1 d'Arabidopsis thaliana est I'hnomologue
de IE16 d'épinard. La protéine pl6-2 d’A. thaliana présente moins d'identité avec les
séquences internes de la protéine d'épinard. Les protéines IE16-1 et p16-2 présentent 44 %
d'identité et 62 % de similarité entre elles, sur 160 acides aminés (les 49 premiers acides
aminés ne sont pas pris en compte, ils correspondent a la séquence de transit des protéines).
Ces deux genes ne présentent pas d’introns (figure 13) et aucune EST correspondante n’a été
trouvée dans les banques de données. En revanche, le géne codant pour le polypeptide de 18
kDa contient plusieurs introns de grande taille (figure 14). En utilisant la séquence
génomique, nous avons identifié une EST correspondant a la séquence 5° codant pour la
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partie N-terminale de la séquence de transit du polypeptide de 18 kDa. Nous avons obtenu
cette EST (clone ABRC, 9604T7, Genebank, n° d’accession T21692) provenant du Biological
Resource Center (DNA stock center, Ohio State University, USA), et nous en avons
déterminé la séquence compléte (figure 15). L’analyse des séquences polypeptidiques
déduites des ADNc d’A. thaliana confirment les fortes similarités avec les peptides séquencés
d’épinard. Les protéines IE16-1 et IE18 d’A. thaliana présentent respectivement 76 %
d’identité et 85 % de similarité (sur 33 acides aminés) avec les peptides de IE16 d'épinard, et
60 % d’identité et 88 % de similarité (sur 58 résidus) avec les peptides de IE18 d'épinard.

De plus, les profils d’hydrophobicité de ces protéines (figures 12D, 12E), déterminés d’aprés
les séquences peptidiques déduites des séquences nucléotidiques, correspondent aux profils
attendus pour des protéines provenant d’extraits chloroforme/méthanol. En effet, les protéines
IE16-1 et IE18 contiennent respectivement 3-4 et 4-5 domaines transmembranaires putatifs.
D'autre part, la valeur déterminée par le rapport du nombre de résidus de la protéine sur le
nombre d’hélices transmembranaires pour ces deux polypeptides (45 et 43 pour les protéines
matures) est similaire a celle obtenue pour les protéines tres hydrophobes comme IE30 (49),
IE45 (38) et IE10 (62). Par comparaison, les valeurs obtenues pour des protéines moins
hydrophobes comme IE37 (129) sont 2 a 3 fois plus fortes (tableau V1I1).

Protéine Nombre de résidus Hélices TM Res./TM Point isoélectrique

Précurseur Mature Précurseur Mature Précurseur Mature
1E45 569 477 12-13 45 38 9,7 9,2
IE37 344 323 2-3 138 129 9,5 9,5
IE30 404 330 6-7 62 49 9,7 9,4
IE18 243 193 4-5 54 43 10,1 9,8
IE16 208 157 3-4 59 45 10,3 9,7
OE10 n.a. 62 1 n.a. 62 n.a. 6,1

Tableau VIII. Paramétres physico-chimiques de quelques protéines de I’enveloppe du chloroplaste
extraites dans les solvants organiques et identifiées. Les valeurs de masse moléculaire et de point
isoélectrique ont été calculées d’aprés Bjellgvist et al.(1993,1994) et Wilkins et al. (1998a) en utilisant
les séquences complétes des protéines ou les formes matures. Les segments transmembranaires ont été
déterminés d’aprés Hofmann & Stoffel (1993). Les séquences primaires (et les fonctions putatives ou
non) ont été obtenues respectivement a partir de : 1E45 (transporteur d’oxoglutarate/malate, Weber et
al., 1995), IE37 (méthyltransférase dépendante de la SAM, Teyssier et al., 1996), IE30 (transporteur
de phosphate/triose phosphate, Fliigge et al., 1989), IE18 et IE16 (ce travail), IE10 (Salomon et al.,
1990). Pour les protéines de la membrane interne, les séquences N-terminales utilisées ont été définies
ou prédites a partir des références citées ci-dessus. Pour IE16, la séquence N-terminale a été estimée
par similarité avec le séquencage N-terminal de la protéine d’épinard. Pour IE18, une taille de 50
résidus a été estimée pour la séquence de transit, en utilisant la taille de la protéine aprés séparation
par électrophorése en conditions dénaturantes et la taille moyenne des séquences de transit des
protéines de la membrane interne de I’enveloppe. Res./TM : rapport du nombre de résidus sur le
nombre putatif d’hélices transmembranaires. n.a., non adapté (la protéine OE10 n'est pas maturée lors
de son insertion dans la membrane externe de I'enveloppe, Salomon et al., 1990).
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A -1E16-1
ccctctagtaccatatataggcccatttatatagctaagtcggecccaattatgttgttagtgtgegegg
gccaaattttagattcgaaaacggcagcgtttgagctgttacttttttttgctcttcttgtcaacaaat
cgacactgccgactaaacagcgaaaatcccaaacaaaaaaataaaagaatggcgtctctgtgectttct
M A S L C L S
ctccaccaaaccctaactaatcccctgtcggctcccagatgcagaccactcgectctecttcceccggaa
L HQ T LTWNWPLSAPRTZ CRWPLSL S F PG
tcctcaaccttctcgatccgeccctctagcagacgcgcaaccgecttgacgacccgegectectacacce
s S TF SI1I RPS SR RIRATALTTIRASY T
ccgacgccggcgactgagcgcgtgatttcgatagegtegtacgegctgecgttecttcaattctctgeag
P T P A TEIRVI S 1 A SY AL P FF NS LQ
tacgggcggttcctgttcgcgcagtacccaaggctgggattgctgttcgagccaatcttcccaatcctg
Y F L F A QY P L L L F EP 1 F P 1 L
aacctgtacagatcggtgccgtacgcgagcttcgtggcattcttcgggctgtacctgggagtggtgagg
N L YRSV PYASVFVAFUFSGLY L GV VR
aacacgagtttcagtaggtacgtgaggttcaacgcgatgcaggcggtgacgctggatgtgctcectggceg
N TS F SRY VR RFNAMQA AV TLDV L L A
gttccggtgctgctgacccgaatactggatccgggtcaaggaggecgggtttggaatgaaggecgatgatg
v PV L L TR1T L DUWPGQG G G F G MIKAMM
tgggggcacacgggggttttcgtcttcagectttatgtgttttgtgtatggagtcgtcagctecttacte
wW 6 H T GV FV FSFMCZFVY GV V S S L L
ggcaaaactccatacattccatttgtcgctgatgccgeccggtagacaactctaattccggccaatatct
G/K TP YUl PFVADAATGTRTU QL -
acctcactcagtgttcgggttttcgattctagaatcggttatttctggtttataagagagaccaaatca
atcagtgttgttaattaaccattaccgttttaaaaaaaatattttttgttatactcccaacat

B - pl6-2
tagagagataagaagacgacacaatgttttaagctaaacttttaaaacagagtggagtttagtttatta
tcctctcatcatgtgttaagcagtctttcagttttgtgtgaagtgaaacaaaaacagagcaaaatggca
M A
ataatatctcagttttttgctccattaccatctctcaccggaaccctaaccctaaccggtegttetttt
I 1 S Q F F APLWPSULTSGTULTULTGR S F
ctccctctaaaccttgatacccaattcccaaaacctagactttccagggacagagccgccacactcegta
L P L NLWIDTOQFP KPRULSIRIDIRAATL YV
ctccaatccaagggtgatgattccgtcgatgcatcggatcggataatctcageccgtctgttacttctac
L Q S K DD SVDASUDU RTI I S AV CY FY
ccattcttcgatgggattcaatacggcaaattcatcatcacacagtaccaaccttttcagattctcatc

P FFDGTIOQYGKTFTITI1ITOQYOQPTFOQTITL.I
caacctttgtttcccgccatcagagctttcaagagcttccctttcaatgggtttcttatcttcatcact
Q P L FPAI RAFKSFWPFNGU FULI1T1T F I T

ctctacttcgtcgttgtgaggaaccctaatttcagcaggtacgtcaggttcaacacgatgcaggcgatt
LY F VYV VR RNWPNFSIRYVRFNTWMOQA'I
gtgcttgatgtgttgttgattttcccggatttgecttgagaggagectttaatcctagagatgggtttggt

v L DV L L I FPDLWLEWIRSFNWPRDGF G
ttagatgtggtgatgagtttggacagcacagtgttcctcttcttgcttgtctctttgatctatggattc
L DV V M L bsS TV FLUFULULV S L 1Y G F

tctgcttgcttgtttggtctgaccccgaggttgcctcttgttgccgaggctgctgataggcaagtcctt
S A CLFGL T PR L P L V AEAADIRUOQV L
tgattcaataatatctttgtatgtaacacatttgctgtgattaaaccttctgtattggatcgetttcty

ataatcaaaacatacaatgtaactttttgatccaatgaaaaaggtttctgcaagacttttgcaatagag
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Figure 13. Séquences nucléotidiques et peptidiques déduites des genes d'Arabidopsis thaliana
codant les protéines IE16-1 et pl6-2. La séquence en acides aminés (numérotation indiquée sur la
colonne de gauche) est donnée en-dessous de la séquence nucléotidique (numérotation indiquée sur la
colonne de droite). A. Séquences nucléotidique et peptidique de IE16-1. B. Séquences nucléotidique et
peptidique de p16-2. Les zones grisées correspondent aux régions homologues aux peptides séquencés

chez I'épinard. Les codons d'initiation et de terminaison sont soulignés.
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taatacacatatttgcgtgtgtgtatataaataaaaacatgcatacatgtatcatttgtctgtctcctattggct
aagaaaacagagagaatcggtatttttagcctttgctaagatattttgatcaaaaatcccacttttgagcggtct
tatctttattctccacctcaaaggaccatttctcatggcttctgttccggtgagacctctacctettcttecgecy
M A SV PV R PULUPLULRR
gaacatcacctcgacgacggcttcgaaatcatctccaatgctcgeccaacgtttcgagecggcattctctegggat
NI T S TTASIKSSPMLANUVSSRWHSL G I
ctctacgtatgatgaatttttgaagcaaataaaaactccggcaactgtgaaccaccggcggcgagtaagtacggt
S T Yy DEVFULIKQI K TPATVNHIRIRIR RV STV
ggtggcgtcggcgggaaacttgacggegecgtegtgggattcgtggaagectgataagacggecggcggetacgge
vV A°S AGNWLTAPSWIDSWIK®PDKTAAAT A
tcttttgctgagtgacgtcatatggcctgctgctggttagtcatttaaaaagaattactatttactaattactaa
L L L SDVI WP AWA
tttagtgatttaagatcacaatttaattagtatttttttgtcaaatgctttgagatatataattcttttactaat
gttttctcgatcgtcaaaaattgattgctcaatcagaagaactacaagaggcgattagggtaaaaaaaagaagag
agaagaagtgcacaaaagaaaataaaattagaaaattaatggacaattataatattaattaatttctgactgact
aaaagatgagtatagaaaaaatatggagagagtcagagagagaatgtgtcttttcttaaggccaaaaggtcattc
atatgaacctttaccgttcgaatttgaccaattttattgtattttaccttgaactagctagcttagtatttgact
ataaatggtgtgatttacaaaaaaataatctaaaaaattagaatagaactctaaataatttgataaaagatatta
attacctcaaaagtatgaaaattagtttatgacataaatatattcaaagattaagtaactgttagttaaaagttg
aatatctgtatctaaaaaaaaaagagttaaataattgaatcgtggcatgttgtatttgaatatgtttgcaaatta
ccttaatgatgggaaatatgcatgcaagtcaaactcatttgttcgtgagagaatcttagtttgegtttagtcaaa
ccctatgctgacagagagcttatattatttattattcaaggtttatagctgacttcatcctattattatgaaact
atattcatctgtgtctcagctatagttagttaattaattacccatctacggtttcaacttgatctgaattttage
ggaccatgttgtcatgtaatatatttggattcaattttgttataggtattgtatcttattcatatgtaactcttt
tgttagagcctttacaaaaaatgtgagtagtgataataccgtttgttttggtttcttaattgaattttgttttat
gagtaggagcgtttgcggcaatggcattattgggaagaatggatcaaatgctatctccgaaaggcatttcaatgt

G AFAAMALLGRMD QML SUPIKG G I S M S
cagttgcaccacttggcgcagtctccgccattcttttcatcacceccttctgctecctgetgctecgggtaaatcttt
VA PLGAVSAI L FI1 TPSAPAA AR

agttaaccgtttttccatataatagcggtctaattatatttgcggttaaacgcaaacgcttcattgtcttttctg
tgagacaaaaaatgcaaataccaaaagtgagttgttaggatttggatggtgtgtaacaaacatagaggaattgaa
taatcaaaagtagaaagtagtggttagaggagacattttcccactaagttctatatccataagctagttgaagat
tttcttctaattttgttcttgtgcttacacttttctatggaataaatctagaggtccactattttatcgttgatt
gatactttcatatatttggataattagtcacaacctatttcagccatcttctcatgtttagattggaaagagatg
ccatcacatcaagttaaaatagaaacttgaagtactagtaattggtaatttgtcatcgtatcagttatttaactg
attaattgaggagtgtgttttgtgtttcttatattttcagaaatacaatatatttttggctcaaataggttgtgce

K'Yy N1 F L A QI G C A
tgcgattggggtggtagctttctccgtcttcggcccaggctggctcgcccggagtgtcgccctcgccgcttccat
Al vV VA F SV FGPSGWLARSV AL A A S I

cgcttttatggtcattactcgtgccaatcaccctcctggtaaatatttacttctttaaatttttaccgaaatcag
A FMV I TR ANUH P P
aaattgttttcttgattcaaagtttttgaactctttttcataaaatgatataatttcacatgttcgatttttgac
attgttattataaaaaggaaaaatgatgcaaatgaatattttttttttaaaaacatctgacttagtgatttttag
cccatattattttaaggaaagatttgaatcaaaccaaaaagcccaaaaagaaaccatttattcacccatgatctg
aaaaatgtaataaataatctggcccccgcgactttaggtataccttcataaataacctgaaacttttggttggag
cagaaacgtcccctttatatatactcttcacaattttctcagtctctttaattaagaaagaaagtcaaatgcgat
tttattattattatttgcttctcgtcaattaatttacatattttgagagttgatattgattattatctataattc
atctgataaaattacagcggcgagcttaccactaatgttcatagatggagcaaagttccatcacttgaatttctg

A ASLPLMZF 11T DGAIKUFWHHTILNTF W
gtacgcattgttcccaggtgcagctgcttgtgtcatcctctgccttctcgtaagttttgtaattctcaaaaacaa
Y A L F P AAA A CV 1 L CULL

taaaatcaagataatgtttaatggcgaatattttggttataagatttaacgtgataattaagtactaatctgatt
caaattgatttcttggcagcaatcgatcgtatgttacttgaaggaaaacatgaaattttgatgaatcaccaagcg
Q S 1 v CY L K ENMMK F -
acatgtacgatcgaattaatgatatatataatacatacatatcgatggaaatcttgtgaaaatatttgattcata
tgtatacacttgatgaacgtatgtaaatgactaaataattattaagttcattcaatattatcgtggtct*tctcc
gattccttattatcattttcctaattcttacataattaacagtttaacacctcatacaaaggattatacgagtta

-108
-33
42
14
117
39
192
64
267
89
342
100
417
492
567
642
717
792
867
942
1017
1092
1167
1242
1317
1392
124
1467
145
1542
1617
1692
1767
1842
1917
1992
157
2067
182
2142
194
2217
2292
2367
2442
2517
2592
2667
214
2742
230
2817
2892
243
2967

*poly-A

3117

Figure 14. Séquences nucléotidique et peptidique déduites du gene d'A. thaliana codant pour la
protéine 1E18. La séquence en acides aminés (numérotation indiquée sur la colonne de droite) est
donnée au-dessous de la séquence nucléotidique (numérotation indiquée sur la colonne de gauche). La
fleche indique I'extrémité 5' de I'EST d'Arabidopsis thaliana (voir figure 15). L'étoile représente
I'extrémité 3' de I'ADNCc séquencé (polyadénylation, voir figure 15). Les introns sont indiqués par des
caractéres en italique. Les codons d'initiation et de terminaison sont soulignés. Les zones grisées

correspondent aux régions homologues aux peptides sequences chez I'épinard.
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attggctaagaaaacagagagaatcggtatttttagcctttgctaagatattttgatcaaaaatcccac  -48
ttttgagcggtcttatctttattctccacctcaaaggaccatttctcatggcttctgttccggtgagac 21

M A S V P V R 7
ctctacctcttcttcgccgaacatcacctcgacgacggcttcgaaatcatctccaatgctcgccaacgt 90
P L PLLRRNITSTTASI KSSPML AN 30
gttcgagccggcattctctcgggatctctacgtatgatgaatttttgaagcaaataaaaactccggcaa 159
v S S R H S L G 1 S TYDUE FULIKIOQTI K TP A 53
ctgtgaaccaccggcggcgagtaagtacggtggtggcgtcggcgggaaacttgacggcgecgtegtggg 228
T VNHRIRWRYVSTVV ASAGNILTAUZPS W 76
attcgtggaagcctgataagacggcggcggctacggctcttttgectgagtgacgtcatatggectgetyg 297
b S wK&PDIKTAAATALL L S DV I W P A 99
ctggagcgtttgcggcaatggcattattgggaagaatggatcaaatgctatctccgaaaggcatttcaa 366
AG A FAAMALULGIRMUDOQMUL S P KG I S 122
tgtcagttgcaccacttggcgcagtctccgccattcttttcatcaccccttctgectectgectgectegga 435
M S V APLGAVSAI L FI1 TP S APAA AR 145
aatacaatatatttttggctcaaataggttgtgctgcgattggggtggtagectttctccgtcttecggee 504
K'Yy N1 FL A Q1 GCAAI GV V AF SV F G 168
caggctggctcgececggagtgtegecctecgecgettecategettttatggtcattactcgtgccaate 573
P G WLARSVALAASI1T AZFMWMYVY 1 TR AN 191
accctcctgcggcgagcttaccactaatgttcatagatggagcaaagttccatcacttgaatttctggt 642
H P P AASLPULMMZEFII DGAI K FWHHTLNFW 214
acgcattgttcccaggtgcagctgcttgtgtcatcctctgecttctccaatcgatecgtatgttacttga 711
Y AL FPGAAACV I L CLULOQOQS 1T V CY L 237
aggaaaacatgaaattttgatgaatcaccaagcgacatgtacgatcgaattaatgatatatataataca 780
K E N M K F - 243

tacatatcgatggaaatcttgtgaaaatatttgattcatatgtatacacttgatgaacgtatgtaaaty 849
actaaataattattaagttcattcaatattatcgtggtctaaaaaaaaaaaaaaa

Figure 15. Séquences nucléotidique et peptidique déduites de I'"ADNc codant la protéine 1E18 d'A.
thaliana. La séquence en acides aminés (numérotation indiquée sur la colonne de droite) est donnée
sous la séquence nucléotidique (numérotation indiquée sur la colonne de gauche). Les codons
d'initiation et de terminaison sont soulignés. Les zones grisées correspondent aux régions homologues
aux peptides séquences chez I'épinard.

Les séquences peptidiques obtenues pour les polypeptides p25 et IE41 (voir tableau VII)
n’ont pas encore permis d’identifier avec certitude les séquences completes de ces protéines.
Enfin, la sequence obtenue pour le polypeptide de 35 kDa (p35, voir tableau VII) a permis
I'identification d'une annexine dont I'étude est décrite dans le chapitre I11.

I11. CONFIRMATION DE L'IDENTITE DES PROTEINES D'EPINARD ET
D'ARABIDOPSIS : L'EXEMPLE DE IE18

Les sequences peptidiques ont été obtenues pour les protéines de l'enveloppe des
chloroplastes d'épinard, alors que les séquences nucléotidiques proviennent d'analyses de
bases de données d'Arabidopsis thaliana. Il était donc nécessaire d'établir la correspondance
entre ces séquences. Nous avons choisi de le faire pour une des protéines identifiées, IE18.
Nous avons donc cloné I’ADNc codant cette protéine chez I’épinard. Pour cela, plusieurs
approches ont éte utilisées.

A. Clonage de I’ADNCc et du gene codant la protéine 1E18 d’épinard

Afin d’obtenir I’ADNc codant la protéine IE18, nous avons criblé une banque d’ADNCc
d’épinard dans Agtll avec les anticorps polyclonaux purifiés dirigés contre le peptide
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KATPSPSLSDVLWPSLGA obtenu a partir de la protéine IE18. Sur 360000 clones criblés,
25 clones positifs ont été obtenus mais aprés séquencage aucun ne contenait la séquence du
peptide. L absence de clones contenant la séquence de la protéine IE18 est probablement due
a une représentation trop faible de I’ADNc correspondant dans la banque d’expression.

Nous avons alors essayé de cloner le gene codant la protéine IE18 a partir de I’ADN
génomique. A cette époque nous ne disposions que de deux séquences internes pour la
protéine IE18, ce qui ne nous avait pas encore permis d’identifier le géne correspondant chez
Arabidopsis thaliana. Nous avons donc utilisé des oligonucléotides dégénérés (inosines)
définis a partir de ces deux séquences internes comme sondes nucléiques (voir annexe 4). Les
différentes étapes consistent a effectuer une analyse par Southern avec des oligonucléotides
dégénérés sur de I’ADN génomique, préalablement digeré par plusieurs enzymes de
restriction. Les régions d’ADN marquées par les sondes sont découpées a partir d’un gel
d’agarose, et I’ADN en est extrait. Ces fragments d'ADN génomique sont ensuite clonés, et
des criblages successifs sont réalisés jusqu'a I'obtention d'un clone pur.

Ces essais de clonage ont eté effectués a partir d’ADN genomique total, d’ADN
chloroplastique et d’ADN nucléaire. Aprés digestion de ces ADN et analyse par Southern,
quelques régions étaient marquées par les différentes sondes sur I'ADN nucléaire et
génomique. Malheureusement, le clonage de ces fragments d’ADN dans différents types de
vecteurs et de souches bactériennes n’a pas permis I’obtention de clones recombinants.

B. Clonage de I’ADNc codant la proteine IE18 d*épinard par 3’ et 5> RACE

Nous avons obtenu une nouvelle séquence peptidique pour IE18 (DVLWPSLGAFAGMAML
GKVD, voir séquence 2, tableau VII) qui présentait I'avantage de correspondre a une
séquence nucléotidique peu dégénérée. Nous avons alors entrepris le clonage de I’ADNc
codant pour la protéine IE18 d'épinard en utilisant la technique appelée RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends). Pour cela, nous avons utilisé un systeme commercial
(Marathon cDNA amplification kit, Clontech) en nous conformant aux recommandations du
fabriquant. Le clonage de I’ADNCc a nécessité plusieurs étapes décrites ci-dessous.

La premiére étape consiste a construire une banque d’ADNc a partir des ARN poly(A)
présents dans les feuilles d'épinard. Pour cela, nous avons utilise les six premieres paires de
feuilles de jeunes plants a partir desquels nous avons préparé les ARN totaux et purifié les
ARN poly(A). Le premier brin des ADNCc est synthétisé a I’aide d’une amorce poly(T). Cette
amorce se fixe en 3' des ARNm au niveau de la queue poly(A), et permet la transcription
inverse des ARNm par action de la transcriptase inverse. La synthese du deuxieme brin est
réalisée en utilisant des amorces aléatoires, ce qui permet un amorcage de I'ADN polymérase
sur la totalité des premiers brins. L'utilisation de I'ADN polymérase T4 permet d'obtenir des
ADNc avec des bouts francs sur lesquels sont greffés les adaptateurs du systeme,
partiellement double brins. On dispose alors d'une banque d'ADNc ligués aux adaptateurs.
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Figure 16. Obtention de I'"ADNCc codant la protéine 1E18 d'épinard par 3' et 5' RACE. A. Positions
des amorces spécifiques du géne utilisées pour le 3' et le 5' RACE. Les codons initiateur (ATG) et
terminateur (TGA) de I’ADNc de IE18 sont indiqués. B. Amplification de la partie 3' de 'ADNc de
IE18 par 3' RACE. L'ADNCc est schématisé par le rectangle noir, le rectangle blanc correspond aux
adaptateurs fixés aux extrémités des ADNc. Les amorces AP1 et AP2 sont spécifiques des adaptateurs.
Plusieurs oligonucléotides dégénérés (dGSP1 a 4) ont été utilisés comme amorces spécifiques du géne.
Une premiere amplification est réalisée avec les amorces dGSP1 a 4 et AP1, la matrice obtenue est
ensuite utilisée pour une deuxieme amplification avec les amorces dGSP1 a 4 et AP2. L’analyse sur
gel d’agarose (I) montre les fragments d’ADN obtenus apres cette deuxieme amplification. Les
numéros des puits correspondent aux différentes amorces dégénérées. Une analyse par Southern (1) en
utilisant une sonde spécifique du géne (EST d'Arabidopsis) permet de déterminer le fragment
(amplification 1) correspondant a l'extrémité 3' de 'ADNc. C. Amplification de la partie 5' de 'ADNc
de IE18 par 5' RACE. La position des deux amorces non dégénérées (ndGSP5 et 6) par rapport a
I'ADNc est indiquée. Une amplification est réalisée avec les amorces AP1 et AP2 et chacune des
amorces spécifiques du géne.
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La deuxiéme étape consiste a amplifier spécifiquement I’extrémité 3* du messager de IE18.
On utilise pour cela une amorce spécifique du géne et une amorce du systeme spécifique de
I'adaptateur (AP1). Nous avons utilisé 4 oligonucléotides dégénérés (dGSP 1 a 4) obtenus a
partir d'une séquence interne de IE18 (GAFAGMAM). Les adaptateurs ligués aux ADNc
partiellement double brins ne contiennent pas de site de fixation pour APL. Ainsi, lors du
premier cycle de la PCR, seule I'amorce spécifique du géne peut s’hybrider a la matrice IE18
(figure 16), ce qui permet I’élongation vers I’extrémité 3’ du messager, et la création du site
d’hybridation de I’amorce APL1. Pour les cycles suivants, les deux amorces peuvent se fixer
permettant une amplification exponentielle de I'ADNc d'intérét. Une deuxiéeme amplification
est réalisée en utilisant une autre amorce spécifique des adaptateurs (AP2), ce qui permet
d'éliminer des amplifications non spécifiques (amorcage d'AP1 sur des régions ne
correspondant pas aux adaptateurs).

La figure 16B montre que plusieurs fragments sont amplifiés avec les 4 amorces utilisées.
Afin de déterminer la nature des fragments amplifiés, une analyse par Southern avec une
sonde spécifique du gene (EST d'Arabidopsis) a été réalisée. Seuls les fragments amplifiés
avec l'oligonucléotide dGSP1 (600 et 800 pb) sont réveélés par la sonde. Ces deux fragments
ont été clonés dans un plasmide pBluescript et séquenceés. Le fragment de 800 pb correspond
a la partie 3' du géne de IE18, le fragment de 600 pb correspond a un gene codant une
protéine ribosomale.

La troisieme étape consiste a amplifier I'extrémité 5' de 'ADNc codant IE18 de la méme
maniere que I'extrémité 3' mais en utilisant une autre amorce spécifique du gene (figure 16C).
Ayant obtenu la séquence de I'extrémité 3' du géne, nous avons pu utiliser deux amorces non
dégénérées, ndGSP5 et ndGSP6. Pour chaque amorce spécifique du géne, une amplification a
été réalisée avec les amorces AP1 et AP2. L'amorce ndGSP6 se situe plus en amont dans le
géne codant IE18 et génere ainsi un fragment d'’ADN plus petit que celui obtenu avec I'amorce
ndGSP5. Les fragments correspondant a I'extrémité 5' du géne ont ensuite été séquenceés.

Les séquences des amorces spécifiques du gene que nous avons utilisées sont les suivantes :

Séquence peptidique G A F A G M A M
Amorce dGSP1 GG(ATGC) GC(ATGC) TT(CT) GC(ATGC) GG(ATGC) ATG GCA ATG
Amorce dGSP2 GG(ATGC) GC(ATGC) TT(CT) GC(ATGC) GG(ATGC) ATG GCT ATG
Amorce dGSP3 GG(ATGC) GC(ATGC) TT(CT) GC(ATGC) GG(ATGC) ATG GCC ATG
Amorce dGP4 GG(ATGC) GC(ATGC) TT(CT) GC(ATGC) GG(ATGC) ATG GCG ATG

Amorce ndGSP5 TAG TCC ATG AAG CTT CGC TCC ATC

Amorce ndGSP6 CCA AGA GTG TGA ATG CTA TGA CTC
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Les amorces dGSP1 a 4 different les unes des autres seulement par un seul nucléotide indiqué
en caractére gras. La figure 16A montre la localisation de ces amorces sur 'ADNc codant
IE18. La séquence du géne codant la protéine IE18 d'épinard obtenue par cette approche est
présentée figure 17. La protéine d'épinard IE18 présente 68 % d'identité et 89 % de similarité
avec la protéine IE18 d'Arabidopsis thaliana (figure 18). Ces pourcentages ne prennent pas en
compte les 55 premiers acides aminés qui correspondent a la séquence de transit putative.

Ces résultats montrent que les protéines IE18 d'épinard et d'Arabidopsis sont identiques et
confirment ainsi I'identification de la sequence d'A. thaliana obtenue pour la protéine 1E18.
Ces résultats valident par ailleurs l'identification de la sequence d’ADNc d'Arabidopsis
obtenue pour la protéine IE16.

ctttttttccctttaataattctcaattgtceggtccatttcactatttttatcaattttt 0
tctcacgacaaacaagaacaacaacttgtttttcttaaattaaagatctaaaaATGCAAA 60
M Q 2
TCCAATGTTCTAAAAACCTCATATTTTCTCCATTGTTTCCTCCCTCGAAGATTCTAAACA 120
I 0 C S K NL1I11 FSPLFPWPS K 1T LN 20
GGAAGAACATTAAACAATATGTGAACTTGAGTAATAGTAATGGAGGATCATCGGGTGTAT 180
R K N1 K QY VNILSNSNSGG GS S GV 40
TGTTTACGAGTTTTCCTAAGAGAAGGCGGTGTTTTAGTACCGTGATAGCTTCTTCTTCGA 240
L FTSFPKRRRZC CFSTUV I A S S S 60
CTAATGTGAACGCACCTTTGTTTGATACTTGGTCACCTGATAAAGCTACTCCTTCTCCTT 300
T NV NAPLFDTWS P DKATP S P 80
CTCTTAGTGATGTTCTATGGCCTTCTCTTGGGGCATTTGCGGGAATGGCAATGTTGGGTA 360
s LsSDVLWPSLGAFAGMMAWMTL G 100
AGGTGGACCAATTGCTAGCACCAAAAGGATTATCAATGACGATAGCGCCATTAGGGGCTG 420
K vDAQLULAPIKSGLSMTTIAPLGA 120
TTTGTGCTGTTTTATTCATCACTCCTAAATCTCCAGCTGCAAGGAAATACAACATGTTCA 480
v CcC AV L F 1 TPKSPAARIKYNWMEF 140
TGGCACAAATAGGGTGTGCAGCAATAGGAGTCATAGCATTCACACTCTTGGGACCAGGTT 540
M AQ 1l GCAAI1I GV I A FTUWLLGUPG 160
GGCTTTCCAGGGGTGCTTCCCTTGCCGCTTCCATTGCCTTCATGATTTACACCAAATCTA 600
WL SRGASLAASI AFMI1I Y T K S 180
CTCACCCTCCTGCTGCAAGTTTGCCATTATTGTTTATTGATGGAGCGAAGCTTCATGGAC 660
T HPPAASILPLLEI D GAIKTILHG 200
TAAATTATTGGTACGCGTTATTTCCTGGTGCAGCCGGATGTGTTCTCCTATCTCTCCTTC 720
L NY WY AL FZPGAAGTCVLILSILIL 220
AAGAGATTGTTTACTATTTGAAGGAGAATTTCAAGTTTtgatccgtcaaaaagaaaaaga 780
Q EI VvYy Y L KENFK F - 233
aaaaaggttttgatttagagccctaattaagaaagggaagttgagcaggagtgtgttacc 840
gagtacagtacatagtattttttgaggcactcttaaaaatgttggacgaaggacacaagt 900
tgaagtactgattagtattgcaaacagccaaatatatggagattccgtacaaaatgtaca 960
ggaaattggattcaagaattcaatgtaaaccgtaaattattattctttgtacaaaataaa 1020
attacaaatgttgtattaataaataataagtttataa(c/t)caaaaaaaaaaaaaaaaa 1080

Figure 17. Séquences nucléotidique et peptidique de la protéine 1E18 d'épinard obtenues par 3" et 5
RACE. La séquence nucléotidique de I'ADNc (humérotation a gauche) et la séquence polypeptidique
(numérotation a droite) de la protéine IE18 sont indiquées. La séquence nucléotidique codante est
indiquée par des lettres majuscules. Le codon initiateur et le codon de terminaison sont soulignés. Le
codon de terminaison taa correspond au premier codon stop dans le cadre de lecture en 5' de la
séquence codant la protéine IE18. Les séquences en acides aminés surlignées correspondent aux
séquences internes de la protéine obtenues par microséquencage (tableau V11I).

86



Chapitre | : Approche protéomique

IE18SO ....... MQIQCSKNL I FSPLFPPSKITLNRKNITKQYVNLSNSNGGSSGVL 43
IE18At MASVPVRPLPLLRRNITSTTASKSSPMLANVSSRHSLGISTYDEFLKQIK 50
IE18So -FTSFPKRRRCFSTVIASSSTNVNAPLFDTWSPDKATPSPS--LSDVLWP 90
IE18At TPATVNHRRR-VSTVVAS-AGNLTAPSWDSWKPDKTAAATALLLSDVIWP 98
Cons **  *RRR STV*AS **N* AP *D*W PDK****** | SDV*WP
IE18S0 SLGAFAGMAMLGKVDQLLAPKGLSMTIAPLGAVCAVLFITPKSPAARKYN 140
IE18At AAGAFAAMALLGRMDQMLSPKGISMSVAPLGAVSAILFITPSAPAARKYN 148
Cons * GAFA*MA*LG**DQ*L*PKG*SM**APLGAV A*LFITP *PAARKYN
IE18So0 MFMAQIGCAAIGVIAFTLLGPGWLSRGASLAASIAFMIYTKSTHPPAASL 190
IE18At 1FLAQIGCAAIGVVAFSVFGPGWLARSVALAASIAFMVITRANHPPAASL 198
Cons *F*AQIGCAAIGV*AF** GPGWL*R* *LAASIAFM* T** HPPAASL
IE18So0 PLLFIDGAKLHGLNYWYALFPGAAGCVLLSLLQEIVYYLKENFKF 235
IE18At PLMFIDGAKFHHLNFWYALFPGAAACVILCLLQSIVCYLKENMKF 243
Cons PL*FIDGAK H LN*WYALFPGAA*CV*L LLQ IV YLKEN KF

Figure 18. Alignement des séquences polypeptidiques des protéines IE18 d'épinard et IE18
d'Arabidopsis thaliana. Les résidus identiques sont indiqués en caracteres gras, et les résidus
identiques ou similaires sont surlignés en gris. So : Spinacia oleracea, At : Arabidopsis thaliana.
Cons : séquence consensus entre les deux protéines. *: résidus homologues. Ces protéines présentent
68 % d'identité et 89 % de similarité sur 188 acides aminés (ces pourcentages sont calculés a partir des
séquences dans lesquelles sont exclus les 55 premiers acides aminés qui correspondent potentiellement
au peptide de transit putatif). Les pourcentages d'identité et de similarité sur les précurseurs de ces
protéines sont respectivement de 56 % et 78 %.

IV. LOCALISATION SUBCELLULAIRE DES POLYPEPTIDES DE 16, 18 ET
41 KDA

A. Obtention d’anticorps polyclonaux

Afin de valider la localisation subcellulaire des protéines identifiées, nous avons fait produire
par des lapins des anticorps polyclonaux a partir de peptides synthétiques correspondant a
certaines séquences internes obtenues. Les peptides synthétisés (SATTPATDRLISSIS,
KATPSPSLSDVLWPSLGA et EAATLNPIDRK) correspondent respectivement aux
protéines d’épinard IE16, IE18 et IE41. Les anticorps polyclonaux ont alors été utilisés pour
déterminer la localisation subcellulaire des protéines correspondantes. Les anticorps
polyclonaux dirigés contre IE18 détectaient en plus de IE18 une protéine de masse
moléculaire élevée (figure 19D). Ce sérum a donc été purifié contre une colonne de Sépharose
couplée a I’ovalbumine, protéine utilisee pour coupler le peptide avant I’immunisation. Le
sérum purifié reconnait uniqguement la protéine de 18 kDa (figure 19E).

B. Localisation des protéines identifiées dans le chloroplaste

Les expériences d’immunolocalisation ont été effectuées sur différentes fractions protéiques
provenant de feuilles d'épinard : un extrait total et les trois sous-fractions chloroplastiques
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Figure 19. Localisation subcellulaire des polypeptides de 16, 18 et 41 kDa.

A, D, E, H et K: Analyses par électrophorése en conditions dénaturantes (A) des sous-fractions de
feuilles et par marquage immunologique en utilisant des anticorps dirigés contre les peptides
synthétiques de IE18 (D et E), IE41 (H) et IE16 (K). M, marqueurs ; EB, extrait brut de feuilles
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d’épinard ; E, enveloppe du chloroplaste ; S, stroma du chloroplaste ; T, thylacoides. 50 g de
protéines par puits. Pour IE18, les analyses par immunodétection sur les sous-fractions de la feuille ont
été réalisées avec le sérum immun non purifié dirigé contre le peptide de IE18 (D) et avec les 1gG
correspondantes purifiées sur I'ovalbumine couplée a une colonne de CNBr-sépharose (E).

B, F, I, L: Analyses par électrophorése en conditions dénaturantes de protéines d’enveloppe
provenant de chloroplastes traités a la thermolysine (B) et analyses correspondantes par
immunomarquage avec les anticorps dirigés contre les peptides de 1E18 (F), IE41 (1) et IE16 (L). M,
marqueurs ; Puits 1 a 4, protéines de I’enveloppe obtenues aprés traitement des chloroplastes avec des
concentrations de thermolysine de 0, 20, 50 et 100 pg/ml. 20 pg de protéines par puits.

C, G, J, M : Analyses par électrophorése en conditions dénaturantes des protéines des membranes
interne et externe de I’enveloppe (C) et les analyses correspondantes par immunodétection avec les
anticorps dirigés contre les peptides des protéines IE18 (G), IE41 (J), IE16 (M). M, marqueurs ; ME,
membrane externe de I’enveloppe ; MI, membrane interne. 10 g de protéines par puits.

(enveloppe, stroma, thylacoides). La figure 19 (E, H et K) montre que les protéines de 16, 18
et 41 kDa sont détectées uniquement dans I’enveloppe du chloroplaste. Aucun marquage n'est
visible dans les fractions correspondant au stroma et aux thylacoides. Ces protéines sont
probablement présentes en petite quantité car seul un enrichissement dans I'enveloppe permet
de les visualiser : elles ne sont pas détectées dans I'extrait brut. Ces observations confirment
que les protéines sont effectivement localisées dans I'enveloppe.

Afin d’affiner la localisation subcellulaire de ces protéines, nous avons réalisé des
immunomarquages sur des protéines d’enveloppe provenant de chloroplastes intacts traités
par la thermolysine. Dans nos conditions expérimentales, la thermolysine hydrolyse
uniquement les polypeptides localisés sur la face cytosolique de la membrane externe (Joyard
et al., 1983). La figure 19 (F, I, L) montre que les polypeptides de 16, 18 et 41 kDa sont
toujours détectés apres ce traitement. Ainsi, les régions reconnues par les anticorps ne sont
pas accessibles au traitement protéolytique réalisé sur les chloroplastes intacts. Les
polypeptides de 16, 18 et 41 kDa ne sont donc pas localisés dans le feuillet externe de la
membrane externe.

Enfin, nous avons réalisé les immunomarquages sur des fractions d’enveloppe enrichies en
membrane interne ou en membrane externe. La figure 19 (G, J, M) montre que ces trois
protéines sont associées a la membrane interne de I’enveloppe. Nous appellerons ces
polypeptides, IE16, IE18 et IE41, pour Inner Envelope polypeptides de 16, 18 et 41 kDa.

V. RELATION ENTRE L’'HYDROPHOBICITE DES PROTEINES ET LEUR
SOLUBILISATION DANS DES SOLVANTS OU DES DETERGENTS

L analyse des protéines extraites par les solvants organiques (voir figure 10) suggére que les
protéines de I’enveloppe plus ou moins hydrophobes peuvent étre extraites de maniere
différentielle en utilisant différentes proportions de chloroforme/méthanol. Afin de vérifier
cette hypothese, nous avons comparé la distribution de quelques protéines (IE18, IE30, IE37
et IE41) dans les différents mélanges chloroforme/méthanol avec leur solubilisation par
différents détergents.
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A. Extraction dans les solvants organiques

La figure 20A montre que la protéine IE18, identifiée a I'aide des anticorps spécifiques, est
bien extraite par les mélanges chloroforme/méthanol dans toutes les conditions analysées,
sauf en présence de chloroforme ou de méthanol pur. Cette distribution est trés proche de
celle que nous avions observée pour le polypeptide IE30 (figure 10B). Ces analyses montrent
aussi que 1E30 a le méme comportement que les protéines IE45, OE10 et IE16. Toutes ces
protéines sont tres hydrophobes et peuvent étre solubilisées par la plupart des mélanges de
chloroforme/méthanol. En revanche, la figure 20A montre que la solubilité de 1E41 dans les
extraits chloroforme/méthanol semble limitée aux mélanges 3/6 a 6/3 [v/v], ce qui est aussi le
cas de la protéine IE37 (figure 10B). De plus, dans ces deux cas, une partie importante de la
protéine n'est pas solubilisée par les différents mélanges chloroforme/méthanol.

B. Solubilisation dans les détergents

Une autre maniére de vérifier I’hydrophobicité des protéines est d'analyser leur comportement
lors d'une solubilisation par des détergents. Nous avons donc incubé des préparations
d'enveloppe en présence de deux types de détergents : le Triton X-100, détergent non-ionique,
et le CHAPS, détergent zwittérionique. Les membranes ont ensuite été centrifugées afin de
séparer les fractions solubilisées ou non par les détergents. Les protéines ont ensuite été
analysées par électrophorése sur gel en conditions dénaturantes. La figure 20B montre que la
solubilisation de la protéine hydrophobe IE30 nécessite une concentration de détergent
beaucoup plus importante que celle qui est nécessaire a la solubilisation de 1E37. En effet, la
protéine IE30 n'est jamais solubilisée par le CHAPS aux concentrations utilisées (figure 20B),
alors que la protéine IE37 est solubilisée en présence de CHAPS 3 mM. De méme, la protéine
IE37 est solubilisée en présence de Triton X-100 0,2 % [v/v] alors qu'une concentration de
2 % [v/v] est nécessaire pour la solubilisation de la protéine IE30. Des résultats similaires ont
été obtenus pour les protéines IE18 et IE41. En effet, si la protéine IE18 n'est pas solubilisée
par des concentrations de CHAPS de 7 mM ou en présence de Triton X-100 0,2 % [v/v]
(figure 20B), elle est totalement solubilisée en présence de Triton X-100 2 % [v/v]. En
revanche, IE41 est solubilisée en présence de CHAPS 3 mM ou de Triton X-100 0,2 % [v/v].

C. Conclusion

L'ensemble des analyses réalisées tant avec les solvants organiques que des détergents
suggére que IE41 présente une hydrophobicité modérée, comme IE37. Par contre IE18 est tres
hydrophobe, comme IE30. Ces résultats montrent donc qu’il est possible d’extraire de fagon
différentielle des protéines membranaires dans les solvants organiques en fonction de leur
hydrophobicité.

Cependant, le rendement de l'extraction par les solvants organiques est variable. Si les
melanges de solvants organiques utilisés permettent une extraction trées efficace des protéines
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tres hydrophobes (le rendement est proche de 100 %), il est trés probable que seule une petite
fraction des protéines les moins hydrophobes n'est extraite par des mélanges dans lesquels le
rapport chloroforme/méthanol est voisin de 1. Ces protéines correspondent a celles pour
lesquelles la valeur du rapport entre le nombre de résidus et le nombre possible d'hélices
transmembranaires est élevé (supérieur a 100 environ, voir tableau VIII)

A Rapports chloroforme/méthanol [v/v]
0/9 1/8 3/6 4/5 5/4 6/3 8/1 9/0
IE18 s | 0 Tl ﬂu- —— — — —
| R il
0/9 1/8 2/t 3/6 4/5 5/4 6/3 7/2 8/1 9/0
i l.! BT [T :::"‘«!I!." ]
IE41 S
| LT N N S N
B CHAPS TRITON X-100
1 mM 3mM 5mM 7mM 0,2% 2%
kbDa M S | S | M S | S | M S | S |
T

Figure 20. Analyses comparatives des extractions différentielles dans les solvants organiques et des
solubilisations dans les détergents. A. Impact des rapports chloroforme/méthanol sur I’extraction des
protéines IE18 et IE41 de I’enveloppe du chloroplaste. Les protéines de I’enveloppe sont extraites
dans des mélanges chloroforme/méthanol de 0/9 a 9/0 [v/v], puis les protéines solubles (S) et
insolubles (1) dans la phase organique sont séparées par électrophorése en conditions dénaturantes et
analysées par marquage immunologique. Les immunodétections ont été réalisées avec les anticorps
dirigés contre les peptides synthétiques de IE18 et IE41. B. Analyses par électrophorése en conditions
dénaturantes et immunodétection des protéines de I’enveloppe du chloroplaste solubilisées dans
diverses concentrations de détergents. Les deux fleches indiquent la position de IE37 (haut) et IE30
(bas). Aprés solubilisation, les protéines insolubles (1) sont séparées des protéines solubles (S) par
centrifugation. Les deux fractions sont analysées pour leur contenu en IE18 et IE41 par
immunomarquage. M, marqueurs de masse moléculaire.
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VI. DISCUSSION - CONCLUSION

A. Le traitement des membranes de I'enveloppe des chloroplastes par des
mélanges chloroforme/méthanol permet d'extraire les protéines intrinseques
les plus hydrophobes

Nous avons développé une approche originale pour tenter de caractériser de nouvelles
protéines potentiellement impliquées dans des systémes de transport a travers l'enveloppe.
Cette stratégie repose sur I'nydrophobicité des transporteurs. La technique que nous avons
utilisée permet I’extraction spécifique des protéines membranaires hydrophobes, certaines
d’entre elles étant des composants mineurs de I’enveloppe (figure 10). Au moins 20 protéines
différentes semblent étre extraites par ces mélanges, et toutes celles que nous avons
identifiées sont hydrophobes. L'utilisation de différents rapports de chloroforme/méthanol
permet d'extraire de facon différentielle les protéines en fonction de leur hydrophobicité
(figure 20). Les protéines trés hydrophobes (comme IE30 et OE10) sont extraites dans la
plupart des mélanges chloroforme/méthanol et notamment dans les mélanges contenant un
fort pourcentage de chloroforme. Cependant, des protéines moins hydrophobes comme IE37
peuvent aussi étre extraites dans certains mélanges (figure 10B).

D'autre part, cette technique d'extraction permet d'enrichir trés fortement les protéines
hydrophobes mineures (probablement au moins d'un facteur 10). Cet enrichissement permet
d’avoir acces aux analyses de microséquencage pour des protéines hydrophobes de
I’enveloppe trés faiblement représentées. Ces résultats montrent que les extractions des
protéines de I’enveloppe a lI'aide de mélanges chloroforme/méthanol :

- Eliminent les protéines membranaires périphériques et les contaminants solubles du stroma.
- Limitent la complexité du profil protéique et donc limitent la sélection pour les composants
les plus hydrophiles lors de la séparation par électrophorése en conditions dénaturantes.

- Apportent un facteur de concentration supplémentaire qui permet le séquencage et
I’identification de ces protéines intrinséques rares.

B. L'extraction des protéines hydrophobes par le chloroforme/méthanol est
bien adaptée au microséquencage des protéines

Les approches protéomiques classiques reposent en général sur I'utilisation de I'électrophorese
bidimensionnelle. Si cette technique a fait trés largement ses preuves pour l'analyse des
protéines solubles (Gorg et al., 1998 ; Rabilloud et al., 1998), nous avons vu plus haut qu'elle
est peu adaptée a I'étude des protéines membranaires (voir pp. 69,70). De plus, une étude
récente a montré que l'extraction des protéines hydrophobes dans des mélanges
chloroforme/méthanol  (1/1, [v/v]) suivie d'une séparation par électrophorése bi-
dimensionnelle ne permettait d'identifier que des protéines cytoplasmiques et périplasmiques
faiblement hydrophobes (Molloy et al., 1999). En revanche, I'extraction des protéines
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hydrophobes peut étre facilement combinée a l'utilisation de I'électrophorese en une seule
dimension qui permet de séparer les protéines les plus hydrophobes. Ces techniques
présentent de nombreux avantages :

- De nombreux transporteurs de I'enveloppe, comme d'ailleurs la majorité des protéines que
nous avons identifiées ont un point isoélectrique trés basique (tableau VII1). L'électrophoréese
en une seule dimension s'affranchit totalement de ce paramétre qui est par contre une
contrainte importante dans la premiere dimension (électrofocalisation) des électrophoréses
bidimensionnelles.

- Contrairement aux électrophoreses bidimensionnelles, il est possible d'utiliser des
concentrations trés importantes de SDS, ce qui permet une trés bonne solubilisation des
protéines hydrophobes.

Les inconvénients liés a l'utilisation de I'électrophorese monodimensionnelle sont trés
largement compensés par le développement récent de la technique de MS/MS pour le
microséquencage des protéines. En effet, il est désormais possible de discriminer plusieurs
protéines presentes au sein d'une méme bande colorée au bleu de Coomassie. De plus, cette
technique est beaucoup plus sensible (gain d'un facteur 10 a 100 par rapport aux techniques
classiques de microséquencage). Nous avons pu ainsi déterminer des séquences tres
minoritaires dans des bandes majeures (comme celles qui renferment IE30 ou IE37).

Par lui-méme, le séquencage par MS/MS a permis de faire des progrés considérables pour
I'analyse des protéines hydrophobes. En effet, le microséquencage utilisant la technique de la
dégradation d'Edman était une étape tres limitante dans I'analyse des protéines hydrophobes,
car de nombreux peptides hydrophobes étaient perdus lors de I'étape de purification sur
HPLC, méme si les conditions avaient été optimisées.

Ainsi, en combinant I'efficacité d'une méthode classique pour I'analyse des protéines
hydrophobes (I'électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes) et la
puissance d'un outil trées moderne (le microséquencage des protéines par spectrométrie
MS/MS) nous sommes parvenus pour la premiere fois a obtenir de nombreuses séquences de
protéines hydrophobes a partir d'un systéme membranaire. Il est ainsi possible d'analyser sur
un méme gel 1-D des proteines majeures comme IE30 et IE37 et des protéines comme IE16 et
IE18 qui sont des protéines mineures, basiques et hydrophobes de I’enveloppe.

C. Une approche protéomique spécifique de la localisation subcellulaire

Enfin, nous cherchons a identifier des protéines de I'enveloppe des chloroplastes. Les analyses
d'extraits protéiques totaux ne permettront jamais de caractériser des protéines mineures d'un
compartiment minoritaire. L'enveloppe ne représente qu'une fraction tres faible (environ 1 %)
des protéines de la cellule. L'intérét de partir d'enveloppe isolée est que les protéines sont déja
fortement enrichies. De plus, la localisation subcellulaire des protéines nouvellement
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identifiées est relativement aisée lorsque les fractions membranaires initialement utilisées sont
pures. Enfin, lors des extractions dans les solvants organiques, seules les protéines
hydrophobes sont sélectionnées et les contaminants hydrophiles ne sont pas retrouvés dans
ces fractions. Toutes les protéines hydrophobes que nous avons identifiées dans ce travail sont
localisées exclusivement dans I’enveloppe du chloroplaste. En revanche, des études par
électrophorese bidimensionnelle basées sur I’analyse de I’ensemble du protéome de la
membrane plasmique montrent un grand nombre de protéines (essentiellement hydrophiles)
ayant des localisations subcellulaires multiples (Santoni et al., 1998). Dans le cas de la
membrane plasmique, il n’est actuellement pas possible de déterminer si les protéines ainsi
caractérisées sont effectivement des composants de ce systeme membranaire (protéines
intrinséques ou périphériques) ou si la diversité des localisations subcellulaires est due a la
présence d’autres compartiments (cytosol, membranes diverses, etc..) dans le matériel de
départ.

Dans le cas de I’enveloppe, nos résultats confirment des analyses biochimiques antérieures
(Pineau et al., 1979 ; Joyard et al., 1982 ; Block et al., 1983a) qui ont démontré que les
membranes d’enveloppe préparées a partir de chloroplastes intacts et purifiés ne contiennent
pas d’autres systemes membranaires (thylacoides, réticulum endoplasmique, membranes
mitochondriales ...), mais seulement quelques contaminants solubles provenant du stroma
(comme les deux sous-unités de la Rubisco). Les protéines que nous avons identifiées dans les
extraits chloroforme/méthanol sont toutes des protéines membranaires, mineures et
hydrophobes de I'enveloppe du chloroplaste.

L'ensemble des résultats obtenus valide ainsi notre hypothése initiale et I'approche choisie

afin d'identifier des protéines hydrophobes, présentant donc un ou plusieurs domaines

transmembranaires. Nous avons pu caractériser des protéines basiques, hydrophobes et rares

présentes dans un compartiment membranaire spécifique et mineur, l'enveloppe des

chloroplastes, grace a une stratégie combinant :

- l'utilisation de fractions subcellulaires d'une grande pureté et bien caractérisées,

- l'extraction différentielle des protéines membranaires hydrophobes par des solvants
organiques,

- la séparation des protéines par électrophorése en conditions dénaturantes,

- des techniques protéomiques particulierement performantes (spectrométrie MS/MS).

Cet ensemble de techniques représente donc une approche expérimentale attractive pour la
recherche protéomique membranaire. De plus, & moyen terme, I’obtention des séquences
completes du génome de plante permettra d’assigner directement un géne a un fragment
peptidique séquencé, sans passer par de lourdes étapes de clonage encore imposées par la trés
faible représentation de ces composants mineurs dans les banques d’EST.
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CHAPITRE I

VERS LA CARACTERISATION FONCTIONNELLE DE IE16
ET IE18, PROTEINES HYDROPHOBES DE L'ENVELOPPE

L approche protéomique subcellulaire que nous venons de décrire (chapitre 1) nous a permis
d’identifier de nouvelles protéines de I'enveloppe des chloroplastes, en particulier 1E16 et
IE18. Ces deux protéines sont hydrophobes et localisées dans la membrane interne de
I’enveloppe. Leur fonction est inconnue, mais certaines caractéristiques (comme la présence
de plusieurs domaines transmembranaires potentiels) en font des candidats potentiels pour
étre des transporteurs. Nous avons développé trois approches différentes pour tenter
d'identifier la fonction de ces protéines :

- La recherche d’homologies avec des protéines de fonctions connues. Cette approche in
silico peut donner une indication sur la fonction des protéines IE16 et IE18 et indiquer si elles
peuvent correspondre a des systemes de transport.

- L’obtention et I'analyse de mutants de cyanobactéries et d’Arabidopsis. L’analyse des
phénotypes des mutants dans les conditions normales de croissance ou dans des conditions
particuliéres permet d’obtenir des informations sur la fonction de la protéine dont le géne a
été interrompu, et de confirmer une éventuelle compatibilité avec un systeme de transport.
L'obtention de mutants d'Arabidopsis était une nouvelle approche développée au laboratoire.
Ainsi, nous avons di mettre au point les techniques de criblage par PCR de la banque
d'insertion d'Arabidopsis.

- L’expression fonctionnelle des protéines dans des systéemes hétérologues et des tests
d’activité de transport. La production des protéines permet d’obtenir des quantités suffisantes
pour les analyses biochimiques. Les molécules testées pour les activités de transport sont
déduites des informations obtenues par les deux premiéres approches. Le systeme
d'expression cellules d'insecte/baculovirus, adapté aux protéines membranaires, n'existait pas
au laboratoire. Jai donc développé la culture de cellules d'insecte au laboratoire et la
technique d'expression utilisant le baculovirus.

Ces trois approches sont complémentaires. En effet, I’identification d’un phénotype chez les
mutants et/ou la présence d’homologues ayant des fonctions connues devraient permettre
d’orienter les recherches pour caractériser biochimiquement les protéines produites en
systeme hétérologue. En particulier, la fonction potentielle de ces protéines pourra étre
étudiée par électrophysiologie, et le choix des premieres molécules testées dépendra des
phénotypes des mutants correspondants. Il sera aussi possible d'utiliser des molécules
radioactives, ce qui permettra de suivre les influx et les efflux d'ions ou de métabolites.
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I. RECHERCHE DE PROTEINES HOMOLOGUES AUX PROTEINES IE16
ET IE18

La recherche de protéines homologues a IE16 et IE18 a été effectuée en utilisant des
programmes de bio-informatique accessibles sur Internet. Cette recherche se fait a partir des
séquences primaires des protéines, et peut se révéler tres intéressante si la fonction des
homologues est caractérisée. De plus, l'identification d’homologues chez les cyanobactéries
donne la possibilité d'interrompre un géne donné par recombinaison homologue dans cette
espéce. La caractérisation du phénotype des mutants obtenus peut ensuite donner des
indications sur la fonction de la protéine mutée.

Tout d'abord, a une exception prés (voir pp. 78,79), nous n‘avons pas trouvé d'EST de plantes
correspondant aux séquences des protéines IE16 et IE18. Par contre, plusieurs protéines
homologues ont été identifiées chez des bactéries, des cyanobactéries et des algues rouges.
D'autre part, nous n'avons pas trouvé d'autres protéines de plantes présentant de tres fortes
homologies avec IE16 et IE18 (excepté pl6-2 d’Arabidopsis, homologue de IE16-1). En
revanche, certaines parties de protéines présentaient des homologies significatives avec les
séquences de IE16 ou IE18.

A. Les homologues de IE16

La protéine p16-2 d'A. thaliana est le seul homologue de la protéine IE16-1 que nous ayons
pu identifier dans les plantes supérieures. Cette protéine est aussi hydrophobe, elle contient 2-
3 hélices transmembranaires putatives (figure 22), mais contrairement a la protéine IE16-1 (pl
=9,7), elle a un point isoélectrique acide (pl = 4,9).

Les recherches d’homologies de séquences montrent que la protéine IE16-1 est d’origine
procaryote. En effet, des séquences homologues ont été identifiées chez Synechocystis
PCC6803 (sll1737), chez Porphyra purpurea (YCXM) et chez Cyanidium caldarium
(YCF15) (figure 21). La figure 22 montre que ces protéines présentent toutes des domaines
transmembranaires, et correspondent donc a des protéines hydrophobes. La fonction de ces
protéines n'est pas connue mais elles présentent des homologies avec des transporteurs de
phosphate de type procaryote et eucaryote.

D'autre part, la protéine IE16-1 présente des homologies avec certaines parties de protéines
connues. Les plus significatives sont les suivantes :

- 30 % d'identité (47 % de similarité) sur 150 acides aminés avec les transporteurs de
phosphate/triose phosphate de I'enveloppe de chloroplastes (mais, épinard, pomme de terre).

- 23 % d'identité (47 % de similarité) sur 150 acides aminés avec le PSTC (systéeme de
transport du phosphate a haute affinité) d'E. coli.

- 25 % d'identité (43 % de similarité) sur 152 résidus avec le transporteur de sulfate (du
plasmalemme) d'Arabidopsis.
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- 24 % d'identité (43 % de similarité) sur 150 acides aminés avec TIC20 de pois (protéine
pouvant étre impliquée dans I'import des proteines).

IE16-1At MA--SLCLSLHQTLTNPLSAPRCRPLSLSFPGSSTFSIRPSSRRATALTT 48
pl16-2At  MAI1SQFFAPLPSLTGTLTLTGRSFLPLNLDTQFPKPRLSRDRAATLVLQ 50
S N 0
YCXM_Po  ......... M-1RLFT---FGI1 ITMLVLVIARLAIQRAYKYITLNTNINT 37
YCF15 ... MRINLFVNILFGTACITIFGLVILISYKLYRYIPKRNNSNK 41
IE16-1So ...SATTPATDRLISSISYFLPF. . . .. .. i
IE16-1At RASYTPTPATERVISIASYALPFENSLQ-YGRFLFAQYPRLGLLFEP--1 95
pl16-2At  SKGDDSVDASDRIISAVCYFYPFEDGIQ-YGKFI ITQYQPFQILIQP--L 97
sh11737 MASNSTADGKDRFFSAL1YVIPL 1DAFM-FGGFLLQQFPVLQITYLP--1 47
YCXM_Po  TESKTRLSI--RLVSIIPYYLPLFEGLONFGQYVLPDYPVGAIPLYKKIL 85
YCF15 VYKEDYPS IMARAISCLIYFLPLLEGIAQFGIVCIDDHSWIRTI-YKNTL 90
IE16-1At FPILNLYRSVPYASFVAFFGLYLGVVRNT---SFSRYVRFNAMQAVTLDV 142
pl6-2At FPAIRAFKSFPENGFLIFITLYFVVVRNP---NFSRYVRENTMQAIVLDYV 144
sh11737 MPLLQFYYQFPFASFI I1F1VLFMAVVRNN---NISHFIRFNAMQAILIGI 94
YCXM_Po LPMLIFYMNHAILGLVTFFALYYVLVRNKSP ITVHQLVRENSMQSILLFL 135
YCF15 AYIVVPYLESPLIGFCIFITLYLIFVRGI--1QISKFIKFHIVQALLLYL 138
IE16-1At LLAV-PVLLTRILDPGQGGGFGMKAMMWGHTGVFVFSFEMCFVYGVVSSLL 191
pl6-2At LL-1FPDLLERSFNPRD--GFGLDVVMSLDSTVFLFLLVSLIYGFSACLF 191
sh11737 LLSLFGLIVAYVIQPV--FGQGL-VTETLYNFAFLGALACGFFGIVQSVL 141
YCXM_Po  VGSLFGAIFR-AF-PIE-FRISF-IGLTVCNMMEWEILSTITYSIVKAIQ 181
YCF15 LDSVIGTVLT-SL-PLE-I1GYSF-I1GDRLADTLLLITEMISIYAGTDALK 184
IE16-1So -KTPYIPFVADAQ-R.......

IE16-1At GKTPYIPFVADAAGRQL. . ... 208
pl16-2At  GLTPRLPLVAEAADRQVL. ... 209
sh11737 GRYAEIPTISDAAYSQVR-F. . 160
YCXM_Po  GKYSNIPVISEAVRIQISGYNT 203
YCF15 GQYSNIPLISEAAKMQSKSTD. 205

Figure 21. Alignements des séquences primaires des protéines homologues de IE16.
Alignement des séquences obtenues a partir du microsequencage de la protéine IE16
d’épinard avec les séquences de la protéine correspondante d'Arabidopsis thaliana (IE16-1At)
et de ses homologues. So, Spinacia oleracea. At, Arabidopsis thaliana. sll1737, homologue
de IE16-1 chez Synechocystis PCC6803 (62 % de similarité, 33 % d'identité sur 158 acides
aminés). YCXM_Po, homologue chez Porphyra purpurea (52 % de similarité et 28 %
d'identité sur 160 acides aminés) et YCF15, homologue chez Cyanidium caldarium (47 % de
similarit¢ et 26 % d'identité sur 159 acides aminés). Les résidus en caracteres gras
correspondent a ceux identiques aux acides amines de IE16-1At. Les résidus surlignés
correspondent aux acides aminés similaires et identiques a ceux de IE16-1At.

B. Les homologues de IE18

Deux homologues de la protéine de 18 kDa d'Arabidopsis thaliana ont été identifiés (figure
23), un chez Synechocystis PCC6803 (gene slr0789) et un autre chez Pseudomonas stutzeri
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(ORF378). Ces protéines présentent aussi des homologies significatives avec des parties de
protéines appartenant a des systemes de transport de type procaryote :

- La protéine de plante présente 40 % d'identité (50 % de similarité) sur 65 résidus avec la
protéine PTMA (mannitol perméase du systeme phosphotranférase ou PTS) de Bacillus
subtilis, mais aussi certaines homologies avec des transporteurs d'acides aminés.

- La protéine de cyanobactérie présente 30 % d'identité (45 % de similarité) sur 122 acides
aminés avec une "protéine de type canal potassique” de Methanobacterium. Elle présente
aussi des homologies avec des perméases bactériennes diverses (proline, fer(l11)-dicitrate...).

IE16-1 Arabidopsis thaliana p16-2 Arabidopsis thaliana

aaaaa

Figure 22. Profils d'hydrophobicité des protéines
homologues a la protéine IE16 d'épinard. Les f\
séquences en acides aminés sont déduites des ,M / \
séquences nucléotidiques (voir figure 20) codant les AWW/ ' n/\
différentes protéines. Les prédictions d'hydrophobicité . \
ont été effectuées en combinant plusieurs matrices de : \/

poids (Hofmann & Stoffel, 1993). Noter la présence
d'une séquence additionnelle N-terminale (indiquée par | ==
une barre noire) chez les plantes supérieures et les | ™ i

200

algues rouges. Seule la séquence N-terminale de IE16-
1 d'Arabidopsis peut étre considérée comme une
séquence de transit (voir tableau VII, chapitre 1).

2500
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IE18S0 ....... MQIQCSKNL I FSPLFPPSKILNRKNIKQYVNLSNSNGGSSGVL-FTSFPKRRR 52
IE18At MASVPVRPLPLLRRNITSTTASKSSPMLANVSSRHSLGISTYDEFLKQIKTPATVNHRRR 60
SIr0789 e e e MVDYRKAR 8
L 4

1E18So CFSTVIASSSTNVNAPLFDTWSPDKATPS---PSLSDVLWPSLGAFAGMAMLGKVDQL-L 108
IE18At -VSTVVAS-AGNLTAPSWDSWKPDKTAAA-TALLLSDV IWPAAGAFAAMALLGRMDQM-L 116
sIr0789 ——————- LKWEDYWFKTLHRWRSCPLTCPVEKPHHGHIFWSWFGSFLAISICA----Y-L 56
ORF378 ... ... MHDNL IDWFRSFVPAPFNAPPKEW-LR--AAGGIAIVMLLTVFSGFWL 45
1E18So APKGLS-MT IAPLGAVCAVLF I TPKSPAARKYNMFMAQI GCAAIGVIAFTLLGPGWLSRG 167
IE18At SPKGIS-MSVAPLGAVSAILFITPSAPAARKYNIFLAQIGCAAIGVVAFSVFGPGWLARS 175

slr0789 TVKTNSPLLMAPFGATSVL IFGVPDSPLAQPRNV I GGNLLAALVSLTVLHFLGSSPMAMG 116
ORF 378 FGVPLTLQLVAPAGASAVLLFAASSSPFAQPWSV IGGNLLATVIGVSLGLTSLPSMVAAA 105

1E18So ASLAASITAFMIYTKSTHPPAASLPLLF IDGAKLHGLNYWYAL-FPGAAGCVLL---SLLQ 223
IE18At VALAAS IAFMV ITRANHPPAASLPLMF I DGAKFHHLNFWYAL-FPGAAACVIL-C--LLQ 231
slr0789 AAVSLAIGIMQFTGTLHPPSGAVALVVMM-TR-PDWNFEILTP-TLEGSILLVL-C-AVVF 171
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Figure 23. Alignements des séquences primaires des protéines homologues de 1E18. Alignement des
séquences polypeptidiques des protéines IE18 d'épinard et d'Arabidopsis, et des séquences de leurs
homologues. So, Spinacia oleracea. At, Arabidopsis thaliana. slr0789, homologue de IE18 chez
Synechocystis PCC6803 (59 % de similarité et 23 % d'identité sur 115 acides aminés). ORF 378,
homologue chez Pseudomonas stutzeri (56 % de similarité et 28 % d'identité sur 119 acides aminés).
Les résidus en caractéres gras correspondent a ceux identiques aux acides aminés de IE18At. Les
résidus surlignés correspondent aux acides aminés similaires et identiques a ceux de IE18ALt.

Les profils d'hydrophobicité obtenus pour I'nomologue p18 de Synechocystis et la partie N-
terminale de I'homologue de Pseudomonas (figure 24) montrent la présence de plusieurs
domaines transmembranaires. La protéine de Pseudomonas posséde une partie C-terminale
supplémentaire par rapport a la protéine IE18 d'Arabidopsis. La protéine IE18 est d’origine
procaryote puisque des homologues sont présents chez une bactérie et une cyanobactérie.
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d'épinard. Les sequences en acides aminés
sont déduites des séquences nucléotidiques
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de poids (Hofmann & Stoffel, 1993). La
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séquence additionnelle N-terminale chez
les plantes supérieures, cette séquence doit
) probablement correspondre au peptide de

p18 Synechocystis PCC6803 transit nécessaire a l'insertion de IE18 dans

la membrane interne de I'enveloppe du

M M , chloroplaste.
ALY 'W‘“m\;

aaaaa

aaaaa

uuuuu

nnnnn

p18 Pseudomonas stutzeri

eeeee

a sa 1@a 158 zaa =2sa EL) =58 PEL}

C. Conclusion

Les recherches d'homologies de séquences montrent la grande diversité de distribution des
protéines homologues a IE16 et IE18. Ces protéines sont présentes chez les plantes
supérieures ainsi que chez Synechocystis. En outre, un homologue de la protéine IE16-1 est
présent chez des algues rouges. Enfin, il existe chez Pseudomonas, une protéine qui présente
des homologies dans sa partie N-terminale avec la protéine IE18.

Si I'on exclut I'ORF de Pseudomonas homologue a IE18, toutes les protéines homologues a
IE16 et IE18 sont présentes chez des organismes photosynthétiques. D'autre part, les
caractéristiques de ces protéines (origine procaryote, hydrophobicité) sont en accord avec une
localisation dans I'enveloppe du chloroplaste.

100



Chapitre 1l : Approche fonctionnelle
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Figure 25. Evolution de la localisation des genes codant les protéines Ycfl0, IE16 et IE18. Le
génome dans lequel se trouve le géne d'intérét est représenté en rouge. Les protéines sont représentées
en marron. Les ovales verts correspondent aux thylacoides, I'ovale jaune correspond au chloroplaste.
Le noyau est représenté par I'ovale noir.

Ces résultats sont aussi intéressants au niveau évolutif, car ces deux protéines sont d'origine
procaryote. Les génes correspondants sont en effet présents dans le génome de la
cyanobactérie Synechocystis (figure 25A). Au cours de I'évolution, la localisation des genes
iel6 et iel8 diverge. En effet, le géne ie18 est absent des génomes chloroplastiques des algues
rouges, des algues vertes et des plantes supérieures. Il a donc probablement été transféré dans
le génome nucléaire des I'apparition des cellules eucaryotes (figure 25B). La protéine
correspondante doit donc étre importée dans I'enveloppe du chloroplaste. En revanche, le géne
iel6 reste localisé dans le génome chloroplastique des algues rouges alors qu'il est présent
dans le génome nucléaire chez les algues vertes ou les plantes supérieures. Enfin, on ne
connait actuellement qu'un seul exemple de protéine de I'enveloppe, la protéine Ycfl10, qui
soit codée par le génome chloroplastique (aussi bien chez les plantes supérieures, les algues
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vertes que chez les algues rouges) et qui présente des homologues tres proches chez les
cyanobactéries (Rolland et al., 1997). La figure 25 schématise ces 3 cas de figure.

La présence du géne iel6 dans le génome chloroplastique des algues rouges est tres
intéressante. Sa localisation dans I'enveloppe des chloroplastes d'algues rouges est probable,
mais demande & étre confirmée. Si tel était le cas, ce serait, avec Ycf10, la deuxiéme protéine
codée par le génome chloroplastique a étre localisée dans I'enveloppe du chloroplaste.

Une autre observation intéressante est la présence probable, chez les homologues de IE16,
d'une séquence additionnelle en N-terminal (voir figure 22). On I'observe aussi bien chez les
plantes supérieures que les algues rouges alors qu'elle n'existe pas chez les cyanobactéries.
Cette observation semble logique puisque chez les cyanobactéries I'adressage des protéines se
fait dans la membrane plasmique par défaut. La présence d'une séquence de transit dans le
précurseur de la protéine IE16 de plantes supérieures (et d'algues vertes) est tout aussi logique
puisqu'elle permet I'import de la protéine, codée par le génome nucléaire, dans I'enveloppe.
En revanche, l'existence potentielle d'une séquence additionnelle, en N-terminal, chez la
protéine d'algues rouges homologue & IE16 est tout & fait surprenante si I'on considere que la
protéine est codée par le génome chloroplastique. Cette possibilité ouvre de nombreuses
perspectives quant a l'origine des séquences de transit nécessaires a I'adressage des protéines
chloroplastiques. Des expériences sont envisagées pour confirmer cette hypothese.

Enfin, nous avons vu que les protéines IE16 et IE18 présentent quelques homologies de
séquences avec des systemes de transport procaryotes. Cependant, ces homologies ne sont pas
assez importantes pour orienter les études fonctionnelles des protéines IE16 et IE18. Ainsi,
nous avons développé des approches de génétique inverse chez les cyanobactéries et chez
Arabidopsis, l'objectif étant d'obtenir des informations pouvant orienter les analyses
fonctionnelles ultérieures.

I1. OBTENTION ET CARACTERISATION PARTIELLE DE MUTANTS DE
CYANOBACTERIES ET D'ARABIDOPSIS THALIANA

Une maniere d'obtenir des indications sur la fonction de protéines inconnues est d'étudier le
phénotype de mutants affectés dans I'expression de ces protéines. Dans I'espoir d'obtenir de
telles informations fonctionnelles pour les protéines IE16 et IE18, nous avons cherche a
obtenir des mutants affectés dans I'expression de ces protéines. Pour cela, nous avons d’une
part muté les genes codant les homologues de ces protéines chez Synechocystis et d’autre part
recherché la présence de mutants d’insertion chez Arabidopsis thaliana.

A. Obtention de mutants de cyanobacteéries

Il est maintenant admis que les plastes ont une origine procaryote et qu'ils ont été intégrés
dans l'ancétre de la cellule eucaryote au cours d'une série d'événements endosymbiotiques qui
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sont a l'origine de la grande diversité des plastes des veégétaux chlorophylliens (algues, plantes
supérieures...). Les procaryotes impliqués dans ces événements endosymbiotiques ont une
parenté étroite avec les cyanobactéries. Ainsi, la comparaison des génomes (position,
séquence et expression des genes) des eubactéries photosynthétiques et des plastes
démontrent I'origine commune des plastes et des cyanobactéries. Par ailleurs, I'analyse des
systemes membranaires des plastes et des cyanobactéries apporte d'autres éléments
convainquants en faveur de cette hypothése. Ainsi diverses activités présentes dans
I'enveloppe des chloroplastes sont proches de celles présentes dans le plasmalemme des
cyanobactéries, de méme leur composition chimique est trés voisine (Joyard et al., 1987).

Le fait que le génome d'une cyanobactérie, Synechocystis PCC6803, soit entierement
séquence (Kaneko & Tabata, 1997), nous a conduit a tenter d'exploiter cette origine commune
afin de comprendre la fonction des protéines de I'enveloppe. D'autres raisons ont guidé ce
choix :

- Les cyanobactéries sont unicellulaires, ainsi le milieu de culture extérieur est facilement
accessible par rapport au cytosol qui entoure le chloroplaste.

- Les cyanobactéries présentent les avantages d'un procaryote : leur culture est aisée, leur
croissance rapide, elles n'ont pas de compartimentation cellulaire.

- Par ailleurs, Synechocystis est une souche dont la transformation est maitrisée. Un
mecanisme puissant de recombinaison homologue permet d'intégrer spécifiguement un gene
étranger (cassette de résistance) au sein du gene cible (voir figure 26A).

- La fonction affectée dans un mutant est plus facilement identifiable du fait de I'aspect
unicellulaire des cyanobactéries. De plus, il est trés facile de modifier les conditions de
culture et d'en observer les conséquences sur le phénotype des cyanobacteéries.

1. Conditions de culture des cyanobactéries

Les cultures de cyanobactéries sont réalisées sur boite ou en suspension. Le milieu de culture
utilisé est décrit dans I'annexe 1. Les milieux utilisés pour les cultures en boite contiennent
1% d'Agar. Les conditions de forte et faible lumiére correspondent a des illuminations
respectives de 30 et 10 pE m™?s™. La croissance des cyanobactéries dans les cultures en
suspension est déterminée par mesure de I'absorbance au spectrophotometre a 580 nm.

2. Obtention de mutants de Synechocystis PCC6803 (Williams, 1988) - stratégie globale

Les mutants ont été obtenus par insertion de la cassette Q (Prentki & Krisch, 1984 ; Williams,
1988) dans le gene sIr0789 (mutant N2) et dans le gene slr0790 (mutant H4). Pour cela, le
géne étudié est cloné dans un vecteur (pUC), puis la cassette Q est insérée dans la séquence
du géne d'intérét en utilisant un site de restriction unique. Dans la cyanobactérie, le plasmide
contenant le géne avec la cassette peut s'insérer dans la séquence du gene par recombinaison
homologue. Les étapes de transformations ont été réalisées par Ghada Ajlani.
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Figure 26. Obtention des mutants de cyanobactéries Aslr0789 et Aslr0790. A. Schéma représentant
l'intégration d'un plasmide dans le chromosome bactérien par recombinaison double (d'aprés Thiel,
1994). Le plasmide contient le géne sauvage interrompu par une cassette contenant le gene de
résistance a la spectimomycine. Une double recombinaison permet l'intégration du gene interrompu a
la place du géne sauvage dans le chromosome bactérien. Les mutants sont ensuite sélectionnés par
résistance a la spectinomycine. B. Schéma représentant l'obtention des mutants Aslr0789 et Aslr0790.
Les génes sont indiqueés par les fleches pleines. Les deux mutants, Aslr0789 et Aslr0790, sont obtenus
respectivement par insertion de la cassette Q au niveau d'un site Nhel et Hindlll. La barre noire
correspond a la sonde utilisée pour les hybridations. C. Analyse par Southern de I'ADN génomique
des souches mutantes et sauvage. L'ADN génomique est digéré par les enzymes BamHI et Munl. Les
hybridations sont réalisées avec une sonde contenant les deux genes (fragment amplifié par PCR pour
I’obtention des mutants). N4, N2 et H4, H3 : respectivement mutants Aslr0789 et Aslr0790 issus de
plusieurs transformations. S : souche sauvage. L'étoile indique la position des fragments correspondant
aux geénes slr0789 et slr0790 contenant une insertion de la cassette Q. Les fragments de taille voisine
de 4 kb correspondent a des digestions partielles.
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3. Obtention d'un mutant de la protéine de Synechocystis homologue de la protéine I1E18

Le gene codant la protéine 1E18 présente 23 % d'identité et 59 % de similarite (sur 115 acides
aminés) avec le géne slr0789 de Synechocystis PCC6803, dont la fonction est inconnue. Afin
d'obtenir des indications sur la fonction de IE18, nous avons analysé le phénotype du mutant
Aslr0789 de Synechocystis. Etant donné que le gene slr0789 est suivi 130 pb en aval par un
autre gene, slr0790, ces deux genes sont probablement cotranscrits. Dans ce cas, une mutation
dans le géne en amont pourrait affecter la transcription du second géne. Il était donc important
d'obtenir deux mutants, un pour le gene slr0789 et un autre pour le gene slr0790. L'analyse
simultanée du phénotype des deux mutants par rapport a la souche sauvage permet de
distinguer la mutation responsable d'une variation phénotypique. Le géne slr0790 présente
53 % d'identité avec la protéine Umuc, protéine impliquée dans la réparation de I'ADN chez
les bactéries.

Nous ne sommes pas parvenus pour l'instant a obtenir un mutant du géne sll1737 (homologue
du gene iel6-1) de Synechocystis.

a. Obtention des mutants

Le fragment d'ADN contenant les deux génes slr0789 et slr0790 a été obtenu par
amplification PCR a partir d'’ADN génomique de Synechocystis PCC6803. Les
oligonucléotides utilisés en 5' et 3' sont respectivement : 5' ACTTCTCGAGTGTTCAGTCC
TTCATGGTTG 3 et 5 CCGAGTTAATCTAGATCGTTCGCGG 3. Le premier
oligonucléotide contient un site de restriction Xhol et le deuxiéme un site Xbal. Le fragment
amplifié (environ 1380 pb) est cloné dans un plasmide pBluescript(KS).

Les mutants sont obtenus par insertion de la cassette Q dans la région codante d'un gene
donné. Cette cassette correspond a un fragment d’ADN de 2 kb contenant un géne de
résistance aux antibiotiques (résistance a la spectinomycine). De part et d'autre de la cassette
se trouvent des sites de clonage. Les mutants Aslr0789 et AsIr0790 ont été obtenus
respectivement par clonage de la cassette Q, digérée par Xbal, dans le site Nhel (site
compatible avec Xbal) présent dans le gene slr0789, et par clonage de la cassette, digérée par
Hindlll, dans le site Hindlll présent dans le gene slr0790. Les mutants de cyanobactéries sont
ensuite obtenus par recombinaison homologue entre le gene sauvage et le gene altéré porté
par le plasmide. La sélection des mutants se fait sur un milieu contenant de la spectinomycine.
Les mutants Aslr0789 et Aslr0790 sont appelés respectivement N2 et H4 d'apres les sites de
restriction dans lesquels la cassette O a éte insérée (figure 26B).

La derniére étape consiste a analyser par Southern la présence de la cassette dans chacun des
genes. Pour cela, I’ADN des transformants sélectionnés sur spectinomycine est extrait, puis
digére par les enzymes de restriction BamHI et Munl. La digestion par ces deux enzymes de
I’ADN provenant d’une souche sauvage donne deux fragments, un de 1 kb qui contient le
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gene slr0789 et un de 1,1 kb contenant le géne slr0790. L’ ADN total des souches mutantes et
sauvage, une fois digéré, est analysé par Southern avec une sonde spécifique des genes. Cette
sonde correspond au fragment d’ADN amplifié par PCR pour I’obtention des mutants.

La figure 26C montre la présence, dans la souche sauvage, de deux fragments de 1 et 1,1 kb
qui correspondent respectivement aux genes srl0789 et slr0790. Le fragment de 1 kb disparait
pour les transformants N2 et N4 alors qu’un fragment de 3 kb est apparu. Le signal a 3 kb
correspond au gene slr0789 contenant en plus la cassette Q de 2 kb. Les transformants N2 et
N4 (ou mutants Aslr0789) contiennent donc le géne srl0789 interrompu par I’insertion de la
cassette et le gene slr0790 non muté. De méme, I’analyse du marquage pour les transformants
H4 et H3 montre la présence du géne slr0789 non muté a 1 kb et la présence du géne slr0790
contenant la cassette Q a 3,1 kb.

b. Analyse du phénotype des mutants

Les mutants N2 et H4 ne présentent pas de phénotypes apparents (par rapport a la souche
sauvage) lorsqu'ils se développent dans les conditions normales de culture. Afin d'analyser
leur phénotype, nous avons fait varier plusieurs parametres de culture dont l'intensité
lumineuse, la concentration en sels, le pH des milieux.

Nous avons tout d'abord étudié I’impact de fortes concentrations salines sur la croissance de
ces différentes souches. Ces expériences ont été réalisées a partir de cultures sur milieu
nutritif solide. La figure 27 montre que le mutant H4 (homologue de la protéine Umuc)
présente le méme phénotype que la souche sauvage. La croissance des deux souches (sauvage
et mutant H4) n'est affectée que pour les concentrations salines de KCI 1 M et de NaCl 1,2 M.
Dans les autres conditions, la croissance s'effectue normalement. En revanche, la croissance
du mutant N2 est affectée pour des concentrations de KCI de 0,6 M, et est trés faible pour une
concentration de KCI de 0,8 M. De méme, la présence de NaCl 0,8 M bloque la croissance de
ce mutant (figure 27). Ces expériences montrent aussi que le mutant H4 (mutation dans le
gene slr0790) présente les mémes phénotypes que la souche sauvage. Ainsi, le phénotype
observeé pour le mutant N2 dépend seulement de la mutation du géne srl0789.

Des expériences complémentaires en milieu liquide sont en cours actuellement. Elles
consistent a tester I'impact du pH et de fortes concentrations salines sur la croissance des
souches sauvage et mutantes. Les résultats préliminaires montrent que le témoin et le mutant
N2 ne poussent pas de la méme maniére a pH alcalin en présence de fortes concentrations
salines.

¢. Discussion

La régulation du pH cytoplasmique est essentielle & la croissance cellulaire et permet aux
cellules de s'adapter aux changements de pH de I'environnement (Padan et al., 1981). Deux
mécanismes sont donc nécessaires pour (a) augmenter le pHin: (lorsque le pHex: €st acide) et
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Figure 27. Impact de fortes concentrations salines sur la croissance des mutants de cyanobactéries
N2 et H4. La croissance des mutants par rapport a la souche sauvage est testée sur des milieux
contenant des quantités croissantes de sels (KCl de 0 a 1 M, et NaCl de 0 & 1,2 M). Afin de comparer
la croissance des différentes souches, la méme quantité de cyanobactéries a été déposée pour chaque
condition. S, souche sauvage. N2, mutant Aslr0789 homologue de IE18. H4, mutant Aslr0790.

inversement (b) pour diminuer le pHin (lorsque le pHex: est alcalin) (Padan et al., 1981). Les
antiports Na'/H" et K*/H" jouent un role essentiel dans le maintien de la pression osmotique
interne de la cellule et dans la régulation de pH. L'antiport Na*/H" permet :

- L'efflux de Na* lorsque la concentration en Na* interne est inférieure a la concentration
externe.

- L'import de protons lorsque le pH extérieur est alcalin. Padan et al. (1989) ont montré que
I'antiport Na*/H" est indispensable & une croissance des cellules en forte concentration saline
et pour une croissance de la bactérie a pH alcalin.

L'antiport K*/H" permettrait au contraire un efflux de protons lorsque le pH extérieur est acide
(figure 27) (Padan et al., 1981). Cependant cette théorie est controversée. En effet, plusieurs
études suggeérent qu'un antiport K*/H" permettrait I'influx de protons quand le pH cytosolique
augmente (Plack & Rosen, 1980 ; Kroll & Booth, 1983). D’autre part, d’autres systémes
d’échangeur ou d’uniport sont probablement impliqués dans la régulation du pH et des
concentrations en ions.

Suivant les phénotypes observés pour le mutant Asrl0789 (N2), différents systémes de
transport semblent étre affectés. Les expériences réalisées sur milieu solide montrent que le
mutant Asrl0789 ne pousse pas en présence de fortes concentrations de KCI et de NaCl. La
sensibilité au KCI est plus importante. Le mutant semble donc étre affecté dans un mécanisme
permettant I'extrusion de ces cations afin de réguler I’osmolarité cytoplasmique. D'apres le
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modéle de Kroll & Booth (1983), I'antiport K'/H" ou le canal sortant K* pourraient étre
affectés (figure 28, transporteurs 3 et 5).

Na* extracellulaire K* H* K*

H* K* K* H*

intracellulaire

Figure 28. Schéma représentant une partie des canaux ioniques qui pourraient intervenir dans la
régulation du pH et de I’osmolarité.

1. Antiport Na'/H" (Padan et al., 1981 ; Padan et al., 1989) permettant I’import de H”

2. Uniport K* entrant

3. Uniport K sortant

4. Antiport H/K" (Padan et al., 1981) permettant I’efflux de H*

5. Antiport H'/K" (Plack & Rosen, 1980 ; Kroll & Booth, 1983) permettant I’influx de H*

Dans I'état actuel de nos travaux sur la croissance des cyanobactéries en milieu liquide a
différents pH, plusieurs hypotheses peuvent étre avancées. Si la croissance du mutant est
affectée a pH alcalin, ceci signifierait que le mutant ne peut plus réguler son pH
cytoplasmique, et plus particulierement I'acidification du cytosol. La mutation pourrait donc
affecter l'antiport K*/H" (figure 28, transporteur 5), dans le cas ou il est responsable de
I'acidification du cytosol (théorie de Kroll & Booth, 1983).

Si, en présence de fortes concentrations salines la souche mutante est résistante a pH alcalin,
on peut penser que le mutant est affecté dans un systéme d’import du K* (figure 28,
transporteurs 2 et 4), et plus particuliérement au niveau d’un canal entrant K*. En effet, dans
ce cas, la croissance du mutant n’est pas affectée par des variations de pH en absence de sels.

Ensemble, les expériences réalisées sur milieu solide et nos observations préliminaires
réalisées en milieu liquide suggerent que chez Synechocystis la mutation Asrl0789 affecte
probablement un systéme d’import ou d’export du K*, ou un systéme échangeur K*/H".

4. Conclusion

Les protéines IE18 et IE16 présentent des homologues chez les cyanobactéries. Afin d'obtenir
des informations sur la fonction de ces protéines, nous avons construit un mutant (Asrl0789)
du géne homologue a iel8. Le mutant pour la protéine homologue a IE16 n'a pas encore été
obtenu. L'analyse des phénotypes du mutant Asrl0789 dans certaines conditions de croissance
suggere que le mutant pourrait étre affecté dans un systeme de transport des cations et plus
particuliérement de K* et/ou de H”.
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Par analogie, il serait donc possible que la protéine 1E18 puisse correspondre au canal entrant
K" identifi¢ dans I'enveloppe (voir figure 2, n° 13), ou a un autre systéme de transport de
cations non encore identifié. Elle pourrait ainsi intervenir dans la régulation des flux ioniques,
du pH et de I'osmolarité.

B. Obtention de mutants d'Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana est une plante modele facilement utilisable en laboratoire pour les
raisons suivantes : sa petite taille permet d'ensemencer un nombre important de graines
(jusqu'a 1 000) dans une boite de Pétri, c'est une plante autofécondable qui peut produire
jusqu'a 10 000 graines par plant. Le cycle de reproduction est court, environ 8 semaines. De
plus, Arabidopsis posséde un petit génome (120 Mb) et peu de séquences répétées (Azpiroz-
Leehan & Feldman, 1997).

1. Principe de la production de mutants d'insertion

Les transposons ont été les premiers éléments mutagénes insertionnels utilisés pour
I'obtention de mutants dans les plantes. Arabidopsis ne possédant pas de transposons actifs
endogénes, une autre approche a été développée par différents laboratoires pour obtenir des
mutants dans cette espéce. Cette approche consiste a intégrer un fragment appelé ADN-T. Ce
fragment d'ADN provient du plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens. Pour I'obtention des
mutants, les genes induisant les tumeurs dans ce plasmide ont été remplacés par des génes de
résistance aux antibiotiques et parfois des genes marqueurs. Cet ADN-T modifié est ensuite
transféré dans la cellule végétale par l'intermédiaire d'Agrobacterium tumefaciens et va
s'insérer dans le génome. Le locus interrompu par l'insertion de 'ADN-T est donc étiqueté. Ce
systeme présente l'avantage d'introduire une insertion aléatoire de I'ADN-T et un faible
nombre de copies. En effet, les ADN-T ont éte retrouvés dans les introns et les exons, ainsi
qu'au niveau des régions 3' et 5' de part et d'autre des génes. Le nombre moyen d'insertion est
de 1,5 par génome diploide (Feldmann, 1991).

Les premiers transformants étaient obtenus par transformation a partir de feuilles, de tiges ou
de racines, et ensuite par régénération de la plantule. Cette technique engendrait un fort taux
de variants somaclonaux. Ainsi, une nouvelle approche a été développée par Feldmann &
Marks (1987) qui consiste a transformer directement les graines. La collection de lignées
transformées de I'INRA de Versailles que nous avons utilisée a été générée par infiltration
sous vide de plantes sauvages adultes avec une suspension d'Agrobacterium (Bechtold et al.,
1993). Les plants sont ensuite cultivés jusqu'a maturité. Les plantes issues des graines
produites (T1) lors de l'inflorescence contiennent des transformants avec un rendement
important. Ces graines (T1) sont cultivées en serre et sélectionnées pour leur résistance au
Basta (dont le géne de résistance est porté par 'ADN-T). Les graines T2 obtenues par
autofécondation des plantes résistantes au Basta sont & nouveau semées et les plantes sont
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sélectionnées pour leur résistance a la kanamycine (un autre marqueur de résistance porté par
I'ADN-T). Seuls les transformants contenant ce gene de résistance pourront se développer.
Les graines T3 sont obtenues apres autofécondation de ces plants. Ces graines (T3) sont
ensuite analysées pour déterminer le nombre d'inserts, et le phénotype des plants est étudié.
L'ADN-T utilisé contient un gene de résistance a la kanamycine, le gene nptll, et un gene
rapporteur le gene uidA qui code la B-glucuronidase. Ce géne rapporteur n'est pas exprimé
sauf s'il est intégré prés du promoteur d'un gene chromosomique. Il est alors possible de
suivre I'expression du géne muté en fournissant les substrats de I'enzyme a la plante.

Il est plus difficile d'atteindre la saturation d'un génome avec les ADN-T qu'avec des
transposons. En revanche, la mutagenese avec I'ADN-T résulte en un nombre d'insertions plus
faible (1 a 2 loci par lignée), les insertions sont stables, faciles & maintenir et jusqu'a présent
ne montrent pas de forts biais d'insertions (Azpiroz-Leehan & Feldmann, 1997). Sachant qu'il
y a environ 1,5 insertions par génome diploide, que le génome d'Arabidopsis thaliana contient
20 000 genes, et que les génes d'Arabidopsis thaliana ont une taille moyenne de 4 kb, 20 000
transformants contiennent a priori 30 000 insertions, ce qui correspond a une saturation de
génome de 65 %. Par extrapolation, il faudrait 100 000 lignées transformées pour saturer
totalement le génome (Bouchez & Hofte, 1998 ; Azpiroz-Leehan & Feldman, 1997).

2. Criblage de la banque d’insertion

a. Principe du criblage

La technique de criblage consiste a amplifier 'ADN génomique des transformants par PCR en
utilisant des amorces specifiques de 'ADN-T et des amorces spécifiques du gene (Bouchez &
Hofte, 1998). Cette technique a été mise au point et utilisée avec succés par Ballinger &
Benzer (1989), Kaiser & Goodwin (1990) pour identifier des mutations dues a des insertions
de I'élément-P (transposon) chez la Drosophile. Nous avons utilisé cette approche sur 10 000
lignées transformées provenant de la banque d'insertion de I’INRA de Versailles.

Les lignées que nous avons criblées (en collaboration avec Daniel Salvi) sont organisées en
pools et en superpools dans un tableau a deux dimensions afin de faciliter l'identification des
mutants (ADN préparé par Frédéric Gaymard, CNRS/INRA, ENSA-Montpellier). Chaque
pool comprend I'ADN issu de 100 plantes. Les pools A et B contiennent respectivement les
lignées 1 a 100 pour Al, 101 a 200 pour A2...; 1, 101, 201, 301...9901 pour B1, 2, 102,
202...9902 pour B2 ...(voir annexe 5). Les pools sont ensuite regroupés en superpools. Un
superpool comprend 5 pools donc I'ADN issu de 500 plantes. Les supers-pools A et B
contiennent respectivement les pools Al & A5 pour le superpool Al, A6 a A10 pour le
superpool All ..., et B1 a B5 pour le superpool Bl, B6 a B10 pour le superpool BlI... Il y a de
50 a 100 pg d'ADN géenomique par plante étiquetée, soit environ au maximum 10 ng d'ADN
total dans un pool et 50 ng d'ADN total dans un superpool.
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La technique consiste donc a cribler par PCR les superpools. Les amplifications obtenues sont
ensuite analysées par Southern avec une sonde spécifique du géne et une sonde spécifique de
I'ADN-T. Si un fragment amplifié croise avec les deux sondes, il est alors séquencé pour
vérifier s'il correspond bien au gene recherché contenant I'ADN-T. La méme analyse est alors
réalisée sur les pools contenus dans le superpool identifié. Ceci doit étre réalisé pour les
superpools et pools A et B afin d'obtenir a la fin une seule plante. L'orientation de I'insertion
de I'ADN-T n'étant pas connue et le géne recherché étant plus ou moins grand, il est
nécessaire d'utiliser plusieurs couples d'amorces, ce qui multiplie le nombre de PCR a réaliser.
La figure 29 montre les différentes amorces possibles sur I'ADN-T et sur le géne recherché.

tag5 tag3
ADN-T
AL A3,
4| |7
A2 A4

Figure 29. Positions des différentes amorces utilisées pour le criblage par PCR. Les amorces
spécifiques du géne sont placées tous les 1 a 1,5 kb, et dans chaque orientation. Tag5 et tag3 sont les
amorces correspondant respectivement aux séquences des bords gauche et droit de I'ADN-T.

b. Choix des amorces

Les amorces sont choisies dans des régions de forte complexité. Il est préférable d'avoir un
pourcentage de G/C de 40 a 50 % au maximum, donc de choisir des régions moins riches en
G/C. Les régions répétées et inversées (formation de boucles) sont a éviter, ainsi que les
régions contenant une répétition du méme nucléotide. En général, les amorces ont une taille
de 24 ou 25 bases et une température de fusion (Tm) comprise entre 60°C et 65°C. Plusieurs
amorces gene-spécifiques sont choisies tous les 1 a 1,5 kb, ce qui évite I'amplification de
fragments d'ADN trop grands selon l'insertion de I'ADN-T. Il est ensuite indispensable
d'analyser les différents couples d'amorces spécifiques du gene. Ceci est réalisé sur de I'ADN
génomique d'une lignée sauvage sur 20 et 200 pg d'ADN. La figure 30 montre les résultats
obtenus pour les combinaisons d'amorces spécifiques du gene iel8.

Trois combinaisons d'amorces (spécifiques du géne) ont été testées : les amorces 10 + 8, 150
+ 8, 340 + 8. La figure 30 (1lab et 4ab) montre qu'aucune amplification n'est obtenue avec le
couple d'amorce 10 + 8. Une amplification est obtenue avec le couple d'amorces 340 + 8 mais
seulement sur 20 pg d'’ADN et avec I'ADN polymérase Extra-Pol I. Ces deux premieres
combinaisons d'amorces ne peuvent donc pas étre utilisées pour les contréles positifs
d'amplification. En revanche, le couple d'amorces 150 + 8 permet une amplification dans
chaque cas testé (figure 30, 2ab et 5ab). C'est donc cette combinaison qui a été choisie comme
contrdle positif lors des étapes de criblage ultérieures.
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La figure 30 montre aussi qu'une combinaison d'amorces peut donner une forte amplification
sur une quantité faible d'’ADN et ne rien donner pour des quantités plus importantes. C'est un
probléme que nous avons rencontré (avec I'enzyme Extra-Pol I, Eurobio) lors du passage des
superpools (100 pg d'ADN/plante) aux pools (500 pg d'’ADN/plante). Des variations de
quantités d'ADN sont aussi retrouvées entre les superpools A et B.

Il est important de choisir un couple d'amorces qui donne I'amplification la plus forte et sans
bande artéfactuelle. Le choix de la polymérase utilisée pour les PCR est aussi important car
selon les fournisseurs la sensibilité et le rendement sont trés variables (figure 30).

ADN polymérase Extra-Pol I  ADN polymérase Advantaq plus
la 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b 6a 6b M

Figure 30. Test des couples d'amorces spécifiques du géne iel8. Trois couples d'amorces sont testés
sur deux quantités différentes d'/ADN génomique de lignée sauvage d'Arabidopsis thaliana. a, 200 pg
d'’ADN. b, 20 pg d'ADN. 1 et 4, amorces 10 + 8 ; 2 et 5, amorces 150 + 8 ; 3 et 6, 340 + 8. La
localisation de ces amorces sur le géne iel8 et par rapport a l'insertion de I'ADN-T est montrée sur la
figure 34. L'amorce 10 est située le plus loin de l'insertion et I'amorce 150 le plus prés. Deux ADN
polymérases différentes ont aussi été testées. De 1 a 3, enzyme commercialisée par Eurobio (ADN
polymérase Extra-Pol I) ; de 4 & 6, enzyme commercialisée par Clontech (ADN polymérase Advantaq
plus). M, marqueur de taille.

3. Criblage de la banque d'insertion pour I'identification de mutants du géne iel8

Les amorces spécifiques du gene iel8 choisies pour le criblage et leurs positions par rapport
au gene sont representées sur la figure 34. Les superpools A ont été analysés par PCR en
utilisant 4 combinaisons d'amorces comprenant les deux amorces spécifiques du gene et celles
spécifiques de I'ADN-T. L'utilisation de ces différentes combinaisons est nécessaire puisque
I'on ne connait pas l'orientation de I'ADN-T. Les produits des amplifications sont ensuite
analysés sur gel. Le gel obtenu pour l'analyse des superpools Al a AX avec une des
combinaisons est présenté sur la figure 31A. Plusieurs fragments peuvent étre obtenus. Afin
de verifier s'ils correspondent bien a un fragment du géne contenant l'insertion, une analyse
par Southern est réalisée en utilisant une sonde spécifique de I'étiquette et une autre spécifique
du geéne. Cette analyse est réalisée en mélangeant les réactions de PCR obtenues par les
différentes combinaisons d'amorces pour un superpool.
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Figure 31. Criblage des superpools et pools A pour I'identification de mutants du géne ie18 (Ne sont
présentés que les résultats obtenus pour les superpools | a X). A. Amplification par PCR sur les
superpools Al a AX avec le couple d'amorces 10 (amorce spécifique du géne) et tags (amorce de
I'ADN-T). L'astérisque indique la bande amplifiée dans le superpool AV. +, contrble positif pour la
réaction de PCR. B. Identification du superpool A contenant un mutant du gene ie18 par Southern sur
les produits de PCR. L'hybridation est effectuée soit avec une sonde spécifique du gene (photo B1)
soit avec une sonde spécifique de I'ADN-T (photo B2). Les réactions obtenues par PCR pour un
superpool avec les 4 combinaisons d'amorces (8 + tag3, 8 + tag5, 10 + tag3, 10 + tag5) sont mélangées
pour I'analyse par Southern. Seul le superpool AV contient un fragment d'/ADN qui s’hybride avec les
deux sondes. C. Détermination du couple d'amorces permettant l'identification du mutant. Une
aliquote de chaque amplification par PCR sur le superpool AV est utilisé pour une réamplification
avec le méme couple d'amorce. a, 8 + tag3. b, 8 + tagh. ¢, 10 + tag3. d, 10 + tag5. +, contrdle positif.
D. Identification du pool A contenant le mutant. Une amplification par PCR est réalisée sur les pools
A21 a A25 en utilisant le couple d'amorces 10 + tag5. L'identité des fragments amplifiés est confirmée
par séquencage (voir annexe 6).

La figure 31B montre que le fragment amplifié dans le superpool AV est révélé par les deux
sondes. Le superpool AV contient donc I'ADN génomique d'une plante ayant une insertion de
I'’ADN-T dans le gene iel18. Afin de connaitre la combinaison permettant I'amplification de ce
fragment, une ré-amplification est effectuée sur une aliquote des amplifications obtenues pour
chacune des combinaisons sur ce superpool. La figure 31C montre que la combinaison 10 +
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tag5 (d sur la figure) correspond a celle qui permet la détection du fragment d'/ADN. Le
séquencage du fragment obtenu permet de confirmer sa nature et indique en plus la position
de I'insertion de I'ADN-T.

L'analyse d'homologie de la séquence obtenue est présentée dans I'annexe 6. L'insertion se
situe au niveau du premier intron du géne (figure 34). Le méme couple d'amorces est ensuite
utilisé pour cribler les pools A21 & A25 contenus dans le superpool AV. Un seul fragment
d'environ 600 pb est obtenu dans le pool A23 (figure 31D). Le séquencage a confirmé
I'identité du fragment. Pour chaque amplification par PCR, un contréle positif est réalisé. Il
consiste en une amplification sur 20 pg d’ADN issu de lignée sauvage avec les deux amorces
spécifiques du gene.

+ | imnm m v Vv M VI vl VI IX X
A ﬁ_',.._, =)
BVII BXIV
B + M 31 32 33 3435 66 67 68 69 70

Figure 32. Criblage des superpools B et des pools B pour I'identification de mutants du géne iel8.
A. Amplification par PCR sur les superpools Bl a BXX avec le couple d'amorces 150 (amorce
spécifique du géne) et tag5 (amorce de I'ADN-T). Deux bandes sont amplifiées pour deux superpools,
une vers 400 pb dans le superpool BVII, et une & 1,6 kb dans le superpool BXIV. +, contrdle positif
pour la réaction de PCR. B. Détermination des pools B contenant les mutants du géne iel8. Les pools
contenus dans les superpools BVII (B31 a B35) et BXIV (B66 a B70) sont criblés avec les amorces
150 + tag5. Deux mutants sont donc identifiés. L'identité des fragments amplifiés est confirmée par
séquencage (voir annexe 6). +, contr6le positif. M, marqueurs de taille.
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Le pool A23 contient donc un mutant du géne iel8. Cependant, ce pool contient 100 plantes
différentes. Il est donc nécessaire de cribler les superpools et pools B afin de déterminer la
plante d'intérét. Le couple d'amorces 10 + tag5 ne permettant pas I'identification du superpool
B, une autre amorce a été choisie et testée. Il s'agit de I'amorce 150, elle se situe plus prés de
I'insertion de 'ADN-T et permettra donc d'amplifier un fragment plus court.

Le criblage des superpools B avec la combinaison 150 + tag5 a permis I'amplification de deux
fragments : un fragment de 400 bp dans le superpool BVII, et un fragment de 1,6 kb dans le
superpool BXIV (figure 32A). Le séquencage de ces deux fragments montre que le fragment
de 400 pb correspond au mutant avec l'insertion de I'ADN-T au niveau du 1% intron (mutant
A18-1). Le fragment de 1,6 kb correspond a un nouveau mutant (mutant A18-2) dont
l'insertion de I'ADN-T se situe dans le 2°™ intron (figures 34 et 38). Les pools des superpools
BVII et BXIV ont ensuite été criblés, la figure 32 montre que le pool B33 contient le mutant
A18-1, et le pool B67 le mutant A18-2.

Afin d'identifier le superpool A contenant le mutant A18-2, un nouveau criblage des
superpools A a été réalisé avec les amorces 150 + tag5. En plus du fragment déja caractérisé
dans le superpool AV, un deuxieme fragment est amplifié dans le superpool AVII. Le
séquencage de ce fragment montre qu'il correspond a une insertion de 'ADN-T au méme site
que le mutant A18-1 localisé dans le superpool AV, ces deux superpools contiennent donc le
méme mutant. Le criblage des pools A correspondant au superpool AVII donne une
amplification dans le pool A34 (figure 33A).

Le mutant A18-1 est donc présent dans les pools A23, A34 et B33. Il correspond donc aux
plantes 2233 et 3333. D'apreés la banque de I'INRA de Versailles, ces plantes sont appelées
CPB1 pour le mutant A34/B33, et ACE3 pour le mutant A23/B33.

A AVII

31 32 33 34 35 M

Figure 33. Criblage des pools A pour I'identification de mutants du géne iel8. A. Identification du
pool A contenant le mutant A18-1. Les pools A31 a A35 du superpool AVII sont criblés avec les
amorces 150 + tag5. Une bande est amplifiée autour de 400 pb dans le pool A34. B. Identification du
pool A contenant le mutant A18-2. Les pools A6 a A10 du superpool All sont criblés avec les amorces
1440 + tag5. Une bande est amplifiée autour de 550 pb dans le pool A7. L'identité du fragment
amplifié est confirmée par séquengage (voir annexe 6). M, marqueurs de taille.
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A.
Mutants Superpools A/B Couples d'amorces ~ Amorces utilisées Taille de
(et Pools A/B) utilisés pour laPCR  pour les séquences  I’'amplification
& (353) SP AV (P A23) 10 + Tag 5 10 + Tag 5 650 pb
ACE3 (A23/B33) SP AVII (P A34) 150 + Tag 5 Tag 5 360 pb
ou
CPB1 (A34/B33) SP BVII (P B33) 150 +tag 5 Tag 5 360 pb
® (1765) SP All (P A7) 1440 + Tag 5 Tag 5 550 pb
ABH11 SP BXIV (P B67) 150 + Tag 5 Tag 5 1600 pb
B.
MASVPVRPLPLLRRNITSTTASKSSPMLANVSSRHSLGISTYDEFLKQIKTPATVNHRRR 60
VSTVVASAGNLTAPSWDSWKPDKTAAATALLLSDV IWPAA4 GAFAAMALLGRMDQMLSPKG 120
ISMSVAPLGAVSAILFITPSAPAAR.KYNIFLAQIGCAAIGVVAFSVFGPGWLARSVALAA 180
STAFMVITRANHPPAASLPLMFIDGAKFHHLNFWYALFPGAAACVILCLLQS1VCYLKEN 240
MKF 243
C.
taatacacatatttgcgtgtgtgtatataaataaaaacatgcatacatgtatcatttgtc -120
tgtctccqattggctaagaaaacagagagaatcggtatttttagcctttgctaagatatt -60
ttgatcaaaaatcccacttttgagcggtcttatctttattctccacctcaaaggaccatt Amorce 10
tctcatggcttctgttccggtgagacctctacctcttcttcgeccggaacatcacctcgac 60
M A SV PV RPULWPULILRRNITST
gacggcttcgaaatcatctccaatgctcgccaacgtttcgagccggcattctctcgggat 120
T A S K SSPMULANVWVSSRHSL G I
ctctacgtatgatgaatttttgaagcaaataaaaactccggcaactgtgaaccaccggcg 180
S T Y DUEFULIKOQI1 KTPATVNUHIRR
gcgagtaagtacggtggtggcgtcggcgggaaacttgacggcgccgtcgtgggattcgtg 240
R vsSTVVASAGNTULTAPZSWD S W
gaagcctgataagacggcggcggctacggctcttttgctgagtgacgtcatatggcctge Amorce 150
K P DK TAAATA AIWLIULULSTIDUV I WPA
tgctggttagtcatttaaaaagaattactatttactaattactaatttagtgatttaaga 360
A
tcacaatttaattagtatttttttgtcaaatgctttgagatatataattcttttact®aat 420
gttttctcgatcgtcaaaaattgattgctcaatcagaagaactacaagaggcgattaggg 480
taaaaaaaagaagagagaagaagtgcacaaaagaaaataaaattagaaaattaatggaca 540
attataatattaattaatttctgactgactaaaagatgagtatagaaaaaatatggagag 600
agtcagagagagaatgtgtcttttcttaaggccaaaaggtcattcatatgaacctttacc 660
gttcgaatttgaccaattttattgtattttaccttgaactagctagcttagtatttgact 720
ataaatggtgtgatttacaaaaaaataatctaaaaaattagaatagaactctaaataatt 780
tgataaaagatattaattacctcaaaagtatgaaaattagtttatgacataaatatattc 840
aaagattaagtaactgttagttaaaagttgaatatctgtatctaaaaaaaaaagagttaa 900
ataattgaatcgtggcatgttgtatttgaatatgtttgcaaattaccttaatgatgggaa 960
atatgcatgcaagtcaaactcatttgttcgtgagagaatcttagtttgcgtttagtcaaa 1020
ccctatgctgacagagagcttatattatttattattcaaggtttatagctgacttcatcc 1080
tattattatgaaactatattcatctgtgtctcagctatagttagttaattaattacccat 1140
ctacggtttcaacttgatctgaattttagcggaccatgttgtcatgtaatatatttggat 1200
tcaattttgttataggtattgtatcttattcatatgtaactcttttgttagagcctttac 1260
aaaaaatgtgagtagtgataataccgtttgttttggtttcttaattgaattttgttttat 1320
1380

gagtaggagcgtttgcggcaatggcattattgggaagaatggatcaaatgctatctccga
AF A AMALULGRMDQMTUL S P

aaggC_cgcagtctccgccattcttttcatcaccc
K 66 I S MmSV APLGAV S A1 L F I T

Amorces 6 et 8
et 1440

116




Chapitre 1l : Approche fonctionnelle

cttctgctcctgctgctcgggtaaatctttagttaaccgtttttccatataatagcggtc 1500
P S A P A AR
taattatatttgcggttaaacgcaaacgcttcattgtcttttctgtgagacaaaaaatgc 1560
aaataccaaaagtgagttgttaggatttggatggtgtgtaacaaacatagaggaattgaa 1620
taatcaaaagtagaaagtagtggttagaggagacattttcccactaagttctatatccat 1680
aagctagttgaagattttcttctaattttgttcttgtgcttacacttttctatggaataa 1740
atctagaggtccactattttatcgttg atltgatactttcatatatttggataattagtca 1800
caacctatttcagccatcttctcatgtttagattggaaagagatgccatcacatcaagtt 1860
aaaatagaaacttgaagtactagtaattggtaatttgtcatcgtatcagttatttaactg 1920
attaattgaggagtgtgttttgtgtttcttatattttcagaaatacaatatatttttggc 1980
K Y N I F L A
tcaaataggttgtgctgcgattggggtggtagctttctccgtcttcggcccaggectggct 2040
Q I G C A A1l GV V AF SV FGPGWL
cgcccggagtgtcgcecctcgecgcettccatcgettttatggtcattactcgtgccaatca 2100
AR SV AL AASI A FMYV I TRANH
ccctcctggtaaatatttacttctttaaatttttaccgaaatcagaaattgttttcttga 2160
P P
ttcaaagtttttgaactctttttcataaaatgatataatttcacatgttcgatttttgac 2220
attgttattataaaaaggaaaaatgatgcaaatgaatattttttttttaaaaacatctga 2280
cttagtgatttttagcccatattattttaaggaaagatttgaatcaaaccaaaaagccca 2340
aaaagaaaccatttattcacccatgatctgaaaaatgtaataaataatctggcccccgcg 2400
actttaggtataccttcataaataacctgaaacttttggttggagcagaaacgtcccctt 2460
tatatatactcttcacaattttctcagtctctttaattaagaaagaaagtcaaatgcgat 2520
tttattattattatttgcttctcgtcaattaatttacatattttgagagttgatattgat 2580
tattatctataattcatctgataaaattacagcggcgagcttaccactaatgttcataga 2640
AAA S L P L MF 1 D
tggagcaaagttccatcacttgaatttctggtacgcattgttcccaggtgcagctgcttg 2700
G AKFHHLNIFWYALFUPGAAASTC
tgtcatcctctgccttctcgtaagttttgtaattctcaaaaacaataaaatcaagataat 2760
vV 1 L C L L
gtttaatggcgaatattttggttataagatttaacgtgataattaagtactaatctgatt 2820
caaattgatttcttggcagcaatcgatcgtatgttacttgaaggaaaacatgaaattttg 2880
S I v CYy L K ENMMK F -
atgaa ttaatgatatatataatacatacatatcga [AROrCELE(POOISA)
tggaaatcttgtgaaaatatttgattcatatgtatacacttgatgaacgtatgtaaatga +120
ctaaataattattaagttcattcaatattatcgtggtct*tctccgattccttattatcat * poly-A
tttcctaattcttacataattaacagtttaacacctcatacaaaggattatacgagttaa +240
ttattttcgctccataaatttccaaaattacgtaacattgtgtctttgtgatatgcctgt +300
aacaaaaatatatgtatcaattgtgttttaaagatggactgtttggcaaattgtttggac +360
ggctgtcgtggtgagcttgaatttcctaataagggtatacgaaaacctaatttgttcagg +420
aaaatagagataatacttattttattttgataaagaaacatactacttgacgaaaaaacg +480
aaaacaaaagaaacatatactacttatttcattttcatttgtttttgtattcaacaaagt +540
acgcaattgaattcacattcaccgtacgtatgagaaaacttagtctacgatatttttctg +600
aatttatgtgaagaaaaaagctaaaaagaaaatcaaaatattttatcaacatcttactgc +660
taacttatttatgactaatcaccttaataaaaacctggtaaattatgcataaccctttta +720
a*aaaattcagattccggttgatagatgtaaatatg Amorce 7(Pools B)

Figure 34. Identification de mutants étiquetés du géne iel8 d’Arabidopsis. A. ldentification des
insertions de 'ADN-T dans le géne iel8. Pour chaque mutant, sont indiqués les superpools et les pools
dans lesquels les mutants ont été identifiés, ainsi que les amorces qui ont permis cette identification et
la taille du fragment amplifié. B. Position des insertions de I'ADN-T dans la protéine IE18. La position
des ADN-T dans la séquence polypeptidique de la protéine est indiquée par un losange et par un
cercle. C. Positions des insertions de 'ADN-T dans le géne iel8, indiquées par un losange et par un
cercle. Les amorces utilisées correspondent aux acides nucléotidiques surlignés en gris. Les introns
sont indiqués par les caracteres en italiques. Les codons d’initiation et de terminaison sont soulignés.
SP : superpool. P : pool.
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Un nouveau criblage des superpools A a été réalisé en utilisant une autre amorce afin
d'identifier le 2°™ mutant. Les résultats montrent une amplification dans le superpool All. Le
fragment amplifié correspond au mutant A18-2. Le criblage des pools A6 & A10 donne une
amplification dans le pool A7 (figure 33B). Le mutant A18-2 est donc présent dans les pools
AT et B67, il correspond au mutant appelé ABH11 dans la banque de I'INRA de Versailles.

4. Criblage de la banque d'insertion pour I'identification de mutants du géne iel6-1

La technique de criblage est identique a celle utilisée pour le criblage des mutants du géne
ie18, ainsi seuls les principaux résultats sont mentionnés. Les amorces utilisées et leurs
positions sur le géne sont indiquées sur la figure 35. Le criblage des superpools B et A avec le
couple d'amorces 9 + tag3 a permis l'identification d'un mutant dans les superpools BVIII et
Al. Le séquencgage des fragments amplifiés montre que I'ADN-T est inséré dans la partie
codante de la protéine (voir figures 35 et 38). Les pools Al a A5, et B36 a B40 ont ensuite été
criblés avec la méme combinaison d'amorces. Le mutant A16-1 a été identifié dans le pool
B38 et le pool A5. Ce mutant correspond donc a la plante 438 appelée ABC9 dans la banque
de I'INRA de Versailles. Un deuxieme mutant a été obtenu en utilisant les amorces 9 et tagb
(figure 35). Ce mutant correspond & une insertion de 'ADN-T dans la partie 3' non codante du
géne iel6-1. La position de I’insertion suggére qu’elle n’aura pas d’effet sur I’expression du
géne iel6-1. Ce mutant a été identifié dans les superpools AXVIII et BllI et les pools A90 et
B14. La plante correspondante est DIF6.

5. Analyse du phénotype des mutants

Le criblage de la banque d'insertion par PCR a permis d'identifier deux plantes ayant une
insertion de I'ADN-T dans le gene ie16-1 (ABC9 et DIF6) et deux plantes ayant une insertion
de I'ADN-T dans le géne iel8 (ABH11 et ACE3). L'étape suivante de ce travail consiste a
obtenir des plantes homozygotes pour le géne altéré et a analyser leurs phénotypes. Les
protocoles utilisés pour la culture des plants d'Arabidopsis sont décrits ci-dessous.

a. Culture des plants d'Arabidopsis thaliana

a. Préparation des graines d'Arabidopsis thaliana et semis sur milieu nutritif solide

Les graines (environ 10 mg) sont stérilisées par une incubation de 10 min dans 1 ml d'un
mélange contenant 9 ml d'éthanol et 1 ml d'une solution A (1 comprimé de barychlore dans 40
ml d'eau distillée, Triton-X100 0,5 % [p/v]), puis rincées deux fois avec de l'eau distillée
stérile. Les graines sont remises en suspension dans une solution d'agarose 0,3 % [p/v] pour
obtenir une répartition homogeéne. Elles sont semées en conditions aseptiques une a une sur un
milieu nutritif solide (2,21 g de base minérale de Murashige et Skoog, 2,5 g de saccharose
dans 500 ml d'eau distillée et d'Agar 0,8 % [p/v]). Chaque boite est entourée d'un film
micropore qui ne laisse diffuser que les gaz (O, et CO,), puis placée a 4°C et a l'obscurité,
pendant 4 jours. Ce traitement permet de synchroniser la germination des graines.
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A.
Mutants Superpools A/B Couples d'amorces Amorces utilisées Taille de
(et Pools A/B) utilisés pour les PCR pour les séquences I’amplification
< (109) SP Al (P A5) 9+ Tag3 Tag 3 535 pb
ABC9 SP BVIII (P B38) 9+ Tag 3 9 535 pb
® (+279) SP AXVIII (P A90) 9+ Tag5b 9+ Tagh 1200 pb
DIF6 SP BIlI (P B14) 9+ Tag5h Tag 5 1200 pb
B.

MASLCLSLHQTLTNPLSAPRCRPLSLSFPGSSTFSIR®PSSRRATALTTRASYTPTPATERVISIASYALP 70
FENSLQYGRFLFAQYPRLGLLFEPIFPILNLYRSVPYASFVAFFGLYLGVVRNTSFSRYVRFNAMQAVTL 140
DVLLAVPVLLTRILDPGQGGGFGMKAMMWGHTGVFVFSFMCFVYGVVSSLLGKTPY PFVADAAGRQL. 208

C. gttgttcacgaag
ccctctagtaccatatataggcccatttatatagctaagtcggcccaattatgttgttag
tgtgcgcgggccaaattttagattcgaaaacggcagegtttgagetgttacttttttttg
ctcttcttgtcaacaaatcgacactgccgactaaacagcgaaaatcccaaacaaaaaaat
aaaagaatggcgtctctgtgcctttctctccaccaaaccctaactaatcecctgtegget

M A S L CL S L HQTLTNWPL S A

cccagatgcagaccactcagcctctccttccccggatcctcaaccttctcgatcc€gecce

P R CWRWPWLSL SFP G S STUFS 1T R P
tctagcagacgcgcaaccgccttgacgacccgcgcctectacaccccgacgecggcgact
S S RRATALTTWRASY TWPTWPAT
gagcgcgtgatttcgatagcgtcgtacgcgctgecgttcttcaattctctgecagtacggg
E RV I S 1 A SYALPUFUFNZSULIOQYG
cggttcctgttcgcgcagtacccaaggctgggattgctgttcgagccaatctteccaate
R F L FAQYPRLGLLFEP 1T F P 1
ctgaacctgtacagatcggtgccgtacgcgagcttcgtggcattcttcgggetgtacctg
L NLYR SV PYASZFV AZFUFGUL Y L
ggagtggtgaggaacacgagtttcagtaggtacgtgaggttcaacgcgatgcaggcggtg
G VVRNTSFSIRYVRFNAMMZOQAYV
acgctggatgtgctcctggcggttccggtgctgctgacccgaatactggatccgggtcaa
T L DV L L AV PV LLTWRI1I L DUPGQ
ggaggcgggtttggaatgaaggcgatgatgtgggggcacacgggggttttegtcttcage
G 666 F GMKAMMWGHTGV F V F S
tttatgtgttttgtgtatggagtcgtcagctccttactcggcaaaactccatacattcca
F M CF VY vV v S S L L 6K TPY I P
tttgtcgctgatgccgccggtagacaactcgggttccggccaatatctacctcactcagt
F VvV ADAAGIR QL -

gttcgggttttcgattctagaatcggttatttctggtttataagagagaccaaatcaatc
agtgttgttaattaaccattaccgttttaaaaaaaatattttttgttatactcccaacat
ttgatttggcccaatatgaaagaacagtatggggggcctttaatgaagctatcattgact
gagtataattttacaatcgtcggtgaaaaggtaactaagtaaacggtaaaaaaatgagcg

ccgtctatctt®accgcgcaatgaatgagaagtcaatttgggaaactgatcggagaaaaga

gggagagagggtttctcagctgaaatcaaaatgggtattatcagatttcaaatcctgaat
ccgacgaggatttgtaggtctactatatattatatgtcttgecgttatctgccatcatca

tcatcatcatcatcaccactccgagtatcttcttcttcatcgcaaaaacctagtttegat
ttctccagaaggtggcattttggtcaccc*ctgga

Amorce 9
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Figure 35. Identification de deux mutants étiquetés du géne iel6-1 d’Arabidopsis. A. Identification
des insertions de I'ADN-T dans le géne ie16-1. Pour chaque mutant, sont indiqués les superpools et les
pools dans lesquels les mutants ont été identifiés, ainsi que les amorces qui ont permis cette
identification et la taille du fragment amplifié. B. Position des insertions de 'ADN-T dans la protéine
IE16-1. Les deux positions de 'ADN-T dans la séquence polypeptidique de la protéine sont indiquées
par un losange et par un cercle. C. Positions des insertions de I'ADN-T dans le géne ie16-1, indiquées
par un losange et par un cercle. Les amorces utilisées correspondent aux acides nucléotidiques
surlignés en gris. Les codons d’initiation et de terminaison sont soulignés. SP : superpool. P : pool.
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L. Culture en phytotron

Les boftes sont déposées dans un phytotron & la lumiére (50 & 60 HE m™s™). La photopériode
est fixée a 10 h de jour, la température est de 22°C et I’hygrométrie de 65 %. Apres 15 jours
de croissance en conditions aseptiques, les plantules sont transférées en sol (terre stérilisée
avant utilisation). La culture se poursuit jusqu’a maturité des graines. Les graines récoltées
sont séchées a l'air libre.

b. Obtention des plantes homozygotes pour le géne interrompu

Lorsque la plante est identifiée, le lot de graines correspondant est demandé au centre de
I'INRA de Versailles (lots fournis par Nicole Bechtold, INRA Versailles), les graines
obtenues correspondent a la génération T3. Les graines sauvages et mutantes sont stérilisées
puis semées sur milieu nutritif solide dans des boites de Pétri.

Il est nécessaire de semer un nombre important de graines afin d'étre sdr d'obtenir des mutants
homozygotes pour le géne altéré. En général, environ 20 graines sont semées par boite et 3
boites sont préparées pour chaque souche.

Ces boites sont ensuite stockées 4 jours a l'obscurité, a 4°C ce qui permet de lever la
dormance des graines et ainsi de synchroniser leur germination. La culture se poursuit ensuite
dans un phytotron a 22°C, en présence de lumiere. Aprés 2 a 3 semaines, les premiéres paires
de feuilles de la rosette apparaissent et les plantules sont transférées en terre. Le
développement de la plantule se poursuit. Lorsque les graines sont a maturité (graines T4),
elles sont récoltées sur les diverses plantules.

La présence de I’insertion dans le gene d’intérét (a I’état homozygote ou hétérozygote) a été
analysée par PCR sur I’ADN génomique extrait a partir de chacune de ces plantules.

En paralléle, nous avons analysé la résistance a la Kanamycine (qui provient de 'ADN-T
inséré dans le gene d'intérét) dans la descendance de ces plantes. En effet, les plantes
homozygotes pour le géne sauvage (appelé ici A) ne sont pas résistantes a la Kanamycine. En
revanche les plantes homozygotes ou hétérozygotes pour le géne interrompu (appelé a)
portent le gene de résistance a la Kanamycine qui provient de 'ADN-T inséré dans le géne
d'intérét. Le pourcentage de graines résistantes a la Kanamycine varie en fonction de la
provenance des graines. Il est donc possible de sélectionner les lots homozygotes pour le géne
muté (a) en semant chaque lot de graines (T4) sur milieu nutritif solide avec et sans
Kanamycine. Les graines homozygotes pour le géne sauvage [AA] vont germer sur le milieu
contenant la Kanamycine puis les plantes vont mourir au stade 2 cotylédons car elles ne
possedent pas le géne de résistance. Les graines provenant du lot homozygote pour le gene
muté [aa] seront toutes résistantes, et celles provenant des lots hétérozygotes [Aa] auront ¥
des plantules non résistantes a la Kanamycine (dans le cas d’une ségrégation 3:1).
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Les plantes homozygotes mutantes, identifiées sur la base des analyses PCR et de la
résistance a la Kanamycine, devront alors étre croisées avec une plante sauvage. La
génération (F1) obtenue sera hétérozygote pour la mutation. Les plantes F1 seront alors
autofécondees afin d’obtenir, dans la génération F2, des plantes homozygotes pour la
mutation. Plusieurs croisements successifs seront essentiels pour éliminer d’éventuelles
mutations parasites.

c. Analyse des plantes mutantes

a. Plantes mutantes pour le géne iel6-1

Le mutant ABC9 présente une ségrégation 3:1 pour la résistance a la Kanamycine. Les
plantes homozygotes pour le géne muté n'ont pas encore été identifiées par PCR. Si l'on
analyse la croissance des plantes provenant des graines T3, 25 % des plantules sont affectées
dans leur croissance. En effet, les graines correspondant a ces plantules germent sur milieu
nutritif solide, puis les premiers cotylédons apparaissent, deviennent rapidement blancs et la
plantule meurt. Les racines de ces plantules sont trés courtes.

Figure 36. Observation des phénotypes des plantules issues des graines T3 portant une mutation
dans le gene iel6-1 (mutant ABC9). Les plantules présentant plusieurs paires de feuilles
correspondent probablement aux plantes sauvages ou hétérozygotes pour le géne iel6-1. Les plantules
dont les cotylédons sont devenus blancs sont indiquées par une étoile.

Il semblerait donc qu'une fonction essentielle au développement de la plante soit affectée dans
ces plantules. Sachant que la résistance a la Kanamycine co-ségrege avec le phénotype
observé (ségrégation 3:1), il est possible que les 25 % de plantules affectées correspondent
aux mutants homozygotes pour le gene altéré iel6-1. Il sera important de démontrer que le
phénotype observé est effectivement di a I’insertion dans le géne d’intérét. Pour les mutants
DIF6, I’insertion de I'ADN-T dans la partie 3' non codante du géne iel6-1 co-ségrége avec la
résistance a la Kanamycine (ségrégation 3:1). Les mutants homozygotes pour I’insertion ne
présentent pas de phénotypes particuliers dans les conditions normales de croissance.
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LS. Mutation dans le géne codant IE18

A I’issue du criblage par PCR de la banque d’insertion de I’INRA de Versailles, 2 lots de
graines (CPB1 et ACE3) avaient eté identifiés pour le mutant A18-1. Afin de déterminer le lot
contenant réellement I’insertion de I’ADN-T, des analyses par PCR ont été effectuées sur
I’ADN génomique de plantules provenant des graines CPB1 et ACE3. Ces tests montrent que
seules les plantes ACE3 contiennent une mutation dans le géne iel8 (figure 37).

ACE3 CPB1

c1 2 3 45 M 1 2 3 4 5

Figure 37. Détermination des plantes contenant une insertion de I'ADN-T dans le géne iel8. Les
extractions d'’ADN génomique ont été réalisées a partir de 5 plantes issues des graines ACE3 et CPBL1.
Les amorces tag5 et 150 (voir figure 34) ont été utilisées pour les amplifications par PCR. C : contrdle
positif ; M : marqueurs de taille.

Les plantes ABH11 présentent une ségrégation 3:1 pour la résistance a la Kanamycine et les
plantes ACE3 une ségrégation 15:1. Ces mutants ne présentent pas a priori de phénotypes
particuliers dans les conditions normales de croissance.

6. Conclusion

Le criblage par PCR de la banque d’insertion de I’'INRA de Versailles a permis d’obtenir
plusieurs mutants correspondant aux protéines étudiées.

Deux mutants ont été obtenus pour le gene iel8. lls possedent chacun une insertion différente
de I’ADN-T dans le gene iel8. L’insertion du mutant A18-1 (plantes ACE3) est localisée dans
le premier intron du gene iel8 (figure 38B). Le deuxieme mutant du géne iel8 (plantes
ABH11) posséde une insertion dans le deuxieéme intron du gene (figure 38B).

Dans les conditions normales de croissance, ces mutants ne présentent pas de phénotypes
visibles. Sachant que le mutant du gene iel8 de cyanobactérie semble étre affecté dans les
systémes de flux de K™ et/ou de H", il sera intéressant de tester la croissance des mutants
homozygotes d'Arabidopsis sur des milieux gélosés contenant de fortes concentrations
salines. Des dosages d'ions K* pourront aussi étre effectués dans les feuilles de plantes
sauvages et mutantes afin de savoir si les plantes mutantes, homozygotes pour le gene iel8
altéré, ont un contenu en ion K modifié.
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A TAG3

S I36 R37 P S
TCG ATC C/ ADN-T /GC CCC TCT

IE16-1

P9(.120)
ATG TAA
- P4(+540)
200 pb I
+279 +280
TATCTT/ ADN-T /ACCGCG
TAG5
B TAG5
Intron 1 Intron 1
TTCTTTTACT/ ADN-T /AATGTTTCTC IE18
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ATG TAA
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TATCGTTGAT/ ADN-T /TGATACTTTC
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Figure 38. Diagrammes schématiques indiquant les sites d'insertion de I'ADN-T et les séquences
des jonctions genes/ADN-T dans plusieurs mutants d'Arabidopsis. Les séquences codantes des génes
sont indiquées par les rectangles gris. Les positions des insertions de I'ADN-T correspondent aux
rectangles blancs dans lesquels sont notées les séquences nucléotidiques au niveau de la jonction avec
la séquence de I'ADN-T. Les amorces spécifiques de chaque géne sont indiquées par la lettre P suivie
du n® de I'amorce et sa position par rapport a la séquence du géene. Le sens de I'amplification est noté
par la fleche en dessous. A. Mutants du gene iel6-1. B. Mutants du géne iel8. Les noms des plantes
mutantes sont indiqués dans les cercles.
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Le criblage de la banque d’insertion a permis I’identification de deux mutants pour le gene
iel6-1. Le premier, qui correspond aux plantes ABC9, contient une insertion de I’ADN-T
dans la séquence codante du gene (figure 38A). En revanche, I’insertion de I’ADN-T dans le
second mutant est localisée en 3’ du géne, dans la séquence non codante (figure 38A). La
croissance de 25 % des plantes ABC9 est tres affectée. En effet, apres la formation des deux
premiers cotylédons, la plantule devient blanche et meurt. Ces plantes peuvent correspondre
aux mutants homozygotes pour le géne iel6-1, mais cela doit étre confirmé. Il est intéressant
de noter que les plantes DIF6 ne présentent pas de phénotypes particuliers. Si le phénotype
observé chez les plantes ABC9 est effectivement corrélé a I’insertion dans le gene iel6-1,
I’insertion de I’ADN-T dans le mutant DIF6 ne doit, a priori, pas affecter I’expression de la
protéine IE16-1.

L’identification des plantes homozygotes (pour le géne altéré) et I'obtention de lots de graines
correspondants sont en cours actuellement. Les phénotypes de ces mutants seront par la suite
analysés dans des conditions particulieres de croissance. Lors de ces essais, les premieres
conditions testées dépendront des informations apportées par les homologies de séquences ou
par l'analyse des phénotypes des mutants de cyanobactéries. Notamment, I'effet de fortes
concentrations salines sera analysé pour les plantes mutées dans le gene iel8. La protéine
IE16-1 présente des homologies avec des transporteurs de phosphate. Ainsi des essais de
culture sur du milieu nutritif solide complémenté en phosphate seront réalisés. L'objectif est
de trouver des conditions dans lesquelles la croissance du mutant ABC9 (mutation dans le
géne iel6-1) est restaurée dans le cas ou le phénotype observé est effectivement associé a
I’insertion dans le géne iel6-1. Ces analyses de phénotypes en fonction des conditions de
croissance pourront sans doute apporter des informations sur la (ou les) fonction(s) affectée(s)
dans ces mutants. Ces informations seront ensuite utilisées pour orienter les analyses
biochimiques qui seront effectuées sur les protéines recombinantes, exprimees dans des
systemes hétérologues.
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I11. SUREXPRESSION DES PROTEINES DANS DES SYSTEMES
HETEROLOGUES

Les protéines hydrophobes de I’enveloppe IE16 et IE18 sont trés faiblement représentées dans
I'enveloppe des chloroplastes. Leur caractérisation biochimique nécessite donc de les produire
dans des systemes d’expression hétérologues. Il est donc nécessaire au préalable de cloner les
ADNCc codant ces protéines, cette étape est décrite dans le chapitre I. Nous avons utilisé pour
les surexpressions les ADNc codant les protéines IE16-1 et IE18 d'Arabidopsis thaliana.

Dans un premier temps, nous avons essayé de surexprimer ces protéines chez Escherichia coli
BLR(DES3). Les annexes 8 a 10 resument la stratégie utilisée pour cloner les ADNc codant les
formes matures des protéines IE16-1 et p16-2 fusionnées a une étiquette poly-histidine, et
I'ADNc codant la protéine IE18 sous forme mature. Quelles que soient les conditions
d'expression que nous avons utilisées (variations de concentration en IPTG, de température,
de souches bactériennes), nous n‘avons jamais observé d'expression de ces protéines. D'autres
tentatives réalisées au laboratoire suggérent aussi que les protéines chloroplastiques trés
hydrophobes ne sont pas synthétisées chez E. coli. Le probléme vient probablement d’un effet
toxique di a ces protéines. De méme, le transporteur de phosphate/triose phosphate de
I'enveloppe n'a pu étre exprimé chez E. coli (Flligge, 1999).

A. Surexpression des protéines 1E18, IE16-1, p16-2 d’A. thaliana et ORF 229 de
tabac dans un systéme d’expression eucaryote

Les techniques d'expression chez E. coli s'étant avérées inefficaces pour toutes les protéines
hydrophobes de I'enveloppe identifiées au laboratoire, nous avons entrepris de développer la
technique d'expression eucaryote “cellules d’insecte/baculovirus”. En principe ce systéme
permet d’exprimer des protéines malgré leur toxicite.

Les trois protéines (IE16-1, p16-2 et IE18) d'Arabidopsis thaliana identifiées dans ce travail
ont été surexprimées par ce systeme. En paralléle, nous avons aussi exprimé I'ORF 229 de
tabac (homologue de la protéine YcflO, Rolland et al., 1997). Des essais infructueux
d'expression de cette protéine ont été effectués chez E. coli, et dans des ovocytes de xénopes.
La séquence de la protéine ORF229 est présentée en annexe 11. Les protéines ont été
exprimées sous forme de fusion en N-terminal avec une séquence comprenant une étiquette
poly-histidine et un épitope appelé Xpress (DLYDDDDK). Ceci permet d'une part de purifier
ces protéines par chromatographie d'affinité sur matrice de nickel, et d'autre part de les
détecter en utilisant un anticorps dirigé contre I'épitope Xpress.

1. Construction des plasmides

Les virus recombinants sont obtenus par une cotransfection avec de I'ADN viral linéarisé et
un vecteur recombinant, le plasmide pBlueBacHis2 contenant 'ADNc de la protéine a
exprimer. Les figures 39 et 40 décrivent I'obtention des vecteurs recombinants.
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Les virus recombinants expriment aussi la [-galactosidase, ainsi les plages de lyse
recombinantes deviennent bleues en présence de X-gal. Les virus contenant les ADNc codant
les protéines IE18, IE16-1, p16-2 et ORF229 sont appelés respectivement baculovirus/18,
baculovirus/16-1, baculovirus/16-2 et baculovirus/ORF.
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Figure 39. Construction des plasmides pBBH2B/16-1 (A) et pPBBH2A/16-2 (B). A. Construction du
plasmide pBBH2B/16-1. I. L'insert est obtenu a partir de la construction pBluescript/16-1, aprés
digestion enzymatique au niveau des sites ECORI et Sall. Les rectangles gris correspondent aux acides
nucléotidiques provenant du plasmide pBluescript(KS). 11. La construction pBlueBacHis2B/16-1 est
obtenue par ligation de I'insert dans le plasmide pBlueBacHis2B (pBBH2B) ouvert au niveau des sites
EcoRI et Sall. B. Construction du plasmide pBBH2A/16-2. I. L'insert est obtenu & partir de la
construction pBluescript/16-2, aprés digestion enzymatique au niveau des sites Xhol et EcoRI. Les
acides nucléotidiques provenant du plasmide pBluescript(KS) sont indiqués par les rectangles noirs.
Il. La construction pBlueBacHis2A/16-2 est obtenue par ligation de l'insert dans le plasmide
pBlueBacHis2A (pBBH2A) ouvert au niveau des sites Xhol et EcoRlI.
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Figure 40. Construction des plasmides pBBH2B/18 et pBBH2B/ORF229. A. Construction du
plasmide pBBH2B/18. 1. L'insert est obtenu a partir de la construction pBluescript/18 sans I'étiquette
poly-histidine, aprés digestion enzymatique au niveau des sites Ncol et Smal. Les acides
nucléotidiques provenant du plasmide pBluescript(KS) sont indiqués par les rectangles gris. Il. La
construction pBlueBacHis2A/18 est obtenue par ligation de l'insert dans le plasmide pBlueBacHis2B
(pBBH2B). Ce plasmide est dans un premier temps ouvert au niveau du site Hindlll, et traité par la
Klenow pour obtenir des bouts francs. Une deuxiéme digestion est ensuite effectuée par I'enzyme
Ncol. Le site Smal est un site a bouts francs donc compatible avec le site HindlIl dont les extrémités
ont été rendues franches. B. Construction du plasmide pBBH2B/ORF229. I. L'insert est obtenu a partir
d'une construction dans le plasmide pBluescript(KS), aprés digestion enzymatique au niveau des sites
Ncol et Sall. Les rectangles gris correspondent a des acides nucléotidiques provenant du plasmide
pBluescript(KS). Il. La construction pBlueBacHis2B/ORF229 est obtenue par ligation de I'insert dans
le plasmide pBlueBacHis2B (pBBH2B) ouvert au niveau des sites Ncol et Sall.

2. Surexpression des protéines 1E18, IE16-1, p16-2 et ORF229

Les cellules d'insecte (50 ml d'une suspension & 2x10° cellules/ml) sont infectées par le virus &
un MOI de 5, et récoltées 48 h aprés l'infection. Les cellules sont lysées et les fractions
membranaires et solubles sont analysées par électrophorese en conditions dénaturantes et par
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immunomarquage en utilisant un anticorps dirigé contre I'épitope Xpress. La figure 41 montre
que les 4 protéines sont surexprimées. Les protéines IE16-1 et pl6-2 sont plus fortement
exprimees que les protéines ORF229 et IE18. Une partie de la protéine IE16-1 est présente
dans la fraction soluble, qui contient probablement des membranes résiduelles.
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Figure 41. Analyse des expressions de différentes protéines dans les cellules d'insecte. Les cellules
Sf9 ont été infectées par du virus sauvage (VS), ou par des virus recombinants contenant les séquences
des protéines ORF 229 de tabac (ORF), et IE18 (18), IE16-1 (16-1) et p16-2 (16-2) d'Arabidopsis
thaliana. Les cellules sont infectées a un MOI de 5 et sont récoltées 48 h apres l'infection. Les cellules
sont alors cassées et centrifugées 1 h a 100 000 g. Deux fractions sont obtenues, le culot (C) contenant
la fraction membranaire et le surnageant (S). Les protéines contenues dans ces fractions sont analysées
par électrophorése en conditions dénaturantes (A) et par immunomarquage (B) avec un anticorps
dirigé contre I'épitope Xpress situé en 5' des protéines recombinantes.
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Figure 42. Analyse de culots de membranes de cellules d'insecte aprés 10 jours d'infection par
différents virus. Les cellules d'insecte en phase logarithmique de croissance sont infectées par du virus
sauvage (VS) ou du virus recombinant contenant les ADNc codant les protéines IE16-1 (16-1), IE18
(18) et p16-2 (16-2) d'Arabidopsis thaliana et ORF 229 de tabac (ORF). Apreés 10 jours d'infection, les
culots de membranes des cellules sont récupérés et la présence des protéines recombinantes est
analysée par immunodétection. Les protéines sont révélées par un anticorps dirigé contre I'épitope
Xpress des protéines recombinantes, aprés une révélation par chimiluminescence. 50 g de protéines
totales par puits. La protéine p16-2 révélée dans les figures A et B a été obtenue apres une infection de
48 h. M : marqueurs de masse moléculaire.
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B. Caractérisation biochimique des protéines recombinantes

Ces protéines sont faiblement exprimées, et cela ne permet pas de les visualiser sur gels
colorés au bleu de Coomassie. Afin d'augmenter les quantités de protéines produites, nous
avons effectué des infections sur une période plus longue (10 a 12 jours). Les protéines
membranaires sont treés stables en général, il est donc possible d'infecter les cellules sur une
longue période. La figure 42 montre par immunomarquage les quantités de protéines obtenues
aprés 10 jours d'infection. Dans ces conditions, les quantités des protéines recombinantes
IE16-1, p16-2 et ORF sont plus importantes, seule la quantité de protéine recombinante IE18
reste tres faible. Ces protéines restent cependant difficilement identifiables sur gel apres
coloration au bleu de Coomassie.

1. Expériences de pontage chimique

Les transporteurs IE30, OEP16 et OEP34 de I'enveloppe du chloroplaste possédent peu de
domaines transmembranaires (par rapport a la plupart des transporteurs), et forment des
homodimeres (Fliigge, 1985 ; Pohlmeyer et al., 1997 ; 1998). Les protéines IE18, IE16-1,
pl6-2 et ORF229 pouvant étre des transporteurs et contenant chacune des cystéines, nous
avons analysé leur capacité a former des dimeéres. De plus, I'analyse de la plupart des
échantillons (contenant les protéines recombinantes) par immunodétection montre la présence
de polypeptides qui pourraient correspondre a des dimeéres des protéines recombinantes.

Nous avons utilisé l'agent pontant BS® (bis (sulfosuccinimidyl) subérate) qui crée une liaison
covalente au niveau des groupes SH des cystéines de la protéine. Ce pontage chimique n'est
possible que si les cystéines de la protéine sont proches I'une de l'autre dans l'espace. Les
échantillons traités sont ensuite analysés par électrophorése en conditions dénaturantes.
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Figure 43. Formation de diméres par pontage chimique. Les protéines recombinantes, obtenues dans
la fraction membranaire de cellules infectées pendant 10 jours, sont traitées par du BS®* 1 mM (T,
traité) pendant 30 min puis sont analysées par marquage immunologique. A : immunomarquage avec
un anticorps dirigé contre la protéine IE16-1 d'Arabisopsis thaliana, et révélation a la phosphatase
alcaline. B : immunomarquage avec un anticorps dirigé contre I'épitope Xpress, révélation par
chimiluminescence. NT : protéines non traitées. 50 pg de protéines par puits. Les positions des
diméres des différentes protéines sont indiquées par les étoiles.
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La figure 43A montre la présence d'un dimére de IE16-1 aprés traitement au BS® et
immunomarquage avec un anticorps dirigé contre la protéine IE16-1. Ce dimére n'était pas
visible avant le traitement. En revanche, les immunodétections présentées dans la figure 43B
ne montrent pas de changements significatifs dans la quantité de diméres visibles dans le gel
avant et apres le traitement. Ces observations suggerent que ces différentes protéines 1E16-1,
p16-2 et ORF229 pourraient former des homodimeres.

2. Réduction des ponts disulfure

La plupart des analyses par immunomarquage des protéines exprimees dans les cellules
d'insecte montrent la présence de polypeptides qui pourraient correspondre a des dimeres.

Etant donné que les expériences de pontage chimique n‘augmentent pas significativement la
quantité du dimere potentiel dans les conditions testées, nous avons essayé de réduire
totalement les ponts disulfure de ces protéines. En effet, les ponts disulfure difficilement
accessibles peuvent étre présents dans la protéine et ne pas étre réduits en présence de faible
concentration de DTT. Nous avons donc analysé ces protéines par immunomarquage apres un
traitement a 50°C pendant 2 h 30 et en présence de pB-mercaptoéthanol 5 %. La figure 44
montre que les diméres disparaissent aprés ce traitement. Ces résultats confirment donc la
possibilité de formation de diméres pour les protéines IE16-1, p16-2 et ORF229.

p16-2 IE16-1 ORF229

NT T NT T NT T
-7 T e e

o i

Figure 44. Analyse des protéines exprimées dans les cellules d'insecte en présence d'un agent
réducteur fort. Les protéines (p16-2, IE16-1 et ORF229) surexprimées dans les cellules d'insecte sont
analysées par marquage immunologique avec un anticorps dirigé contre I'épitope Xpress. Les
protéines sont soit directement solubilisées dans du tampon de dépét 1X (NT, non traité), soit
solubilisées dans du tampon de dépdt 1X en présence de B-mercaptoéthanol 5%, et incubation 2 h 30 a
50°C (T, traité). Chaque échantillon est ensuite chauffé 3 min a 95°C. 50 pug de protéines par puits.

3. Mesures d'activité canal ionique apres insertion dans des bicouches lipidiques planes

En collaboration avec Fabrice Homblé (Université Libre de Bruxelles, Belgique), nous avons
utilisé le systéme d'insertion dans des bicouches lipidiques planes pour tester la capacité de
canal ionique de ces protéines. Les membranes de cellules d'insecte infectées par les différents
virus recombinants sont collectées apres 10 ou 12 jours de culture. Les membranes de cellules
d'insecte contenant les protéines recombinantes sont ensuite fusionnées a des bicouches
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lipidiques. Les premiers tests sont effectués sur les membranes totales des cellules d'insecte
contenant les protéines recombinantes. Si les protéines étudiées forment des canaux ioniques
de caractéristiques différentes de ceux appartenant a la cellule héte, ils pourront étre détectés.
Dans le cas contraire, les protéines recombinantes seront purifiées, puis insérées dans les
bicouches pour les mesures d'électrophysiologie. Ces expériences sont en cours actuellement.
Selon les résultats obtenus, d'autres analyses pourront étre effectuées en insérant ces protéines
dans des liposomes et en suivant les variations de turbidité de la suspension induites par ajout
de molécules dans le milieu. Cette derniere technique permet de mettre en évidence des
systemes de transport de molécules non ioniques. Par ailleurs, il sera aussi possible d'utiliser
des molécules ou des ions radioactifs pour suivre leur flux dans un systéme donné.

IV. CONCLUSION

La recherche des fonctions de protéines inconnues est une tache trés longue qui requiert la
mise en place de nombreux outils. C'est ce que nous avons tenté de reéaliser au cours de ce
travail, afin de révéler des éléments objectifs permettant d'orienter la recherche de la fonction
des protéines IE16 et IE18. Pour cela, nous avons mis en ceuvre au sein de I'équipe des
approches de bioinformatique, des approches de génétique inverse et des approches
biochimiques.

L'approche bioinformatique repose sur une analyse exhaustive des banques de données
disponibles. Nous avons ainsi pu montrer que des protéines homologues a IE16 et IE18
existaient tant chez les cyanobactéries que les algues rouges, les algues vertes ou les plantes
supérieures. De fait, la quasi totalité des séquences protéiques présentant un niveau
d'homologie acceptable avec les séquences des protéines IE16 et IE18 ont été trouvees chez
des organismes photosynthétiques. Dans tous les cas, les caractéristiques physicochimiques de
ces protéines, telles qu'on peut les déduire des séquences peptidiques, sont compatibles avec
une localisation dans I'enveloppe du chloroplaste. Enfin, l'annotation des séquences indique
que les homologues des protéines IE16 et IE18 pourraient étre impliqués dans différents types
de transport. Si les homologies trouvées ne permettent pas, dans I'état actuel de nos
recherches, d'orienter sans aucune ambiguité nos recherches fonctionnelles, elles permettent
cependant de valider la stratégie que nous avons mise en place.

Cette analyse in silico nous a aussi permis de soulever un certain nombre de questions
originales quant a I'évolution de la localisation des génes codant des protéines de I'enveloppe.
Ainsi, la présence du géene iel6 dans le génome chloroplastique des algues rouges suggére une
localisation dans l'enveloppe des chloroplastes qui demande a étre confirmée. Or on ne
connait actuellement qu'une seule protéine localisée dans I'enveloppe des chloroplastes et qui
soit codée par le génome chloroplastique, Ycf10 (Rolland et al., 1997). Si tel était le cas chez
les algues rouges pour I'homologue de IE16, de nombreuses perspectives originales pourraient
étre ouvertes, en particulier pour analyser I'évolution des séquences d'adressage (voir p. 101).
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L'approche génétique que nous avons développée a été mise en ceuvre dans I'espoir que les
phénotypes des mutants pourraient orienter nos recherches fonctionnelles. Les deux systémes
que nous avons développés, Synechocystis et Arabidopsis, sont totalement complémentaires.
Le choix des cyanobactéries s'est imposé naturellement parce que I'homologie de la
membrane plasmique de ces procaryotes photosynthétiques avec I'enveloppe des chloroplastes
est considérable (Joyard et al., 1987). Ainsi, cet outil génétique remarquable qu'est
Synechocystis PCC6803 permet assez facilement de manipuler des protéines homologues a
des protéines d'enveloppe, d'analyser les phénotypes des mutants obtenus avec une relative
aisance et d'avoir acces a I'environnement physiologique du systeme membranaire homologue
a l'enveloppe. Les expériences réalisées pour analyser le phénotype du mutant de
Synechocystis homologue au géne iel8 suggére une implication de la protéine IE18 dans une
activité canal K" ou un échangeur K*/H*. Si ce type de phénotype est confirmé par les
expériences en cours, il orientera nettement nos recherches impliquant les autres approches
fonctionnelles, que ce soit I'analyse des mutants d'Arabidopsis ou I'approche biochimique.

Le criblage par PCR de la banque d’insertion de I'INRA de Versailles a permis d’obtenir
plusieurs mutants correspondant aux protéines étudiées. Deux mutants (ACE3 et ABH11)
possédant chacun une insertion différente de I’ADN-T dans le géne iel8 (voir figure 38) ont
été obtenus. Dans les conditions normales de croissance, ces mutants ne présentent pas de
phénotypes visibles. De méme, nous avons obtenu deux mutants (ABC9 et DIF6) pour le géne
ie16-1 ayant respectivement l'insertion de I’ADN-T dans la séquence codante et non codante
du géne (figure 38). Un quart des plantes ABC9 a une croissance tres affectée.
L’identification des plantes homozygotes (pour le géne altéré) et I'obtention de lots de graines
correspondants sont en cours actuellement.

Enfin, I'approche biochimique entreprise avait pour objectif de préparer en quantité suffisante
les protéines (essentiellement IE16 et IE18) pour réaliser un certain nombre d'études
fonctionnelles. Le systeme d’expression cellules d’insecte/baculovirus s’est réveélé
particulierement efficace pour produire des protéines aussi hydrophobes. Les premieres
analyses biochimiques montrent que ces protéines forment des homodimeéres dans les cellules
d'insecte. Or le transporteur de phosphate/triose phosphate (Flligge et al., 1998) ou les canaux
OEP16 et OEP24 de I'enveloppe (Polhmeyer et al., 1997, 1998) existent in situ sous forme de
dimeres. Des études électrophysiologiques sont en cours pour déterminer si IE16 et IE18
pourraient étre des canaux ioniques. Les expériences effectuées consistent a fusionner les
membranes de cellules d'insecte contenant les protéines recombinantes dans des bicouches
lipidiques planes et a mesurer les courants a travers ces membranes dans différentes
conditions. Si cette approche se révele inefficace, les protéines seront alors purifiées afin
d'effectuer les mémes tests sur les protéines pures.
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CHAPITRE Il

ETUDE DE L'INTERACTION DE L'ANNEXINE AVEC
L'ENVELOPPE DU CHLOROPLASTE

Lors de lanalyse des protéines de I'enveloppe solubles dans les mélanges
chloroforme/méthanol, le microséquencage d'une bande de 35 kDa apres coloration au bleu de
Coomassie a permis d'identifier différents peptides, dont un correspondait a la protéine IE37.
Une autre séquence présentait 94 % d’identité avec celle d’une EST d’Arabidopsis thaliana
(Numéro d'accession EMBL : Z18518, clone n° TAY008). Nous nous sommes procurés le
plasmide contenant cette EST (fourni par Jérbme Giraudat, ISV, Gif-sur-Yvette) et avons
séquencé I’ADNc complet. Cet ADNCc code une protéine qui présente 30 a 40 % d'homologie
de séquence avec les diverses annexines animales et végétales déja isolées (voir revues de
Clark & Roux, 1995 ; Delmer & Potikha, 1997).

Les annexines forment un groupe de protéines caractérisées par leur capacité a fixer des
phospholipides spécifiques de facon Ca®*-dépendante. Ces protéines se distinguent des autres
protéines capables de fixer le calcium (comme la calmoduline, la troponine qui fixent le
calcium grace a une structure hélice-boucle-hélice connue sous le nom de main EF) par
I’existence d’une séquence conservée de 17 acides aminés située au sein de domaines bien
caractérisés de 70 a 80 acides aminés (domaines qui sont répétés 4 ou 8 fois et qui forment le
cceur de la protéine) (Crompton et al., 1988). Ces domaines conservés présentent une région
fixant le calcium et les lipides polaires. Le domaine N-terminal est en revanche spécifique de
chaque annexine, il différe dans le nombre et la composition des acides aminés. Ce domaine
amino-terminal serait responsable des différences fonctionnelles des annexines (Raynal &
Pollard, 1994). Les annexines ont en général une affinité plus faible pour le calcium que la
calmoduline. Les annexines sont connues pour s'associer de fagon périphérique aux bicouches
lipidigues et il semblerait qu'elles puissent s'insérer dans les membranes ou elles formeraient
des canaux transmembranaires (Swairjo & Seaton, 1994).

La fonction spécifique de chaque annexine n'est pas clairement définie. Il semble que les
annexines soient multifonctionnelles et qu'elles puissent étre impliquées dans un grand
nombre de processus physiologiques. En particulier, elles seraient impliquées dans la
régulation de I'organisation membranaire, le trafic vésiculaire, la fixation du cytosquelette aux
membranes, et la conductance ionique a travers les membranes (voir revues de Gerke &
Moss, 1997 ; Raynal & Pollard, 1994). L'interaction des annexines avec le calcium suggere
aussi un role dans les processus de signalisation impliquant ce messager secondaire (Clark &
Roux, 1995). D'autres travaux suggérent enfin une participation des annexines aux réactions
des plantes a des stress biotiques ou abiotiques (Gidrol et al., 1996 ; Kovécs et al., 1998).
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Dans la cellule végétale, les annexines ont été localisees dans de nombreuses membranes
(Clark & Roux, 1995), mais aucune association avec les membranes de chloroplaste n'avait
été rapportée jusqu'a présent. La présence de cette protéine dans I'enveloppe et sa
caractérisation sont intéressantes a plus d'un titre. Tout d'abord, les annexines sont connues
pour se fixer sur les phospholipides acides, or les membranes des plastes sont majoritairement
composées de glycolipides. Il est donc important de déterminer la nature des glycolipides qui
permettent I'association de I'annexine a I'enveloppe. 1l faut en effet déterminer comment cette
protéine interagit avec les membranes d'enveloppe si I'on veut ensuite comprendre son réle
physiologique et analyser les processus qui pourraient réguler cette interaction. Enfin, on peut
se poser la question de I'implication potentielle de I'annexine de I'enveloppe dans le transport
du calcium et la formation de canaux ioniques.

Dans un premier temps, nous avons analysé l'interaction de I'annexine avec I'enveloppe du
chloroplaste. Pour cela, nous avons testé (a) la spécificité et I'affinité de l'interaction de
I'annexine purifiée avec les différents lipides présents dans I'enveloppe, et (b) la capacité de
I'annexine a copurifier et interagir avec les chloroplastes ou les membranes d'enveloppe de
maniére Ca?*-dépendante. Ayant montré la possibilité d'une interaction avec I'enveloppe, nous
nous sommes intéressés au role potentiel de cette protéine dans le chloroplaste.

I. CARACTERISATION DE L'ANNEXINE ASSOCIEE A L'ENVELOPPE
DES CHLOROPLASTES

A. ldentification d'une annexine dans I'enveloppe des chloroplastes d'épinard

Afin d'identifier les protéines de I'enveloppe extraites dans les solvants organiques, nous
avons notamment analysé les protéines présentes dans une bande colorée au bleu de
Coomassie autour de 35 kD. Deux seéquences internes ont ainsi été obtenues. La premiere
[(K)YNVTILDQSPHQLAK)] présente 100 % d'identité avec IE37 (Dreses-Werringloer et al.,
1991). La deuxiéme séquence obtenue [(K)VSDSVPAP(D/S)(D/S)DAEQLRS] présente 94 %
d'identité avec une EST d'Arabidopsis thaliana. La figure 45 montre que les polypeptides
contenus dans cette bande pourraient a priori correspondre a des protéines d'hydrophobicité
modeérée. En effet, ils sont présents dans les extractions effectuées en présence de
chloroforme/méthanol 5/4 [v/v] (figure 45A), mais ne sont pas extraits en présence de
chloroforme/méthanol 8/1 [v/v] (figure 45B).

Nous avons séquencé I'ADNc complet de cette EST et montré qu'elle présente de fortes
homologies avec les annexines (figure 46A). La figure 46B présente les homologies entre la
séquence interne d'épinard et celles de diverses annexines de plantes. C'est une isoforme
d'Arabidopsis qui présente la plus forte identité avec la séquence interne obtenue a partir de la
protéine de I'enveloppe de chloroplastes d'épinard. Les annexines sont des protéines solubles
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qui peuvent s'insérer dans les membranes lipidiques. Elles ne sont donc pas trés hydrophobes,
ce qui est en accord avec leur présence dans les extractions chloroforme/méthanol 5/4 [v/v].

Figure 45. Extraction différentielle
des protéines de I'enveloppe du
chloroplaste dans des mélanges de
chloroforme/méthanol.

Les protéines de I'enveloppe sont
extraites dans des  solutions
contenant différentes proportions de
chloroforme/méthanol [v/v]. Apres
I'extraction, les protéines solubles
(S) et insolubles (I) dans les
solvants organiques sont analysées
par électrophorése en conditions
dénaturantes  (SDS-PAGE). La
bande a 37 kDa aprés coloration au
bleu de Coomassie est indiquée par
une étoile.

B. Production de I'annexine chez Escherichia coli

Nous avons utilisé la séquence de I'EST codant I'annexine d'Arabidopsis pour effectuer un
criblage d’une banque d’ADNc (dans Agtll) d’épinard afin d'obtenir I’ADNc codant
I’annexine d’épinard. Sur 100 000 phages criblés, aucun clone positif n’a été obtenu. La
banque d’ADNC utilisée a été effectuée a partir d’ARNm provenant de feuilles matures. Or il
semblerait que les transcrits d’annexine soient présents surtout dans les tissus jeunes
(Smallwood et al., 1992), ce qui expliquerait notre résultat. Le nombre de phages criblés est
aussi un facteur a prendre en compte (faible représentation des transcrits). Nous avons donc
décidé d'utiliser I’ADNc d’A. thaliana pour surexprimer la protéine correspondante chez E.
coli.

1. Surexpression de I'annexine chez E. coli

L'annexine d'Arabidopsis a été surexprimeée, soit sous forme de protéine de fusion avec une
séquence poly-histidine en N-terminal (protéine étiquetée), soit sous forme mature. Les
protéines étant exprimées dans les corps d'inclusion, nous avons cherché a les obtenir sous
forme soluble en modifiant les conditions d’expression (température, concentrations d'IPTG,
différentes souches bactériennes utilisées).

En fin d'induction, les bactéries sont lysees et les protéines bactériennes sont centrifugées afin
de séparer les protéines solubles, membranaires ou présentes dans les corps d'inclusion. Les
protéines sont ensuite analysées par électrophorése en conditions dénaturantes. Quelles que
soient les conditions d'expression utilisées, la protéine sous forme mature est toujours
retrouvée dans les corps d’inclusion (figure 47B). Méme I'utilisation de Triton X-100 (0,1 %
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[v/V]) ne permet pas de solubiliser cette protéine (non montré). L'annexine se fixant aux
membranes via le calcium, de 'EGTA a été ajouté dans les milieux afin d'augmenter
éventuellement la solubilité de I'annexine.

A DS
ANXSO KVSDSVPAPSDDAEQLRS
AnxAtl  MATLKVSDSVPAPSDDAEQLRTAFEGWGTNEDL I ISILAHRSAEQRKY 48

AnxAtl IRQAYHETYGKDLLKTLDKELSNNDFERAILLWTLEPGERDALLANEA 96
AnxAtl  TKRWTSSNQVLMEVACTRTSTQLLHARQAYHARYKKSLEEDVAHHTTG 144
AnxAtl  DFRKLLVSLVTSYRYEGDEVNMTLAKQEAKLVHEKIKDKHYNDEDVIR 192
AnxAtl  ILSTRSKAQINATNFRYQDDHGEEILKSLEEGDDDDKLPCTLRSTIQC 240
AnxAtl  LTRPELYFVDVLRSAINKTGTDEGALTRIVTTRAEIDLKVIGEEYQRR 288

AnxAtl NSIPLEKAITKDTRGDYEKMLVALLGEDDA 318
B DS

Epinard KVSDSVPAPSDDAEQLRS

AnxAtl MATLKVSDSVPAPSDDAEQLRIYAFEGWGTNEDL 1 ISILAHRSAEQRKVIR

AnxAt2 MASLKV[gSNVPLPEDDAEQLIgKAFSGWGTNEKL I ISTLAHRNAAQRSLIR

AnnGh2 - - TLKV[@VHVPEPSEDAEQLRKAFEGWGTNEQL I IDILAHRNAAQRNSIR

VCaB42 MASLK

M TSVPEPYEDAEQLINKAFAGWGTNEAL I IQILAHRNAAQRKLIR
MASVPDPY(EDAEQLINKAFKGWGTNEEL I IQILAHRNARQRKLIR
MAEVPRVINEDCEQLRSAFKGWGTNEKL 1 1STLAHRNAAQRKL1Q

Tomate p35 MSSLK
Ntp32.1 MASLT
Cap32 MASLT

Cap38 MASLKV[gASVPDPCISDAEQLINKAFKGWGTNEEL I QI LAHRNAAQRKLIR
MaTs p35 MATLTV[gSSVPAVIASDCEQL[gKAFEGWGTNEKL I ISTLAHRNAAQARAIR
MaTs p33 MATLKV[gALIVPEVIEDDCDQLRKAFQGWGTNEAL 1 IS1LGHRDAAQRRAIR
AnnMs ..., SHVPSPSEDSEQLREAFQGWGTNEGL I ISILAHRNAAQRKSIR

1 50

Figure 46. Alignements des séquences d'annexine et de la séquence interne de la protéine
d'épinard. A. Alignement de la séquence peptidique de l'annexine d'Arabidopsis (AnxAtl) et de la
séquence interne obtenue pour l'annexine d'épinard. Les acides aminés identiques entre les deux
séquences sont indiqués en caractéeres gras (94 % d'identité sur 18 acides aminés). La boite gris clair
indique le résidu putatif (K) déduit lors du microséquencgage d'aprés la spécificité de I'endoprotéase
utilisée. Les acides aminés soulignés dans la séquence de I'annexine d'Arabidopsis correspondent a la
région conservée ("lI'endonexin fold") caractéristique des annexines. At, Arabidopsis thaliana. So,
Spinacia oleracea. B. Homologies de séquences entre le peptide interne obtenu pour la protéine
d'épinard et plusieurs annexines de plantes. Le peptide interne a été obtenu aprés digestion a
I'endolysine d'une protéine de l'enveloppe de 35 kDa. Les boites grises indiquent les acides aminés
identiques, et les boites noires les résidus homologues.

AnxAtl : Arabidopsis thaliana, (Gidrol et al., 1996) (n°accession EMBL U28415) ; AnxAt2 :
Arabidopsis thaliana, (Clark & Roux, 1999) (n°accession EMBL AF083914) ; AnnGh2 : cotton
(Andrawis et al., 1993) (n°accession EMBL U73747) ; VCaB42 : celeri (Seals et al., 1994)
(n° accession EMBL AF113545) ; Tomate p35 : tomate (Lim et al., 1998) (n° accession EMBL
AF079231) ; Ntp32.1 : cellules de tabac BY2 (Proust et al., 1999) (n° accession EMBL Y14972) ;
Mais p33 et Mais p35 : mais (Battey et al., 1996) (n° accession EMBL X98244 pour p33, X98245
pour p35) ; AnnMs : alfalfa (Pirck et al., 1994) (n° accession EMBL X74947) ; Cap32 : poivron (ou
Capsicum) (Proust et al., 1996) (n° accession EMBL X93308) ; Cap38 : poivron (Proust et al., non
publié) (n° accession EMBL AJ130956).
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Figure 47. Solubilisation de I’annexine recombinante sous forme étiquetée avec une séquence poly-
histidine (His Anx) et sous forme mature (Anx). Aprés induction de I’expression de la protéine
recombinante, une aliquote de la culture est prélevée, centrifugée et remise en suspension dans
différents milieux. Aprés sonication, I’ensemble est centrifugé afin de récupérer une fraction soluble
(S) correspondant au surnageant, et une fraction insoluble (C, culot). Les protéines sont analysées par
électrophorése en conditions dénaturantes. A. Production de la protéine étiquetée. La composition des
milieux est la suivante : imidazole 5 mM, NaCl 0,5 M, Tris/HCI 20 mM (pH 7,9), en présence
d'EGTA 1 mM pour les puits S1, C1 et S3, C3, et d'EGTA 10 mM pour les puits S2, C2 et S4, CA4.
L’induction de I’expression de la protéine a été effectuée a 30°C pour les puits S1, Cl et S2, C2 et a
18°C pour les puits S3, C3 et S4, C4. Lorsque l'induction est effectuée a 30°C, 50 % de la protéine
étiquetée est soluble. En revanche, la quasi totalité de la protéine est soluble lors d'une induction a
18°C mais la quantité totale de protéine produite est plus faible. B. Production de la protéine mature.
Les tampons utilisés sont constitués de Tris/HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 0,2 M, MgCl, 2 mM pour les
puits puits S1, C1 et S3, C3, et de Tris/HCI 50 mM (pH 7,5), EGTA 10 mM pour les puits S2, C2 et
S4, C4. L’induction de I’expression de la protéine a été effectuée a 30°C pour les puits S1, C1 et S2,
C2eta 18°C pour les S3, C3 et S4, C4.
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Figure 48. Purification de I’annexine étiquetée par chromatographie d'affinité. L’annexine
étiquetée contient une séquence poly-histidine qui permet la purification de la protéine par
chromatographie d’affinité sur une matrice chargée en nickel. Les différentes fractions protéiques
obtenues au cours de la purification (protéines non fixées, lavages, élution) sont analysées par
électrophorése en conditions dénaturantes et coloration du gel au bleu de Coomassie. M, marqueurs de
taille. 1, fraction protéique avant la purification. 2, fraction protéique non retenue sur la colonne de
nickel. 3 et 4, protéines présentes dans les 2 tampons de lavage de la colonne (voir matériel et
méthodes). 5 a 9, élution des protéines fixées sur la colonne (le méme volume pour chaque fraction a
été dépose).
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Cependant, I'ajout dEGTA ne semble pas avoir d'effet sur la solubilisation des annexines
recombinantes mature et étiquetée. La protéine étiquetée obtenue apres induction a 37° C se
trouve dans la fraction membranaire mais une partie peut étre solubilisée en présence de
Triton X-100 0,1% [v/v] (résultats non montrés). En revanche, environ 50 % de la protéine
étiquetée est soluble lorsque I’induction est effectuée a 30°C, sans utilisation de Triton X-100
(figure 47A). Le pourcentage de protéeine soluble augmente si l'induction est effectuée a 18°C
(figure 47A), mais dans ce cas la quantité totale de protéine recombinante obtenue est plus
faible.

La fraction de protéine soluble a été purifiée par colonne d'affinité, grace a la présence de la
séquence poly-histidine (figure 48). Les fractions d'élution contiennent une protéine d'environ
36 kDa qui correspond a la protéine recombinante. La différence de masse moléculaire avec
I'annexine native (35 kDa) est due a la présence de la sequence poly-histidine.

CacCl,

5mM 10 mM 15mM
101 S1 S2 C S1 S2 C S1 S2 C

83 - 3

kDa

50,6 — -
355 - -

29,1 — b

20,9 — - X

Figure 49. Effet du calcium sur I'interaction de I'annexine avec des vésicules de phospholipides.
L’annexine recombinante étiquetée est incubée avec des vésicules de phospholipides (extrait de soja)
en présence de concentrations variables de calcium. Aprés incubation, I’ensemble est centrifugé, le
culot contenant les vésicules de lipides est lavé en présence de la méme concentration de calcium puis
de nouveau centrifugé. Les trois fractions obtenues (deux surnageants, S1 puis S2, le culot, C) sont
analysées par marquage avec des anticorps dirigés contre I’annexine.

2. Test de fonctionnalité de la protéine recombinante

Les annexines ayant la capacité de se fixer aux lipides en présence de calcium, nous avons
utilisé cette propriété pour tester I’activité de la protéine recombinante. La fixation est realisee
sur un mélange de lipides contenant 60 % de phospholipides (lipides extraits de soja). Les
lipides sont incubes avec la protéine recombinante en présence de diverses concentrations de
calcium. Apres centrifugation, la présence de la protéine dans le surnageant ou dans le culot
de vésicules de lipides est analysée par marquage immunologique realise avec un anticorps
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dirigé contre lI'annexine de mais (Blackbourn et al., 1991), fourni par N.H. Battey (Reading
University, UK). La figure 49 montre que I'annexine recombinante se fixe totalement sur les
lipides en présence de calcium 15 mM. En revanche, en présence de CaCl, 10 mM, seuls
quelques pour-cent sont fixés aux lipides, et aucune fixation n’est détectée pour des
concentrations de CaCl, inférieures (5 mM). Cette association est réversible puisque la
protéine est relarguée en présence d’EGTA.

Les concentrations de calcium nécessaires pour la fixation de I’annexine recombinante étant
tres elevées et non physiologiques (en général, les annexines se fixent aux lipides en présence
de 100 a 500 uM de CaCl,), nous avons décide de purifier la protéine native pour effectuer les
tests d'interaction avec les différents lipides de I'enveloppe. La protéine recombinante n'a été
utilisée par la suite que comme contréle positif dans les expériences d'immunomarquage.

C. Purification de I'annexine native a partir de feuilles et de tiges d*épinard
1. Protocole de purification de I'annexine

L’annexine est isolée a partir de feuilles et de tiges de jeunes plants d'épinard en utilisant une
methode basée sur la capacité de cette protéine a fixer les phospholipides acides en présence
de calcium. Sachant que l'annexine est vraisemblablement trés peu représentée dans les
feuilles matures (Smallwood et al., 1990), nous avons effectué ces purifications a partir de
jeunes plants d'épinard au stade 6 feuilles.

L’annexine est purifiée a partir de 50 g de matiére fraiche d'aprés la méthode décrite par
Boustead et al. (1989). Le tissu (feuilles ou tiges) est broyé dans l'azote liquide. La poudre
obtenue est homogénéisée dans du tampon A (HEPES/NaOH 20 mM pH 7, NaCl 0,15 M)
(rapport poids frais/volume tampon 1/3, [p/v]), et filtrée a travers 4 épaisseurs de gaze. De
I'EGTA 1M est ajouté au filtrat afin d'obtenir une concentration finale de 10 mM. Ceci a pour
effet de relarguer I'annexine dans le milieu. Apres une incubation de 15 min dans la glace, la
suspension est centrifugée a 30 000 g pendant 30 min a 4°C. Le surnageant est récupéré et du
CaCl, 1M est ajouté (concentration finale 15 mM). Une suspension fraiche de phospholipides
préparée par homogénéisation dans un potter d'un extrait de lipides de soja (Type IV S,
Sigma) dans 10 ml d'eau distillée est ajoutée a la suspension (5 mg de lipides/g de matiere
fraiche). Au cours de cette étape, I’annexine se fixe sur les lipides. Apres une incubation de 30
min dans la glace, I'ensemble est centrifugé 30 min a 30 000 g, a 4°C. Le culot est lavé deux
fois dans du tampon A contenant du CaCl, 3 mM. Le culot lavé est alors repris dans du
tampon A contenant de 'EGTA 15 mM et incubé 10 min dans la glace. L'EGTA, chélatant du
calcium, permet la libération des annexines dans le milieu. Une centrifugation a 100 000 g
(Beckman, rotor SW50) pendant 1 h 30 permet d'éliminer les lipides. Le surnageant contenant
I'annexine purifiée est ensuite dessalé sur une colonne PD10 (Pharmacia) contre un tampon
HEPES/KOH 20 mM (pH 7).
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Afin de concentrer cette fraction, elle est déposée sur une colonne échangeuse d'anions
(DEAE Trisacryl M®, Biosepra Inc.) (débit 7 ml/h) pré-équilibrée dans un tampon
HEPES/KOH 20 mM (pH 7). Les protéines sont éluées par I'addition de NaCl 0,5 M dans le
méme tampon, et collectées dans des fractions de 100 pl. La détection de I'annexine se fait par
immunomarquage en utilisant un anticorps dirigé contre I'annexine de mais (Blackbourn et
al., 1991).

A B
Feuilles Tiges
kba M Hanx E1 E2 E3 E4 E5 M E1 E2 Hanx
101
83 - - —
47,7 — (- o
Mo - * p —
28,3 - e |
19,2-f -
Electrophorése
C D
Hanx Feuilles Tiges Hanx
KDa 249 1ug E1 E2 E3 E4 E5 El E2 M
83 - -
47,7+ | -
34,67 HBASIRAE Y LD —
28,3—': : | -
19,2 - B, —
Immunomarquage

Figure 50. Purification de I'annexine a partir de feuilles et de tiges d'épinard. L'annexine est
purifiée a partir de jeunes feuilles (A, C) et de tiges (B, D) par précipitation sur des phospholipides en
présence de calcium et élution par ajout d'EGTA. La fraction purifiée est ensuite concentrée par
chromatographie échangeuse d'anions. Les fractions éluées (méme volume déposé pour chaque
fraction, fractions E1 a E5 pour la purification a partir de feuilles, fractions E1 et E2 pour la
purification a partir de tiges) sont analysées par électrophorése en conditions dénaturantes (A, B) et
par marquage immunologique (C, D) en utilisant un anticorps dirigé contre l'annexine de mais.
L'annexine recombinante étiquetée (Hanx) a été utilisée comme contrdle positif (1 et 2 pg). La
protéine étiquetée a une masse moléculaire supérieure a celle de I'annexine native a cause de la
présence de la séquence poly-histidine.
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2. Analyse des protéines obtenues par purification

La figure 50 (A et B) montre que plusieurs polypeptides sont détectés dans les fractions
d'élution aprés séparation par électrophorése en conditions dénaturantes. La position de
I'annexine native est indiquée par une étoile. En revanche, les analyses par immunomarquage
(figure 50 C et D) montrent la présence d'un seul polypeptide de la taille attendue (35 kDa)
dans les fractions d'élution des deux purifications, a partir de feuilles et de tiges.

La purification de l'annexine native n'est que partielle puisque d'autres protéines sont
copurifiées. Ce méme profil protéique (présence de protéines copurifiant avec I'annexine) a
déja été obtenu pour les purifications des annexines a partir de plants de persils ou de tissu
foliaire de pomme de terre et de tomate (Smallwood et al., 1990). Le rendement des
purifications a partir de jeunes feuilles et de tiges semble identique. En général, 200 ug
d'annexine sont obtenus & partir de 50 g de matiéere fraiche (4 pg d'annexine/g de matiére
fraiche). Lorsque l'annexine est purifiée & partir de feuilles matures d'épinard (feuilles du
marché), les quantités d'annexine obtenues sont extrémement faibles.

Il. INTERACTION DE L'ANNEXINE AVEC LES CHLOROPLASTES
A. Analyse de la fixation de I'annexine avec les différents lipides de I'enveloppe

Les annexines se fixent aux phospholipides qui sont les constituants majeurs des membranes
extra-chloroplastiques. En revanche, les plastes, et en particulier I'enveloppe, sont
majoritairement composés de glycolipides (voir pour revue Douce & Joyard, 1996). Afin de
déterminer (a) si I'annexine cytosolique peut interagir avec le chloroplaste et (b) la nature des
lipides potentiellement impliqués dans l'interaction de I'annexine avec I'enveloppe, nous avons
étudié la fixation de I'annexine sur les lipides des chloroplastes.

1. Purification des lipides

Nous avons extrait les lipides selon la méthode de Bligh & Dyer (1959) a partir de
chloroplastes intacts et purifiés. Nous avons ensuite purifieé les différents lipides par
chromatographie liquide sur colonne de silice (voir p. 50), puis par chromatographie sur
couche mince de silice. A partir de chloroplastes correspondant a environ 15 mg de
chlorophylles, nous avons obtenu 21 mg de MGDG, 37 mg de DGDG et 150 pg de SQDG.

2. Protocole utilisé pour analyser I'interaction de I'annexine avec les différents lipides de
I'enveloppe

Nous avons effectué des tests de liaison de I'annexine sur des vésicules de lipides comme
décrit par Boustead et al. (1989). Les vésicules de lipides sont préparées en ajoutant 20 pl de
tampon EGTA (HEPES/NaOH 20 mM pH 7, KCI 0,1 M, MgCl; 2 mM, EGTA 1 mM) a 30
Hg de lipides lyophilisés. Nous avons préparé (par sonication 3 fois 10 sec) des vésicules
formeées uniquement de PC, ainsi que des vésicules renfermant 2 types de lipides (PC/MGDG,
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PC/DGDG, PC/SQDG, PC/PI et PC/PG) dans les proportions 1/2 [p/v]. Les vésicules de
lipides (30 pg), I'annexine (2 pg) et des concentrations variables de CaCl, (pour un volume
final de 50 pl) sont incubées pendant 15 min a 20°C, puis centrifugées a 15 000 g pendant 10
min. Des volumes équivalents du surnageant et du culot (repris dans 50 pl de tampon EGTA)
contenant les lipides sont ensuite analysés par immunomarquage.

CaCIZ
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Figure 51. Interaction de I'annexine native de feuilles d'épinard sur les lipides de I'enveloppe.
L'annexine partiellement purifiée est incubée en présence de vésicules formées uniquement de PC, ou
de vésicules renfermant 2 types de lipides (PC/MGDG, PC/DGDG, PC/SQDG, PC/PI et PC/PG) dans
les proportions 1/2 [p/v], dans du tampon EGTA contenant diverses concentrations de calcium. Aprés
centrifugation, des proportions équivalentes du surnageant (S) et du culot contenant les vésicules de
lipides (C) sont analysées par immunodétection.

3. Détermination de la nature des lipides de I'enveloppe susceptibles d'interagir avec
['annexine

La figure 51 montre que la protéine ne s'associe pas aux vésicules composées uniquement de
PC, comme cela a déja été montré pour les autres annexines, méme pour des concentrations
élevées en calcium (2 mM). En présence de 2 mM calcium, l'annexine est totalement fixée
aux vésicules de PC/PI, PC/PG et PC/SQDG et partiellement fixée aux vésicules renfermant
du MGDG et du DGDG. L'interaction de I'annexine avec les galactolipides n'est pas observée
pour des concentrations plus faibles en calcium. En présence de calcium 500 uM, 50 % de la
protéine est fixée aux vésicules de PC/Pl, PC/PG et PC/SQDG. Pour une concentration de
calcium de 100 puM, environ 40 % de l'annexine se fixe aux vesicules de PC/PI et de
PC/SQDG alors que seulement 20 % est fixé aux vésicules de PC/PG. Ces observations
montrent que I'annexine purifiée a partir de feuilles se fixe au SQDG (un lipide spécifique des
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plastes) et au Pl avec une affinité pour le calcium comparable. Ces résultats suggérent que
I'annexine cytosolique est capable d'interagir avec le Pl, le SQDG et le PG, lipides présents
dans I'enveloppe, pour des concentrations de calcium physiologiques.

B. L'annexine se fixe a I'enveloppe du chloroplaste en présence de calcium

1. L'annexine copurifie avec le chloroplaste et I'enveloppe préparés en présence de
calcium

Afin de confirmer I'association in vivo de I'annexine avec le chloroplaste, nous avons purifié
des chloroplastes et des membranes d'enveloppe en présence de calcium 1 mM. Un traitement
des organites ou des membranes par ajout d'EGTA a ensuite été réalisé afin d'éluer les
protéines copurifiées de maniére calcium dépendante.

a. Protocole utilisé pour I'élution de I'annexine a partir des chloroplastes

Les chloroplastes intacts sont purifiés a partir de feuilles de jeunes plants d’épinard (voir p.
42) d’aprés la méthode de Mourioux (1981). Toutefois, au cours de cette expérience, du
CaCl; 1 mM final est ajouté a I’ensemble des milieux, ’EDTA est supprimé et le pH est
ajusté a 7 au lieu de 7,8. Afin d’éluer les protéines fixées aux chloroplastes de fagon
dépendante du calcium, les chloroplastes intacts et purifiés sont incubés dans du tampon
sorbitol 0,3 M, HEPES/KOH 20 mM (pH 7) contenant de 'EGTA 5 mM pendant 10 min dans
la glace. La suspension est ensuite centrifugée pendant 2,5 min a 1500 g, le surnageant est
récupéré, dessalé sur une colonne PD10 (Pharmacia) contre du tampon HEPES/KOH 20 mM
(pH 7), puis concentré sur une colonne échangeuse d’anions comme décrit p. 139.

b. Protocole utilisé pour éluer I'annexine a partir d'enveloppe

Les membranes d’enveloppe sont obtenues comme décrit dans le paragraphe I D (voir p. 43).
Toutefois, au cours de cette expérience, du CaCl, 1 mM et des inhibiteurs de protéases sont
ajoutés a tous les tampons et le pH est ajusté a 7. L’enveloppe purifiée dans ces conditions est
ensuite incubée dans un tampon MOPS/KOH 20 mM (pH 7), EGTA 5 mM pendant 10 min a
4°C, puis centrifugée pendant 1 h a 14 000 g. Des proportions équivalentes du surnageant et
du culot (contenant les membranes) obtenus a I'issue de cette centrifugation sont analysées par
électrophorése en conditions dénaturantes suivie d'une détection de la protéine par analyse
immunologique.

c. Analyse des élutions de I'annexine a partir des chloroplastes et d'enveloppe

Les résultats obtenus pour les protéines éluees a partir des chloroplastes purifiés en présence
de calcium sont présentés dans la figure 52. L'analyse par separation électrophorétique (figure
52A) montre la présence de plusieurs polypeptides dans les fractions d'élution (1 a 7). Ils
correspondent a des protéines chloroplastiques qui proviennent des quelques pour-cents de
chloroplastes cassés au cours de la centrifugation des organites apres traitement par I'EGTA.
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En effet, il est important de rappeler que les chloroplastes intacts et purifiés ne présentent pas
de contaminations par des protéines du cytosol (Mourioux & Douce, 1978). La figure 52B
montre la présence dans les fractions d'élution d'un polypeptide de 35 kDa révélé par
I'anticorps dirigé contre I'annexine. La bande détectée dans la fraction d'élution 2 autour de 60
kDa pourrait correspondre a un dimere d'annexine ou a un marquage non spécifique.

A
kba  EB C M 1 2 3 4 5 6 7 Hanx
101 -~
83 = =
it e =
U6 o8 N B —
28,3 - = &K =
- -
19’2 _l-. -f \
Electrophorése
B
kba EB C M1l 2 3 4 5 6 7 Hanx
101 J
83 ~ 1
477 - - T L
34,6 - - . :
28,3 - -
19,2 - N

Immunodétection

Figure 52. L'annexine est éluée a partir de chloroplastes purifiés en présence de calcium. Les
chloroplastes sont purifiés en présence de calcium 1 mM puis incubés en présence d'EGTA 5 mM.
Aprés centrifugation, les protéines éluées sont concentrées sur une matrice échangeuse d'anions et les
différentes fractions d'élution (E1 a E7, volume déposé identique pour chaque fraction) sont analysées
par électrophorése en conditions dénaturantes (A) et par immunodétection (B). EB, extrait brut de
feuilles d'épinard (50 pg) ; C, chloroplastes (100 pg) ; M, marqueurs de masse moléculaire ; Hanx,
annexine recombinante étiquetée (1 ug). L'étoile indique la position de I’annexine native.

La méme experience a été réalisée avec des membranes d'enveloppe purifiées en présence de
calcium 1 mM (figure 53). L'annexine est retrouvée dans toutes les fractions étudiées.
L'annexine est présente dans I'enveloppe purifiée en présence de calcium 1 mM (fraction Env
Ca®") et est éluée par l'ajout d'EGTA (fraction S EGTA). La présence d'annexine dans
I'enveloppe aprés traitement a I'EGTA (fraction Env EGTA) peut s'expliquer par la formation
de vesicules d'enveloppe inversees lors du choc osmotique realise pour purifier I'enveloppe.
D'autre part, il est possible que I'addition dEGTA 5 mM ne puisse pas éliminer la totalité du
Ca®* de l'enveloppe (5 pg/mg de protéines d'enveloppe, Joyard & Douce, 1976). Il est
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intéressant de noter que les protéines détectées vers 28 kDa par I'anticorps dans les fractions
Env Ca®* et Env EGTA ne sont pas retrouvées dans la fraction S EGTA. Ces résultats
confirment l'association calcium-dépendante et réversible de I'annexine cytosolique avec
I'enveloppe du chloroplaste. Il est enfin intéressant de remarquer que la taille de I’annexine
détectee et éluée, aprés traitement de I’enveloppe par 'EGTA, correspond parfaitement a la
taille de la protéine ayant été microséquencée (voir figure 45).
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Figure 53. Elution de I'annexine a partir d'enveloppe purifiée en présence de calcium. La présence
de I'annexine est analysée dans les fractions suivantes : Env Ca?*, membranes d'enveloppe obtenues a
partir de chloroplastes intacts purifiés en présence de calcium 1 mM. Env EGTA, culot de membranes
obtenu aprés incubation de I'env Ca®* en présence 'EGTA 5 mM et aprés centrifugation. S EGTA,
protéines éluées par le traitement de I’enveloppe par I'EGTA a partir d'enveloppe purifiée en présence
de calcium. +, annexine native de feuilles partiellement purifiée (1,5 pg). La fleche indique la position
de l'annexine native. Les différentes fractions sont analysées par électrophorése en conditions
dénaturantes (A) et par marquage immunologique (B). Noter que la taille de I’annexine native
correspond a celle de la protéine IE37 qui avait été séquencée initialement (figure 45). Les étoiles
indiquent la position des protéines IE30 (bas) et IE37 (haut).

2. Fixation in vitro de I'annexine sur des chloroplastes purifiés

Ayant montré que l'annexine cytosolique peut étre extraite a partir de chloroplastes et
d'enveloppe purifiés en présence de calcium, nous avons testé la capacité de l'annexine
partiellement purifiée a partir de feuilles a interagir avec des chloroplastes intacts et purifiés.

a. Protocole pour analyser I'interaction de I’annexine avec des chloroplastes intacts et purifiés

Les chloroplastes purifiés sur Percoll (30 pug de chlorophylles) sont incubés en présence de 2
Hg d’annexine purifiée dans 50 ul de tampon : sorbitol 0,3 M, HEPES/KOH 20 mM (pH 7)
contenant diverses concentrations de CaCl,. Apres 15 min d’incubation & 20°C, la suspension
est centrifugée 2,5 min & 2 500 g. Afin d’éliminer les lipides, les protéines présentes dans le
culot sont précipitées par I’addition d’acétone 80 % [v/v], incubation 30 min a -20°C et
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centrifugation 15 min a 14 000 g. Le culot obtenu est solubilisé dans du tampon de dép6t 1X
(voir p.45) avant d'étre analysé par électrophorése en conditions dénaturantes. Des
proportions équivalentes du culot et du surnageant obtenus a l'issue de cette étape de
centrifugation sont ensuite analysées par marquage immunologique.

L’ agrégation des chloroplastes par I’annexine a été testée en utilisant le méme protocole.
Toutefois, aprés 15 min d’incubation, I’impact a été analysé par microscopie a contraste de
phase et par epifluorescence.
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Figure 54. Interaction de I'annexine native et de la SAB avec des chloroplastes purifiés. A.
Interaction de I'annexine native. Les chloroplastes intacts et purifiés sont incubés avec I'annexine en
présence de diverses concentrations de calcium (5, 10 et 15 mM). Aprés centrifugation, les protéines
contenues dans le surnageant (S) et le culot (C) sont analysées par immunomarquage. L'étoile indique
la position de I'annexine. B. Interaction de la SAB. La SAB est incubée dans les milieux suivants, 1 :
milieu avec calcium (10 mM), sans chloroplastes, 2 : milieu avec du calcium (10 mM) et des
chloroplastes, 3 : milieu ne contenant que des chloroplastes, 4 : milieu contenant des chloroplastes, du
calcium (10 mM) et de I'EGTA (30 mM). Apres centrifugation, le premier surnageant est récupéré
(S1). Les culots de chloroplastes sont lavés dans les mémes milieux que ceux utilisés pour I’incubation
et centrifugés afin de récupérer le deuxieme surnageant (S2). Les protéines contenues dans S1 et S2
sont analysées par électrophorése en conditions dénaturantes. La SAB est indiquée par le losange.

b. Analyse de l'interaction in vitro de I'annexine avec des chloroplastes purifiés

La figure 54A montre que toute I'annexine est fixée aux chloroplastes pour des concentrations
en calcium de 15 mM et 10 mM. En présence de calcium 5 mM, seulement une partie est
fixée et aucune fixation n'est détectée pour des concentrations inférieures (non montre).
L'association est réversible puisque l'annexine est relarguée dans le milieu en présence
d'EGTA (non montré).

Des expériences contrbles ont été effectuées avec de la SAB (sérum albumine bovine),
protéine connue pour fixer les lipides et le calcium. La figure 54B montre que la SAB se
trouve dans le surnageant dans toutes les conditions testées. Par conséquent, dans les mémes
conditions que celles utilisées pour I'étude de l'interaction de I'annexine native, la SAB ne se
fixe pas aux chloroplastes.
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Ainsi, bien que la fixation de I'annexine sur des chloroplastes intacts nécessite une forte
concentration en calcium, cette interaction semble spécifique. La nécessité d’une
concentration de Ca®* aussi élevée pourrait dériver de la capacité de I'enveloppe a fixer de
grandes quantités de cations comme le Ca®" et le Mg?* (Joyard, 1979). Dans ces conditions, il
est probable que seule une faible proportion du calcium fourni sera accessible pour
I'interaction de I'annexine avec I’enveloppe du chloroplaste.

A B

C D

Figure 55. L’annexine provoque l'agrégation des chloroplastes en présence de calcium. Des
chloroplastes intacts et purifiés (A) sont incubés en présence de calcium et d’annexine (B), d’annexine

seule (C) ou de calcium seul (D). L’agrégation des chloroplastes est observée par microscopie a
fluorescence (objectif x 40). La fluorescence observée correspond a celle des chlorophylles.

c. Agrégation de chloroplastes intacts par I'annexine

Les annexines ont la propriété de provoquer lI'agrégation des vésicules de phospholipides in
vitro en présence de calcium (Creutz, 1992). Nous avons donc testé ce phénoméne
d’agrégation sur des chloroplastes intacts et purifiés. La fixation de l'annexine sur des
chloroplastes purifiés étant totale pour une concentration de calcium de 10 mM, nous avons
utilisé la méme concentration pour réaliser ce test. L'agrégation est visualisée par microscopie
a fluorescence. La figure 55 montre que l'agrégation n'est pas visible en absence d'annexine et
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de calcium (figure 55A), ni en présence d’annexine seule (figure 55C) ou en présence de
calcium seul (figure 55D). L'agrégation est observée seulement lorsque les chloroplastes sont
incubés en présence de Ca®" et d’annexine (figure 55B). L'agrégation est totale en présence de
calcium 10 mM et seulement partielle avec du calcium 5 mM.

Nous avons pu observer que dans les conditions de concentrations de Ca®* et d’annexine
provoquant une agrégation totale, les chloroplastes sont toujours intacts. Cette observation a
été confirmée par mesure des capacités de photosynthése des organites placés dans les mémes
conditions.

I11. RECHERCHE DU ROLE DE L'ANNEXINE ASSOCIEE A L'ENVELOPPE
DES CHLOROPLASTES

1. Impact de I'annexine sur la photosynthése

Sachant que l'annexine cytosolique se fixe a l'enveloppe du chloroplaste en présence de
concentrations physiologiques de Ca?*, nous avons étudié I'impact de cette interaction sur la
photosynthese. Pour cela, nous avons mesuré le dégagement d'oxygéne produit par des
chloroplastes illuminés en présence de diverses concentrations d'annexine, de calcium et
d'EGTA. Les chloroplastes ayant perdu des intermédiaires du cycle de Benson et Calvin lors
de la purification, le milieu comprend aussi du phosphate (KPi 100 uM) et de I'oxaloacétate
ou du PGA (a 10 mM). Le carbone inorganique est fourni sous forme de NaHCO3; 2,5 mM.
Dans les différentes conditions testées, c'est-a-dire des combinaisons de différentes
concentrations de calcium, d’annexine, d’EGTA, nous n'avons observé aucune modification
de la vitesse de dégagement de I'oxygene. Ainsi, dans les conditions testées, I'annexine ne
semble pas avoir d'impact sur la photosynthése. Ce résultat implique aussi que la présence
d'annexine sur la face cytosolique de I'enveloppe n'a pas d'impact sur I’intégrité des organites.

2. L'annexine peut-elle former des canaux ioniques ?

Le calcium dans la cellule végétale a un role physiologique clé et la concentration en calcium
cytosolique doit étre fortement régulée. L'accumulation de calcium dans des endomembranes
a été montrée pour le réticulum endoplasmique et pour la vacuole (pour revue voir Barbier-
Brygoo et al., 1997). Le chloroplaste pourrait aussi étre un réservoir de calcium (Evans et al.,
1991). En effet, les chloroplastes contiendraient au total entre 5 et 10 mM de calcium (voir
tableau I, p. 7). Des activités de canal calcique ayant été montrées in vitro pour certaines
annexines animales (Raynal & Pollard, 1994 ; Pollard et al., 1992), nous avons cherché a
déterminer si c'était aussi le cas pour I'annexine cytosolique de feuilles. Ce type d'activité n'a
jamais été montré ni in vitro, ni in vivo pour les annexines de plantes. Ces expériences ont été
réalisées en collaboration avec Fabrice Homblé (Université libre de Bruxelles).

Des bicouches lipidiques planes constituées soit d'asolectine soit d'un mélange 9/1 [p/p]
asolectine/POPS (palmitoyl phosphatidylsérine) ont été mises en présence d'annexine
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recombinante purifiée. Le POPS assure la présence de 10 % de charges négatives dans la
bicouche lipidique plane. Les mesures ont été effectuées dans les milieux suivants : (a) CaCl,
100 mM (pH 5), (b) CaCl, 100 mM (pH 6,8), (c) CaCl, 100 mM, KCI 150 mM (pH 6,8), (d)
CaCl, 5 mM, KCI 150 mM (pH 7,2). Au cours de chaque expérience, la concentration en
annexine a été progressivement augmentée jusqu'a 9 pg/ml. Pour chaque condition
expérimentale, une différence de potentiel électrique variant de -100 a +100 mV a été
appliquée par pas de 10 mV et pendant une durée de 1 min. Au cours de toutes ces
expériences, aucun signal indiquant une activité canal ionique n'a été observe.

Des expériences similaires dans les bicouches lipidiques planes ont été effectuées avec la
protéine native partiellement purifiée. Elles ont été réalisées dans les conditions suivantes : (a)
CaCl, 100 mM, HEPES 10 mM (pH 7,5), (b) CaCl, 50 mM, KCI 50 mM, HEPES 10 mM (pH
7,5), et en augmentant la concentration d'annexine jusqu'a environ 5 pg de protéines/ml.
Aucune activité de type canal ionique n'a été détectée. Ces résultats suggeérent que, dans les
conditions testées, I'annexine cytosolique de feuilles d'épinard ne forme pas in vitro de canal
ionique dépendant du voltage.

3. L'annexine a-t-elle une activité de type peroxydase ?

En recherchant des genes de plantes complémentant des mutants d'Escherichia coli dépourvus
du géne oxyR induit en réponse a un stress H,O,, Gidrol et al. (1996) ont isolé un ADNc
d'Arabidopsis correspondant a une isoforme de l'annexine. L'ensemble de leurs résultats
suggére que l'annexine pourrait jouer un réle dans les processus de défense des plantes contre
des stress biotiques ou abiotiques. Gidrol et al. (1996) ont aussi montré que lI'annexine qu'ils
avaient identifiée, et qui présentait une grande homologie dans sa partie N-terminale avec des
peroxydases, possédait en fait une activité de type peroxydase. L'annexine recombinante que
nous avons surexprimée correspondant a la méme protéine, nous avons donc recherché ce
type d'activité sur I'annexine isolée de feuilles d'épinard (traitées ou non a l'aide de H,O5) et
sur la protéine recombinante d'Arabidopsis.

a. Mesure de I’activité peroxydase

L activité peroxydase est mesurée par détermination de la formation d’un composé oxyde.
Pour cela, nous avons utilisé les deux substrats suivant : I'H,O; et le guaiacol. Le guaiacol est
incolore et prend une teinte orangée lorsqu’il est oxydé. L’oxydation de ce composé est suivie
au spectrophotometre par lecture de l'absorbance a 470 nm. Dans une cuve de
spectrophotometre, la protéine étudiée est mélangée avec du guaiacol 5 mM dans 1 ml de
tampon HEPES/KOH 25 mM (pH 7). De I'H,O, 1 mM est ajouté, et I’activité peroxydase est
immédiatement suivie par lecture de 1’absorbance & 470 nm (g (guaiacony = 26,6 cm™ mM™). La
peroxydase de radis noir (Sigma) est utilisée comme contr6le positif.
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Figure 56. Impact de I’H,0, sur I’expression de I’annexine. Mesure de I’activité peroxydase dans
les fractions enrichies en annexine. L’annexine est purifiée a partir d'une méme quantité de tissus
provenant de jeunes plants d’épinard traités soit avec de I’eau (non traité, NT) soit avec du H,O, 1 mM
(traité, T) et récoltés 60 h apres le traitement. Les différentes fractions d’élution (2 a 5, volume déposé
identique pour chaque fraction) contenant la protéine purifiée sont analysées par électrophorése en
conditions dénaturantes (A) et par immunodétection (B).

L’ annexine native et I’annexine recombinante étiquetée sont indiquées respectivement par la double
fleche et par I'étoile. Dans chacune de ces fractions, I’activité peroxydase a été testée. Elle est
exprimeée en % par rapport a la fraction contenant I’activité maximale (T2, 100%). Activité peroxydase
spécifique de la fraction T2 = 0,64 pmoles/h/mg de protéines (protéines totales de la fraction). C,
activité peroxydase spécifique. D, activité peroxydase totale de la fraction (activité de la fraction T2 =
20,5 nmoles/h).

b. Analyse des mesures d'activité peroxydase

Dans une premiére étape, nous avons analysé I'activité de I'annexine recombinante et nous ne
sommes pas parvenus a mesurer d'activité peroxydase dans ces préparations (résultats non
montrés). Dans sa partie N-terminale, lI'annexine présente une bonne homologie avec un
domaine des peroxydases impliqué dans la fixation des hemes (Gidrol et al., 1996). Nous
avons cherché a visualiser la présence éventuelle d'un tel groupement dans l'annexine
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recombinante par spectrophotométrie. Les spectres d'absorption (entre 250 et 650 nm) que
nous avons réalisés ont montré que l'annexine recombinante ne contient pas d'héme (non
montre).

Pensant que l'absence de I'néme dans I'annexine recombinante pouvait étre responsable de
I'absence d'activité de la protéine, nous avons préparé de I'annexine native, purifiée a partir de
feuilles, et mesuré son activité peroxydase. Nous n‘avons détecté qu'une trés faible activité
peroxydase dans les fractions d'annexine partiellement purifiée. Cette activité est 200 a 500
fois plus faible que celle de I'enzyme contrdle (peroxydase de radis noir) dans les mémes
conditions. Or Gidrol et al. (1996) ont montré que I'annexine native d'Arabidopsis ainsi que la
protéine recombinante posseédent une activité spécifique peroxydase équivalente a celle de la
peroxydase de radis noir. Nous avons aussi Vérifié I'absence de substances inhibitrices dans
nos fractions et démontré que le milieu utilisé pour éluer I'annexine native purifiée n'inhibe
pas l'activité de la peroxydase controle, pas plus que les autres protéines qui copurifient avec
I'annexine.

Gidrol et al. (1996) ont montré que I'expression de I'annexine augmentait aprés un traitement
des plants a I'H,O,. Nous avons donc traité de jeunes plants d'épinard avec de I'H,O, 1 mM.
L'expérience controle est réalisée en traitant les jeunes plants avec de I'eau. 60 heures apres le
traitement, les feuilles ont été découpées et I'annexine a été purifiée a partir des deux lots de
feuilles (traité et contrble). Des analyses par électrophorese en conditions dénaturantes,
immunomarquage (anticorps dirigés contre l'annexine), et des tests dactivité de type
peroxydase ont été effectués pour chacune des fractions d'élution. D'apres l'analyse par
immunodeétection (figure 56B), il semblerait que la quantité d'annexine obtenue a partir des
feuilles traitées a I'H,O; soit effectivement plus importante que celle obtenue avec les feuilles
témoins. Les tests d'activité peroxydase (figures 56 C et D) semblent montrer aussi une
augmentation de l'activité dans les feuilles traitées a I'H,O, bien que cette activité reste faible
par rapport a celle de la peroxydase de radis noir. En effet, si I’on compare I’activité mesurée
(en moles/h/mg protéines) de I’annexine contenue dans la fraction T2 et des protéines totales
de la fraction T2 par rapport a I’activité de la peroxydase contréle, on obtient respectivement
des activités 260 et 8400 fois plus faibles que le contréle (tableau 1X).

Cependant, nous avons observé que l'activité peroxydase des différentes fractions d'élution
diminue alors que la quantité d'annexine dans ces mémes fractions reste constante (figure 56).
Ainsi, aprés traitement a l'eau oxygénée, s’il y a effectivement une augmentation de
I'expression de l'annexine et de l'activité peroxydase, cette activité peroxydase détectée n’est
pas corrélée a la présence de I'annexine dans les différentes fractions d'élution. D'autre part, il
est possible que l'augmentation de I'activité peroxydase et de la quantité d'annexine n'aient
rien a voir avec le traitement a I'H,0O,. En effet, on ne peut pas exclure un rendement de
purification meilleur lorsque I'on a utilisé les feuilles traitées a I'H,0,.
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Nos résultats suggerent donc que l'annexine n'a pas d'activité peroxydase, et nous n'avons
donc pas été en mesure de confirmer les résultats de Gidrol et al. (1996).

Fractions analysées Activité Activité contrble/activité
pmoles/h/mg protéines protéines testées
Peroxydase de radis noir 5400 -

Fraction T2
- activité exprimée par rapport a la totalité
des protéines de la fraction T2 0.64 8437
- activité exprimée par rapport a la quantité 20,5 263
d'annexine présente dans la fraction T2

Tableau IX. Activité peroxydase associée aux fractions enrichies en annexine purifiée. L'activité
peroxydase est mesurée pour la peroxydase de radis noir (controle positif) et pour la fraction d'élution
T2 (voir figure 56). Le rapport activité contrdle/activité protéines testées permet d'estimer l'activité
peroxydase des protéines par rapport au controle.

IV.DISCUSSION - CONCLUSION
A. L'annexine cytosolique de feuilles d*épinard se lie au chloroplaste

Chez les mammiferes, les annexines sont présentes dans la plupart des membranes cellulaires
(Gruenberg & Emans, 1993). Par exemple, les isoformes V et VI sont associées a la
mitochondrie (Rainteau et al., 1995 ; Sun et al., 1993), I'annexine XI dans les fibroblastes est
localisée dans le noyau (Mizutani et al., 1992). Les annexines ne sont pas associees de fagon
permanente aux membranes, certaines conditions cellulaires (comme une augmentation du
calcium intracellulaire) sont nécessaires a la fixation des annexines. Chez les plantes, les
annexines ont été isolées a partir de nombreuses especes et de tissus différents en utilisant leur
capacité a se fixer sur les phospholipides en présence de calcium (Clark & Roux, 1995). Les
annexines identifiées ont une masse moléculaire comprise entre 33 et 35 kDa avec deux
exceptions, I'annexine de céleri de 42 kDa (Seals et al., 1994) et I'annexine de fougére de 70
kDa (Clark et al., 1995). Des études d'immunolocalisation des annexines de plantes montrent
des associations de ces protéines avec le plasmalemme, le Golgi et les vésicules dérivant du
Golgi dans les plumules de pois (Clark et al., 1992). Chez le ceéleri, I'annexine de 42 kDa est
associée a la membrane vacuolaire (Seals et al., 1994). Récemment, une localisation nucléaire
a été identifiée pour l'annexine AnnMs2 de luzerne (Kovacs et al., 1998). Ainsi, dans les
cellules vegétales, les annexines interagiraient avec la plupart des systemes membranaires
(Clark & Roux, 1995). Cependant, a notre connaissance, l'association de I'annexine avec les
membranes des plastes, et avec I'enveloppe des plastes en particulier, n'a jamais été analysée.

Nous avons purifié I'annexine a partir de feuilles et de tiges de jeunes plants d'épinard, les
rendements d'extractions sont de l'ordre de 4 pg dannexine/g de matiere fraiche. Sachant
qu'un gramme de matiére fraiche contient approximativement 15 mg de protéines, nous avons
estime la quantité d'annexine purifiée a 0,03 % des protéines totales, soit 3 a 10 fois moins
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qu'il était théoriqguement possible d'obtenir. En effet, Clark & Roux (1995) estiment que les
annexines représentent en général 0,1 a 0,3 % des protéines totales.

L'ensemble de nos résultats montre que quelles que soient les conditions expérimentales, nous
retrouvons de I'annexine associée a I'enveloppe. En effet, nous avons caractérisé I'annexine
sur de I'enveloppe isolée préparée dans des conditions standard, c'est-a-dire a partir de
chloroplastes intacts, purifiés sur Percoll (sans Ca’* dans les milieux). Nous avons aussi été
capables d'extraire de I'annexine & partir de chloroplastes isolés en présence de Ca?* ainsi qu'a
partir d'enveloppe purifiée. Or, la purification de chloroplastes sur gradients isopycniques de
Percoll élimine tous les contaminants cytosoliques (Pineau et al., 1979 ; Joyard et al., 1982).
Enfin, l'addition d'annexine, en présence de Ca®*, & une suspension de chloroplastes intacts
provoque leur agglutination. L'annexine cytosolique interagit donc avec la face cytosolique de
I'enveloppe du chloroplaste, en présence de calcium, et cette interaction est réversible (figures
52 et 53). D'apres ces observations, nous pouvons conclure que (a) I'association de l'annexine
avec le chloroplaste est physiologiquement possible, et que (b) les membranes d'enveloppe
constituent in vivo un site de forte affinité pour la fixation de I'annexine.

B. L'annexine peut se fixer sur le sulfoquinovosyldiacylglycérol, un glycolipide
spécifique des plastes

Les annexines sont des protéines qui se fixent sur les phospholipides de maniere calcium
dépendante. Elles interagissent avec les phospholipides acides comme le PA, le Pl et la PS
avec une tres forte affinité. Certaines annexines se fixent a des phospholipides neutres comme
la PE mais l'interaction n'est jamais détectée pour la PC et la sphingomyéline (Raynal &
Pollard, 1994). Par la présence de galactolipides (MGDG, DGDG) et du SQDG, et I'absence
de certains phospholipides (PE et PS), la composition des membranes de plastes est trés
différente de celle des membranes extrachloroplastiques (tableau X). De plus, comme toutes
les membranes biologiques, la membrane externe de I'enveloppe est structurellement et
fonctionnellement asymétrique. D'une part, la quasi totalité de la phosphatidylcholine (PC)
chloroplastique est localisée sur le feuillet externe de la membrane externe de I'enveloppe
(Dorne et al., 1985). Ainsi, la face cytosolique de I'enveloppe renferme essentiellement un
phospholipide qui ne fixe pas l'annexine. D'autre part, le phosphatidylglycérol (PG), un
phospholipide capable de fixer l'annexine, n'est pas accessible sur la face externe de la
membrane de I'enveloppe (Dorne et al., 1985), et ne peut donc pas interagir avec I'annexine
cytosolique. On ignore la répartition exacte, au sein de la membrane externe de I'enveloppe,
du phosphatidylinositol (PI), phospholipide pouvant interagir avec l'annexine. Mais il est
probablement distribué comme la PC. Utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre les
glycolipides spécifiques du plaste, Billecocq et al. (1972) et Billecocq (1974, 1975) ont
montré que le MDGD, le DGDG et le SQDG (ou sulfolipide) étaient accessibles sur la face
externe de la membrane externe. Ainsi, les seuls lipides de I'enveloppe connus pour étre
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présents dans le feuillet externe de la membrane externe sont la PC (et probablement le PI), et
les lipides specifiques du plaste (MDGD, DGDG, sulfolipide). A notre connaissance,
I'interaction de I'annexine avec ces trois glycolipides n'avait jamais été rapportée.

Composition lipidique % d'annexine fixée pour une
concentration déterminée en Ca**

Mitochondries (a) Chloroplastes (feuilles d'épinard) (b) Annexine Autres
(feuilles de pois) de feuilles annexines de
Totaux Enveloppe ME dépinard plantes
(ce travail)
MGDG - 52 32 17 50 % - 2 mM nt
DGDG - 26 30 29 50 % - 2 mM nt
SQDG - 6.5 6 6 40% - 100 pM nt
PC 40 45 20 32 pas pas d'interaction
d'interaction (©-()-(e)
PG 2 9.5 9 10 20 %- 100 uM 10 % - 1 mM (d)
PE 46 0 0 0 nt 100 %((;)l mM
pas d'interaction
(d)
DPG 14 0 0 0 nt nt
100% -1 mM
Pl 6 15 4 5 40 % - 100 uM (c)- (d)

50 % - 120 uM (c)
PS - - - - nt 50 % - 330 uM (c)
50 % - 550 uM (d)

100 % - 1 mM (e)

Tableau X : Composition lipidique des membranes de mitochondries et de chloroplastes, affinité de
plusieurs annexines pour différents lipides. Les compositions lipidiques ont été décrites par (a) Day
etal., 1985 ; et (b) Block et al., 1983b. Elles sont exprimées en pourcentage des lipides totaux.

Les valeurs de pourcentage d'annexine fixée en fonction des concentrations de calcium sont issues de
la littérature pour les annexines suivantes : (¢) annexines de mais p33 et p35 (Blackbourn et al., 1991),
(d) annexine de poivron vert p35 (Hoshino et al., 1995), (e) annexines de tomate p33 et p35 (Boustead
et al, 1989). ME : membrane externe. MGDG : monogalactosyldiacylglycérol, DGDG :
digalactosyldiacylglycérol, SQDG : sulfoquinovosyl diacylglycérol, PC : phosphatidylcholine, PG :
phosphatidylglycérol, Pl : phosphatidylinositol, PE : phosphatidyléthanolamine, PS : phosphatidyl
sérine. DPG : diphosphatidylglycérol. nt : non testeé.

Nos résultats (figure 52, p. 144) montrent que l'annexine cytosolique interagit, a des
concentrations de calcium physiologiques, avec le PI, le sulfolipide et le PG. Sachant que le
PG n'est pas présent dans le feuillet externe de la membrane externe, le sulfolipide, et
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probablement le PI, sont les seuls lipides de la membrane externe de I'enveloppe susceptibles
d'interagir spécifiquement avec I'annexine. Le sulfolipide est un lipide anionique, comme le
PA, PS et PI, lipides sur lesquels se fixent préférentiellement les annexines. La concentration
en calcium nécessaire pour fixer 40 % de l'annexine sur le sulfolipide est de 100 pM de Ca**
libre comme pour le PI. Cette valeur correspond a celles obtenues pour les autres annexines
(tableau X). En effet, les annexines de mais fixent & 50 % des liposomes en présence de Ca?*
150 puM (Blackbourn & Battey, 1993). Des valeurs d'affinité de l'ordre du nM ont été
obtenues pour la fixation de l'annexine VCaB42 sur le tonoplaste (Seals et al., 1994).
Cependant, dans ce cas précis, la technique de détermination de la concentration de calcium
nécessaire pour la fixation était différente. En effet, les vacuoles étaient purifiées en présence
de calcium 1 mM, puis la dissociation de I'annexine était provoquée par ajout de
concentrations croissantes d’EGTA. L'affinite était alors déduite de la concentration d'EGTA
nécessaire au relargage de l'annexine. Dans tous les autres cas, l'affinité est déduite du
pourcentage de protéine fixée sur des vésicules de lipides en présence de concentrations
variables de calcium. L'annexine cytosolique de feuilles est donc capable de se fixer au
chloroplaste dans des conditions physiologiques, via le sulfolipide et probablement le PI.

C. Quel réle pour I'annexine dans le chloroplaste ?

Les annexines tant animales que végétales semblent étre impliquées dans un grand nombre de
processus physiologiques. Les annexines de plantes seraient en particulier impliquées dans
des processus sécrétoires (Blackbourn et al., 1992). En effet, les annexines de mais sont
capables de se fixer et d'agréger des vésicules sécrétrices pour des concentrations de calcium
libre de 150 uM (Clark & Roux, 1995 ; Potikha & Delmer, 1997). L'annexine identifiée chez
le céleri serait impliquée dans les processus de signalisation calcique dans la vacuole (Seals et
al., 1994). Chez le coton, une annexine serait impliquée dans la régulation de la callose
synthase, une enzyme localisée dans la membrane plasmique (Andrawis et al., 1993). Des
études sur les annexines de tomate ont montré que les annexines p34 et p35 interagissent
spéecifiquement avec I'actine F mais pas avec l'actine G pour des concentrations de calcium de
100-300 uM (Calvert et al., 1996). Certaines annexines de plante possédent une activité
nucléotide phosphodiestérase comme I'annexine de mais qui est associée a une ATPase (Mc
Clung et al., 1994). Les annexines de tomate catalysent aussi I'nydrolyse d'une grande variété
de nucléotides di et triphosphates, une réaction qui ne nécessite pas de cations divalents et qui
est inhibée par les phospholipides (Calvert et al., 1996). Un certain nombre de travaux
proposent un rble des annexines chez les plantes lors de leur interaction avec les
microorganismes, phytopathogenes (Gidrol et al. 1996) ou symbiotiques (de Carvalho-Niebel
et al., 1998). Globalement, les annexines seraient surexprimées en condition de stress biotique
ou abiotique. Ainsi, Kovacs et al. (1998) ont montré que I'expression de I'annexine de luzerne
AnnMs2 augmente lors de stress qui modifient I'état osmotique de la cellule comme une
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déshydratation ou des traitements au NaCl, au PEG, au mannitol. Ils proposent que I'AnnMs2
puisse fonctionner comme un canal ionique et aurait alors un role potentiel dans la régulation
osmotique de la cellule en laissant passer des ions ou de I'eau.

Nous avons donc cherché a déterminer si I'annexine de feuilles d’épinard pouvait fonctionner
comme un canal ionique dans I'enveloppe. Pour cela, I'annexine recombinante d’Arabidopsis
ou l'annexine native d’épinard ont été insérées dans des bicouches lipidiques planes. Les
courants ont ensuite été mesurés a travers cette membrane dans différentes conditions
(concentrations en calcium, concentrations en protéines, variations de la différence de
potentiel). Dans toutes les conditions testées, aucun signal indiquant une activité canal ionique
n'a été détecté. Ainsi, l'annexine cytosolique de feuilles d'épinard ne forme pas in vitro de
canal ionique voltage dépendant. Cette activité canal ionique n'a jamais été montrée in vitro ni
in vivo pour les annexines de plante, ce qui n'exclut pas une activité de ce type pour d'autres
annexines de plante. Il faut noter cependant que le systeme utilisé pour ces expériences ne
permet pas de mettre en évidence des canaux ayant une conductance inférieure a 20 pS. Ainsi,
si I'annexine forme un canal de conductance plus faible, il ne pourra pas étre détecté. Les
conductances déterminées in vitro pour les annexines animales formant des canaux ioniques
sont de l'ordre de 30 pS (dans des solutions symétriques contenant 50 mM Ca?*) pour
l'annexine V (Burger et al., 1994) et d'environ 26 pS (en présence de 25 mM Ca?*) pour
I'annexine VII (Pollard & Rojas, 1988).

Par ailleurs, Gidrol et al. (1996) ont proposé qu'une annexine d'Arabidopsis aurait une activité
peroxydase. Son expression augmenterait apres un traitement a I'H,0, ou a l'acide salicylique.
Le fait que I'annexine associée a l'enveloppe soit trés homologue a la protéine d'Arabidopsis
décrite par Gidrol et al. (1996) nous a conduit a mesurer cette activité sur la protéine
recombinante d'Arabidopsis et sur des fractions enrichies en annexine native isolée de
I'épinard. Nous n'avons pas trouvé d'activité peroxydase associée a la protéine d'Arabidopsis
surexprimee sous forme de fusion, ni détecté d’heme associé a cette protéine, comme cela
était supposé (par homologie de séquences) par Gidrol et al. (1996). D'autre part, si nous
mesurons effectivement une activité peroxydase qui copurifie avec l'annexine native de
feuilles d'épinard, cette activité est extrémement faible. Cette activité augmente apres un
traitement a I'H,O, mais n’est pas corrélée a la présence de I’annexine dans les fractions
purifiées. Nos résultats suggerent donc que I'annexine cytosolique de feuilles n'a pas d'activité
peroxydase.

Enfin, l'association de I'annexine cytosolique au chloroplaste suggere un réle potentiel dans
des processus de signalisation intracellulaire impliquant le calcium. En effet, comme second
messager, le calcium joue un role clé dans le développement et la croissance de la plante. De
tels processus impliquent en particulier une coordination tres étroite entre le développement
des plastes et la différenciation cellulaire afin d'assurer une expression coordonnée des
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génomes nucléaires et plastidiaux (voir par exemple Sato et al., 1999). Cette coordination
nécessite des échanges de signaux entre les plastes et le noyau. La situation de I'enveloppe, a
I'interface entre le cytosol et le chloroplaste, en fait potentiellement un site privilégié pour
controler les échanges des molécules régulatrices qui participent a cette expression
coordonnée entre génomes. Lors des processus de signalisation par le calcium, d’autres
molécules agissant en aval sont alors nécessaires pour obtenir une réponse physiologique. Ces
molécules sont en général des protéines qui fixent le calcium, comme la calmoduline et les
protéines kinases calcium-dépendante (Bethke et al., 1995). En se fixant aux lipides de la
membrane externe de I'enveloppe en présence de calcium, l'annexine cytosolique pourrait
ainsi participer a des processus de signalisation calcique impliquant les plastes, une situation
semblable a celle qui a été suggérée pour I'annexine VCaB42 associée a la vacuole (Seals et
al.,1994).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’enveloppe des plastes constitue un site privilégié de transport de métabolites, d’ions, de
protéines et d’informations entre les plastes et leur environnement. De nombreux systemes de
transport sont donc présents dans I'enveloppe (figure 2). Néanmoins, malgré leur importance
physiologique pour I'ensemble des processus metaboliques cellulaires, trés peu d'entre eux ont
été identifiés au niveau moléculaire.

Notre travail avait pour objectif de mettre au point des stratégies permettant d'identifier, tant
au plan moléculaire que fonctionnel, de nouvelles protéines de I'enveloppe pouvant
potentiellement étre impliquées dans des systemes de transport (canaux ionigues,
transporteurs, pompes, etc...). Les principales barriéres a I’identification de telles protéines
sont leur faible représentation dans I'enveloppe et leur intégration au sein de membranes trés
riches en lipides. Les approches expérimentales généralement utilisées, par exemple les
approches de type PCR, pour étudier les transporteurs ou canaux de membranes comme les
membranes plasmique ou vacuolaire ne sont pas appropriées dans notre cas. En effet, les
protéines de I’enveloppe déja connues présentent peu d’homologies avec les protéines
d’autres systéemes membranaires. La complémentation de mutants de levure, qui a permis
I’identification de nombreux transporteurs de la membrane plasmique, n’a encore jamais
permis le clonage d’un transporteur localisé dans les chloroplastes.

La stratégie globale qui a guidé notre travail est présentée dans la figure 8. Elle comprend
deux aspects complémentaires. Dans une premiére étape, nous avons cherché a identifier de
nouvelles protéines de I'enveloppe potentiellement impliquées dans des systémes de transport.
Nous avons ensuite cherché a déterminer leur fonction en utilisant en particulier des stratégies
de génétique inverse.

Les protéines membranaires catalysant des fonctions de transport présentent des domaines
transmembranaires hydrophobes qui leur conférent des propriétés de solubilité dans certains
solvants organiques. La premiere étape de notre travail a donc consisté a mettre au point les
conditions d’extraction, par des mélanges chloroforme/méthanol, des protéines les plus
hydrophobes de I’enveloppe des chloroplastes d'épinard. Plusieurs paramétres ont été étudies
comme la valeur des rapports solvants organiques/protéines, les proportions entre
chloroforme et méthanol, ou les conditions d'électrophorése. L'analyse des fractions obtenues
par électrophorése en conditions dénaturantes révele qu'au moins une vingtaine de protéines
différentes sont extraites par ces mélanges. Ces protéines ont ensuite été analysées par
microsequengage. Couplée a l'utilisation de techniques protéomiques particulierement
performantes (en particulier le microséquencage par spectrométrie MS/MS), la séparation des
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protéines en conditions dénaturantes s'est révélée particulierement utile pour I'ensemble de
I'approche protéomique, en particulier en présence de fortes concentrations de SDS. De
nombreuses séquences N-terminales et internes ont ainsi été obtenues, correspondant pour
certaines a des protéines déja connues (IE30, le transporteur de phosphate/triose phosphate ;
IE37, une méthyltransférase dépendante de la S-adénosylméthionine ; IE45, le transporteur
d'oxoglutarate/malate) et pour d'autres a des protéines non encore décrites (en particulier IE16
et IE18). Ces protéines sont toutes hydrophobes et localisées dans I’enveloppe du
chloroplaste, certaines d'entre elles sont en fait présentes en trés petite quantité dans
I'enveloppe et présentent un point isoélectrique basique. Nous avons aussi montré la présence
dans I'enveloppe d'une protéine déja connue par ailleurs, I'annexine, mais dont on ne
soupgonnait pas la présence dans les chloroplastes. Les résultats obtenus montrent aussi
I'intérét d'utiliser des fractions membranaires les plus pures possible et bien caractérisées.

La seconde étape du travail a consisté a tenter de caractériser la fonction de nouvelles
protéines identifiées, IE16 et IE18, en mettant en ceuvre des approches de bioinformatique,
des approches de génétique inverse et des approches biochimiques.

Les recherches d’homologies de séquences sur des banques génomiques et des banques
d’EST d’Arabidopsis nous ont permis de cloner des ADNc d’Arabidopsis correspondant aux
protéines IE16 et IE18 d’épinard. D'autre part, des homologues des protéines IE16 et IE18 ont
été identifiés chez les algues vertes, les algues rouges et les procaryotes (en particulier chez
Synechocystis). Ces homologues présentent des homologies avec des systemes de transport
procaryotes, ce qui est en accord avec des fonctions putatives de transporteurs pour les
protéines IE16 et IE18.

Nous avons ensuite préparé des mutants de Synechocystis et d’Arabidopsis. Les mutants de
Synechocystis ont été obtenus par insertion d’une cassette dans le géne d’intérét homologue
de IE16 (sl11737) et IE18 (sIr0789). Seul le mutant du géne homologue a ie18 (AsIr0789) a pu
étre obtenu pour I’instant. Ce mutant ne présente pas de phénotype particulier dans les
conditions normales de croissance. En revanche, il semble affecté par des variations de
concentrations salines et de pH. Dans ces conditions, I'analyse du phénotype du mutant
Asrl0789 suggere qu'il pourrait étre affecté dans un systéme de transport des cations, et plus
particulierement de K* et/ou de H™.

En paralléle, nous avons criblé par PCR la banque d’insertion d’Arabidopsis thaliana de
I’INRA de Versailles. Nous avons obtenu deux mutants pour le géne iel8 (ACE3 et ABH11)
et deux mutants pour le gene iel6-1 (ABC9 et DIF6). Le mutant DIF6 a une insertion de
I’ADN-T dans la partie 3’ non codante du gene 16-1, cette insertion ne semble pas affecter
I’expression de la protéine 1IE16-1. Les analyses de ces mutants sont en cours actuellement.
Les premieres observations montrent que les mutants du géne iel8 ne présentent pas de
phénotypes apparents dans les conditions standard de culture. En revanche, 25 % des plantes
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ABC9 sont affectées dans leur croissance : aprés apparition des deux premiers cotylédons, la
plantule blanchit et meurt. Le génotype de ces plantules pour le gene iel6-1 doit étre
confirmé. Les analyses de ces mutants vont étre poursuivies, notamment en faisant varier les
conditions de culture. L’ensemble des informations apportées par les mutants de
cyanobactéries et d’Arabidopsis sont ensuite utilisées pour orienter les analyses biochimiques
sur les protéines.

Dans une derniere étape, nous avons entrepris d'exprimer en particulier les protéines IE16 et
IE18 dans des systemes hétérologues. 1l était en effet indispensable d'obtenir ces protéines en
quantité suffisante pour des analyses biochimiques et fonctionnelles. Le systeme procaryote
E. coli n’a pas permis I’expression de ces protéines, qui sont probablement toxiques pour la
bactérie. En revanche, les protéines sont exprimées dans le systeme d’expression eucaryote
cellules d’insecte/baculovirus. Les premieres analyses sur ces protéines montrent qu’elles
forment des homodiméres, comme le transporteur de phosphate/triose phosphate (Fliigge et
al., 1998) ou les canaux OEP16 et OEP24 de I’enveloppe (Polhmeyer et al., 1997, 1998) qui
forment des homodimeres in situ. Les membranes de cellules d’insecte contenant les protéines
exprimées ont été insérées dans des bicouches lipidiques, et I’analyse électrophysiologique est
en cours. Les recherches des fonctions de ces protéines sont orientées par les analyses des
phénotypes des mutants. Ainsi, dans un premier temps, I'analyse fonctionnelle de la protéine
IE18 est orientée vers la mesure de flux de K* et de H”.

Parmi les protéines nouvellement identifiées, I'annexine est un bon exemple de l'intérét de la
stratégie mise en ceuvre. C'est une nouvelle protéine, aux propriétés remarquables, que nous
avons caractérisée dans I'enveloppe par une stratégie protéomique. Aucun des travaux réalisés
auparavant sur cette protéine n'avait suggéré une association spécifique de cette protéine avec
I'enveloppe du chloroplaste. L'affinité de I'annexine pour le sulfolipide est trés intéressante,
car elle montre pour la premiere fois qu'un lipide autre qu'un phospholipide peut interagir
avec l'annexine. La signalisation calcique dans la cellule végétale est avant tout un probléme
de compartimentation, et I'émergence du chloroplaste dans ce schéma ouvre des perspectives
originales quant aux fonctions de l'enveloppe au sein de la cellule. En particulier la face
externe de la membrane externe de I'enveloppe du chloroplaste est en contact permanent avec
le cytosol et doit &tre impliquée dans tout dialogue entre le plaste et le reste de la cellule.

En outre, notre travail ouvre de nombreuses autres perspectives. Tout d'abord, nous maitrisons
un certain nombre de techniques (analyse des protéines hydrophobes, préparation de mutants
de cyanobactéries, criblage de mutants d'insertion chez Arabidopsis, surexpression des
protéines dans des systéemes hétérologues) qui sont applicables de maniére systématique a
I’étude de toute nouvelle protéine de I'enveloppe des chloroplastes.

D'autre part, parmi les diverses protéines extraites dans les mélanges chloroforme/méthanol
nous n'avons encore identifié qu'un nombre limité d'entre elles. 1l reste encore de nombreuses
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Figure 57. Profils d’hydrophobicité de quelques protéines membranaires de I’enveloppe extraites
dans des mélanges chloroforme/méthanol. Les protéines insolubles (12) et les protéines solubles
(S20) dans la phase organique sont analysées par électrophorése en conditions dénaturantes. Les
profils d’hydrophobicité des protéines identifiées dans la phase organique sont présentés. Les
prédictions d’hydrophobicité ont été effectuées en combinant plusieurs "matrices de poids" (Hofmann
& Stoffel, 1993). Les profils des protéines p25, p30 et p45Cter correspondent aux derniéres protéines
identifiées dans cette étude. Seule la partie C terminale de la protéine p45 a été obtenue pour l'instant.
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protéines a étudier dans nos extraits, d’autant plus qu’une bande colorée au bleu de
Coomassie contient en général plusieurs protéines. Récemment, nous avons obtenu de
nouvelles séquences pour les polypeptides présents dans les bandes situées autour de 25, 30 et
45 kDa. L'analyse de ces séquences a permis d'obtenir les séquences nucléotidiques partielles
(pour la protéine p45) et completes (dans le cas des protéines p25 et p30). Ces trois nouvelles
protéines sont toutes hydrophobes (figure 57) et présentent des homologies significatives avec
des protéines impliquées dans des transports de type procaryote. La caractérisation
fonctionnelle de ces protéines rend possible l'identification de nouvelles activités dans
I'enveloppe et donc la mise en évidence de nouvelles propriétés de l'enveloppe des
chloroplastes.

D'autre part, I'analyse du protéome hydrophobe aprés extraction des protéines par des solvants
organiques ne se limite pas au seul cas de I'enveloppe. Cette approche peut tres aisément étre
étendue a I’étude d’autres systemes membranaires. Au cours d'expériences préliminaires, nous
avons en effet montré qu'il était possible d'extraire des protéines hydrophobes a partir de
membranes aussi variées que la membrane plasmique, le tonoplaste, ou les membranes de
mitochondries végétales. Cependant cette technique doit étre optimisée pour chaque type de
systeme membranaire.

Enfin, la caractérisation compléte des protéines les plus hydrophobes d'un systeme
membranaire rend possible I'analyse ultérieure de fractions membranaires de plus en plus
complexes, comme des membranes traitées par des solutions alcalines ou salines. En effet, les
protéines extraites par le chloroforme/méthanol représentent entre le tiers et le quart des
protéines intrinséques qui ne sont pas extraites de I'enveloppe par des traitements a la soude
0,1 N (Joyard et al., 1982). Aussi, l'identification des protéines hydrophobes dans des
préparations d'enveloppe traitées a la soude devrait faciliter I'identification des autres
protéines intrinseques, puis périphériques. Bien sdr, ceci n'est possible que parce que le
séquencage massique donne la possibilité d'analyser des mélanges de protéines plus ou moins
complexes au sein d'une méme bande séparée par électrophorese. Ainsi, par fractionnements
successifs, il sera possible d'avoir une vision plus compléte des protéines associées a un
systeme membranaire, qu'elles soient intrinséques ou périphériques. Une telle approche doit
donc étre congcue comme étant complémentaire des approches protéomiques apres séparation
bidimensionnelle. En effet, cette technique donne acces aux protéines les plus solubles de la
membrane analysée. Ainsi, a terme, on peut espérer qu'une vision plus globale de
I'équipement protéique d'un systéme membranaire pourra émerger.
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Annexes

Composition de la solution nutritive utilisée pour arroser les jeunes plants mg/l
d'épinard (adaptée de Randall & Bouma, 1973)

Azote (20 % d’azote ammoniacal, 43 % d’azote uréique et 37 % d’azote nitrique) 150
Phosphore (anhydride phosphorique) 150
Calcium (chlorure de calcium) 160
Potassium (oxyde de potassium) 150
Chlore (chlorure de calcium) 80
Magnésium (61 % d’oxyde de magnésium et 39 % de sulfate de magnésium) 41
Soufre (sulfate de magnésium) 16
Fer (DTPA) 0,75
Manganese 0,625
Cuivre 0,075
Zinc 0,3
Molybdéne 0,025
Bore 0,4

Milieu de culture des cyanobactéries :

citrate ferrique 30 uM KoHPO, 250 uM

citrate 30 uM MgSO, 250 uM
Na,EDTA 3 M CaCl, 250 uM

NaNO; 30 mM Na,CO; 200 uM

NaHCO; 5mM

1 ml/l d'une solution de microéléments contenant par litre :

H3BO3 2,869 MnCl;, 4H,0 1,81g ZnSO,4 7H,0 0,222 ¢
CuSO,5H,0  0,079g Co(NOs), 6H,0  0,0494g |Na,MoO,5H,0O 0,39¢

Annexe 1. Composition de la solution nutritive utilisée pour les cultures d'épinard et composition
du milieu de culture des cyanobactéries.
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Start of
Transcription

Polyhedrin Forward Sequencing Priming Site
I 1

1 GATATCATGG AGATAATTAA AATGATAACC ATCTCGCAAA TAAA|TAAG|TA

Baculovirus Forward PCR Priming Site [——)
] 1
51 TTTTACTGTT TTCGTAACAG TTTTGTAATA AAAAACCTAT AAAT ATG CCG
Met Pro

Polyhistidine Region

. I 1
101 CGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG
Arg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met
Enterokinase Recognition

r

143 ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTC TAC GAC CAT GAC
Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp AsD Asp
L

Anti-Xpress™ Antibody Epitope
EK Cleavage Site

Site chf HI S(lr(' 1 Xilw I Bﬁi I Psi! 1 K;Im [

- 1

185 GAT -AAG GAT CJGA TGG GGA TCC GAG| CTC GAG ATC TGC AGC TGG
Asp Lys Asp Arg Trp Gly Ser Flu Leu Glu Ile Cys Ser Trp
= |

Ncio I EC(I)R I H:'nld 1 Sal{ I

227 TAC CAT GGA ATT CGA AGC TTG GAG TCG ACT CTG CTG AAG AGG
Tyr His Gly Ile|Arg Ser Leu Glu Ser Thr Leu Leu Lys Arg

Baculovirus (+15) Reverse Sequencing Priming Site
T 1

269 AGG AAA TTC TCC TTG AAG TTT CCC TGG TGT TCA AAG TAA
Arg Lys Phe Ser Leu Lys Phe Pro Trp Cys Ser Lys ***

308 AGGAGTTTGC ACCAGACGCZ CCTCTGTTCA CTGGTCCGGC GTATTAAAAC

Baculovirus Reverse PCR Priming Site

|
358 ACGATACATT GTTATTAGTA CATTTATTAA GCGCTAGATT CTGTGCGTTG

-
408 TTGATTTACA GACAATTCTT GTA

Annexe 2. Séquence du site de clonage multiple du vecteur pBlueBacHis2 A, utilisé pour
I'expression de la protéine p16-2.
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Start of
Transcription

1 GATATCATGG AGATAATTAA AATGATAACC

Baculovirus Forward PCR Priming Site

T 1
TTTTACTGTT TTCGTAACAG TTTTGTAATA

Polyhedrin Forward Sequencing Priming Site
I 1

ATCTCGCAAA TAAATAAG|TA

r—)»

Hiu]d I1 Salf I

TTC GAA GCT TGG AGT

Phe Glu Ala Trp Ser Arg Leu Cys

Priming Site
—IE ol

TTGAAGTTTC CCTGGTGTTC AAAGTAAAGG

[R]
~J
i

321 CTGTTCACTG GTCCGGCGTA TTARAACACG

Baculovirus Reverse PCR Priming Site

it

r
TTATTAAGCG CTAGATTCTG TGCGTTGTTG

51 AAAMAACCTAT AAAT ATG CCG
MeE 2Pre
Polyhistidine Region
I 1
101 - CGGGET+TCT xEAT+CAT ~CATH CATHECATCGAT+EETATG :GCT AGC "ATG
Arg Gly Ser His His His His His His Gly Met Ala Ser Met
Enterokinase Recognition Site
e e
143 ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC GAC GAT GAC
Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp
L
Anti-Xpress'™ Antibody Epitope
EK Cleavage Site press T H ;.L
Bam H 1 Sac 1 Xh;) I Bglf 1 Ps’ir I K,u‘n [ ,\‘:“n | :",'(‘r‘)R I
185 GAT AAG GAT (C|CG AG|C TCG AGA TCT GCA GCT GGT ACC ATG CAA
Asp Lys Asp Pro Ser Ser Arg Ser Ala Ala Gly Thr Met Glu

Baculovirus (+15) Reverse Sequencing
[

CGA CTC TGC TGA AGAGGAG GAAATTCTCC

* * *

AGTTTGCACC AGACGCACCT
ATACATTGTT ATTAGTACAT

AATTGTTGTA

ATTTACAGAC

Annexe 3. Séquence du site de clonage multiple
I'expression des protéines IE18, IE16-1 et ORF229.
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Séquence peptidique |

Asp Vval leu Trp Pro Ser Leu Gly Ala Phe

Oligonucléotide 1 (sonde 1)

GA(CT) GTI (CT)TI TGG CCI TCI  (CT)TI GGI GCI TT

Oligonucléotide 2 (sonde 2)

GA(CT) GTI (CT)TI TGG CCI AG(CT) (CT)TI GGI GCI TT

Séquence peptidique 11

Ala Ala ser Ile ala Phe Glu Arg

Oligonucléotide 3 (sonde 3)

GCl GCI TCI AT(ACT) GCI TT(CT) GA(AG) (AC)G

Oligonucléotide 4 (sonde 4)

GCI1 GCI AG(CT) AT(ACT) GCI TT(CT) GA(AG) (AG)G

Annexe 4. Séquences des oligonucléotides utilisés pour détecter le géne codant IE18. Les
oligonucléotides ont été choisis a partir des séquences des deux peptides obtenus par séquencage
interne de IE18. Les oligonucléotides 1 et 2 ont été synthétisés a partir de la séquence I, les 3 et 4 a
partir de la séquence Il. Les différentes combinaisons en acides nucléotidiques sont représentées en
caractéres gras. | signifie inosine.
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A
Al=Al+A2+ A3+ A4+ A5
All=A6 + A7+ A8+ A9 + Al0 Identification des
superpools A et B
AXX = A95 + A96 + A97 + A98 + A99 + A100 contenant le mutant
d"un géne donné.
Chaque superpool
BI=B1+B2+B3+B4+B5 contient 5 pools de
Bll =B6 + B7 + B8 + B9 + B10 10N nlantec chariin
BXX =B95 +B96 +B97 +B98 +B99 + B100
B
Al A2 A100
Bl [ 1 Ja01[201]  [9701]9801] 9901 —
B2 2 1102202, 9702 | 9802 | 9902 Identification des
3 103|203 | 9703 | 9803 | 9903 pools A et B
| | | | | | | ! contenant le mutant
| | | | | | | . || du géne recherché.
; ; ; ; ; ; ; ! Le croisement entre
' ' ' b ' ' ' ' le pool A et le pool
98 198 298 _______________ 9798 9898 9998 B permet d'obteni r
99 1199 299, 9799 | 9899 | 9999 . .
B100 | 100 | 200 [ 300 | 9800 | 9900 | 10000

Annexe 5. Organisation des superpools et des pools A et B de la banque d'insertion d'Arabidopsis
thaliana. Stratégie du criblage. A. Organisation des superpools A et B (préparés par Frédéric
Gaymard, INRA de Montpellier). Chaque superpool contient 5 pools soit 'ADN génomique
correspondant a 500 plantes. La premiére étape du criblage consiste a analyser par PCR I'ADN
génomique contenu dans les superpools et a déterminer celui qui contient un mutant du géne d'intérét.
B. Organisation des pools A et B. Chaque pool contient I'ADN de 100 plantes. Les pools A et B sont
organisés dans un tableau a deux dimensions. L'identification du pool A et du pool B contenant le
méme mutant permet par croisement a l'aide du tableau d'obtenir la plante mutée pour le géne
recherché.
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Query Sequence: Mutant 418-1, AVII. (Length: 326)

GenBank | ABO09053| ABO09053 Arabidopsis thaliana genomic DN... 775 7.5e-29 1
gb|M61151JATUAUX Agrobacterium rhizogenes trytophan oxygena... 353 2e-95

+ ABO09053]AB009053 Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosome 5,
P1 [GenBank/EMBL]

Score = 775 (116.3 bits), Expect = 7.5e-29, P = 7.5e-29
Identities = 189/212 (89%), Positives = 189/212 (89%), Strand = Minus / Plus

Query: 326 CTCTTTTGCTGAGTGACGTCATATGGCCTGCTGCTGGTTAGTCATTTAAAAAGAATTACT 267

EELERERE R e e el
Sbjct: 6870 CTCTTTTGCTGAGTGACGTCATATGGCCTGCTGCTGGTTAGTCATTTAAAAAGAATTACT 6929

Query: 266 ATTTACTAATTACTAATTTAGTGATTTAAGATCACAATTTAATTAGTATTTTTTTGTCAA 207

RN RN RN NN RN NN RN RN RN
Shjct: 6930 ATTTACTAATTACTAATTTAGTGATTTAAGATCACAATTTAATTAGTATTTTTTTGTCAA 6989

Query: 206 ATGCTTTGAGATATATAATTCTTTTACTGATATATGC-CAA-CGT-AAAAAT-GAGGGC- 152

IELLRRRERRn e e er e b b il
Sbjct: 6990 ATGCTTTGAGATATATAATTCTTTTACTAATGTTTTCTCGATCGTCAAAAATTGATTGCT 7049

Query: 151 -AATC-GATTGTACTG-AATCGGATTTTCAAGGGT 120

I O 0w A AN R
Sbjct: 7050 CAATCAGAA-GAACTACAAGAGGCGATT--AGGGT 7081

¢ gb]M61151]JATUAUX Agrobacterium rhizogenes trytophan oxygenase

(auxl) and hydrolase (aux2) genes, complete cds.
Score = 353 bits (178), Expect = 2e-95 ldentities = 178/178 (100%)
Strand = Plus / Minus

Query: 1 AGGACACTGGGATTCGTCTTGGACAACTTTCCTTCTCATCTAAGCGTAGACAACCCTCAA 60

LR e e et
Shjct: 1204 AGGACACTGGGATTCGTCTTGGACAACTTTCCTTCTCATCTAAGCGTAGACAACCCTCAA 1145

Query: 61 CTGGAAACGGGCCGGACTCCAGGGCGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGTTTTGGCCAGA 120

. IR e e e e e e el
Shjct: 1144 CTGGAAACGGGCCGGACTCCAGGGCGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGTTTTGGCCAGA 1085

Query: 121 CCCTTGAAAATCCGATTCAGTACAATCGATTGCCCTCATTTTTACGTTGGCATATATC 178

. R RN RN ARy
Shjct: 1084 CCCTTGAAAATCCGATTCAGTACAATCGATTGCCCTCATTTTTACGTTGGCATATATC 1027

Query Sequence: mutant A418-1, B33. (Length: 353)
GenBank | ABOO9053 | ABO09053 Arabidopsis thaliana genomic DN. .. 755 6.0e-28 1
GenBank|F14G16|AF147260 Arabidopsis thaliana BAC F14G16. .. 203 0.0052 1

+ ABOO9053]ABO09053 Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosome 5,
Score = 755 (113.3 bits), Expect = 6.0e-28, P = 6.0e-28
Identities = 185/208 (88%), Positives = 185/208 (88%), Strand = Minus / Plus
Query: 353 TTTGCTGAGTGACGTCATATGGCCTGCTGCTGGTTAGTCATTTAAAAAGAATTACTATTT 294

RN RN RN R RN RNy
Shjct: 6874 TTTGCTGAGTGACGTCATATGGCCTGCTGCTGGTTAGTCATTTAAAAAGAATTACTATTT 6933
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Query: 293 ACTAATTACTAATTTAGTGATTTAAGATCACAATTTAATTAGTATTTTTTTGTCAAATGC 234

RN RN RN RN RN RN RN RN
Shjct: 6934 ACTAATTACTAATTTAGTGATTTAAGATCACAATTTAATTAGTATTTTTTTGTCAAATGC 6993

Query: 233 TTTGAGATATATAATTCTTTTACTGATATATGC-CAA-CGT-AAAAAT-GAGGGC--AAT 180

RN RN RN O O O M A O AN NN
Shjct: 6994 TTTGAGATATATAATTCTTTTACTAATGTTTTCTCGATCGTCAAAAATTGATTGCTCAAT 7053

Query: 179 C-GATTGTACTG-AATCGGATTTTCAAGGGT 151

I I I I Y A N R AN
Sbjct: 7054 CAGAA-GAACTACAAGAGGCGATT--AGGGT 7081

+ gb|M61151|ATUAUX Agrobacterium rhizogenes trytophan oxygenase
(aux1) and hydrolase (aux2) genes, complete cds.

Score = 381 bits (192), Expect = e-104 ldentities = 192/192 (100%)
Strand = Plus / Minus

Query: 18 CGGCTATTGGTAATAGGACACTGGGATTCGTCTTGGACAACTTTCCTTCTCATCTAAGCG 77

. RN RNy
Shjct: 1218 CGGCTATTGGTAATAGGACACTGGGATTCGTCTTGGACAACTTTCCTTCTCATCTAAGCG 1159

Query: 78  TAGACAACCCTCAACTGGAAACGGGCCGGACTCCAGGGCGTGTGCCAGGTGCCCACGGAA 137

. CEEEREELR R e e e e e e el
Sbjct: 1158 TAGACAACCCTCAACTGGAAACGGGCCGGACTCCAGGGCGTGTGCCAGGTGCCCACGGAA 1099

Query: 138 TAGTTTTGGCCAGACCCTTGAAAATCCGATTCAGTACAATCGATTGCCCTCATTTTTACG 197

PR e e e e e e el
Shjct: 1098 TAGTTTTGGCCAGACCCTTGAAAATCCGATTCAGTACAATCGATTGCCCTCATTTTTACG 1039

Query: 198 TTGGCATATATC 209

. RN RRRNRNY
Shjct: 1038 TTGGCATATATC 1027

Query Sequence: mutant A418-2, B67. (Length: 388)

GenBank | ABO09053| ABO09053 Arabidopsis thaliana genomic DN... 1084 8.2e-43 1
gb|M61151JATUAUX Agrobacterium rhizogenes trytophan oxygena... 335 4e-90

+ ABO09053]AB009053 Arabidopsis thaliana genomic DNA, chromosome 5,

Score = 1084 (162.6 bits), Expect = 8.2e-43, P = 8.2e-43
Identities = 220/224 (98%), Positives = 220/224 (98%), Strand = Minus / Plus

Query: 388 TGTAACAAACATAGAGGAATTGAATAATCAAAAGTAGAAAGTAGTGGTTAGAGGAGATAT 329

CELERERRR R e e e et il
Sbjct: 8197 TGTAACAAACATAGAGGAATTGAATAATCAAAAGTAGAAAGTAGTGGTTAGAGGAGACAT 8256

Query: 328 TTTCCCACTAAGTTCTATATCCATAAGCTAGTTGAAGATTTTCTTCTAATTTTGTTCTTG 269

NN RN RN R RN RN N RN RN
Sbhjct: 8257 TTTCCCACTAAGTTCTATATCCATAAGCTAGTTGAAGATTTTCTTCTAATTTTGTTCTTG 8316

Query: 268 TGCTTACACTTTTCTATGGAATAAATCTAGTGGTCCACTATTTTATCGTTGATTGATACT 209

PELRRRRRER Rt PR el
Shjct: 8317 TGCTTACACTTTTCTATGGAATAAATCTAGAGGTCCACTATTTTATCGTTGATTGATACT 8376
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Query: 208 TTCATATATTTGGATAATTAGTCACAACCTATTTCAGCCAACGT 165

PELLRERRR R R e it 1|
Sbjct: 8377 TTCATATATTTGGATAATTAGTCACAACCTATTTCAGCCATCTT 8420

+ gb|M61151|ATUAUX Agrobacterium rhizogenes trytophan oxygenase
(auxl) and hydrolase (aux2) genes, complete cds.

Score = 335 bits (169), Expect = 4e-90 ldentities = 171/172 (99%)
Strand = Plus / Minus

Query: 1 TAGGACACTGGGATTCGTCTTGGACAACTTTCCTTCTCATCTAAGCGTAGACAACCCTCA 60

. ELLREEER R e e e e e e el
Shjct: 1205 TAGGACACTGGGATTCGTCTTGGACAACTTTCCTTCTCATCTAAGCGTAGACAACCCTCA 1146

Query: 61  ACTGGAAACGGGCCGGACTCCAGGGCGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGTTTTGGCCAG 120

EELEEERR R e e e e e e e el
Sbjct: 1145 ACTGGAAACGGGCCGGACTCCAGGGCGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGTTTTGGCCAG 1086

Query: 121 ACCCTTGAAAATCCGATTCAGTACAATCGATNGCCCTCATTTTTACGTTGGC 172

. LR EEE R e e et el
Shjct: 1085 ACCCTTGAAAATCCGATTCAGTACAATCGATTGCCCTCATTTTTACGTTGGC 1034

Annexe 6. Alignements de séquences permettant de confirmer I'identité des fragments amplifiés par
PCR lors du criblage de la banque d'insertion d'Arabidopsis pour le gene iel8. Analyses de type
BLAST.
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Query= Mutant 416-1, Al (532 letters)

gb]ACOO5309 | ATAC005309 Arabidopsis thaliana chromosome 11 B... 462 e-128
gb]U12639|PBI101TD GUS gene fusion vector pBl1101 T-DNA region 436 e-120

+ gb]ACOO5309]|ATACO05309 Arabidopsis thaliana chromosome 11 BAC
F17A22 genomic sequence,

Score = 462 bits (233), Expect = e-128 ldentities = 266/282 (94%)
Strand = Plus / Minus

Query: 1 TATATAGGCCCATTTATATAGCTAAGTCGGCCCAATTATGTTGTTAGTGTGCGCGGGCCA 60

EELLRELRR R e e e e il
Sbjct: 62566 TATATAGGCCCATTTATATAGCTAAGTCGGCCCAATTATGTTGTTAGTGTGCGCGGGCCA 62507

Query: 61 AATTTTAGATTCGAAAACGGCAGCGTTTGAGCTGTTACNNNNNNNNGCTCTTCTTGTCAA 120

NN RN RN RN RN RNy RNNRRNNRANNN
Sbjct: 62506 AATTTTAGATTCGAAAACGGCAGCGTTTGAGCTGTTACTTTTTTTTGCTCTTCTTGTCAA 62447

Query: 121  CAAATCGACACTGCCGACTAGACAGCGAAAATCCCAAACNNNNNNNTAAAAGAATGGCGT 180

PEERRRRRER R LRt (ARRNNRRRNNARN
Shjct: 62446 CAAATCGACACTGCCGACTAAACAGCGAAAATCCCAAACAAAAAAATAAAAGAATGGCGT 62387

Query: 181  CTCTGTGCCTTTCTCTCCACCAAACCCTAACTAATCCCCTGTCGGCTCCCAGATGCAGAC 240

RN RN RN RN NN
Sbjct: 62386 CTCTGTGCCTTTCTCTCCACCAAACCCTAACTAATCCCCTGTCGGCTCCCAGATGCAGAC 62327

Query: 241  CACTCAGCCTCTCCTTCCCCGGATCCTCAACCTTCTCGATCC 282

RN RN AR RNRN RN RN RNy
Shjct: 62326 CACTCAGCCTCTCCTTCCCCGGATCCTCAACCTTCTCGATCC 62285

¢ gbJU12639|PB1101TD GUS gene fusion vector pBl1101 T-DNA region

Score = 436 bits (220), Expect = e-120 ldentities = 220/220 (100%)
Strand = Plus /7 Plus

Query: 313 GGGTGGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACT 372

PR e e e e e el
Shjct: 2535 GGGTGGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACT 2594

Query: 373 CGACGGCCTGTGGGCATTCAGTCTGGATCGCGAAAACTGTGGAATTGATCAGCGTTGGTG 432

. PR e e e e e e el
Shjct: 2595 CGACGGCCTGTGGGCATTCAGTCTGGATCGCGAAAACTGTGGAATTGATCAGCGTTGGTG 2654

Query: 433 GGAAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTGCTGTGCCAGGCAGTTTTAACGATCAGTT 492

R e e e e el
Shjct: 2655 GGAAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTGCTGTGCCAGGCAGTTTTAACGATCAGTT 2714

Query: 493 CGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGCGGGCAACGTCTGG 532

. CEELEE LRt e e
Shjct: 2715 CGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGCGGGCAACGTCTGG 2754

Annexe 7. Alignements de séquences permettant de confirmer I'identité des fragments amplifiés par
PCR lors du criblage de la banque d'insertion d'Arabidopsis pour le géne iel8. Analyses de type
BLAST.
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100pb
TP '
1 3 o
» 5 I I EST n° 721692
ATG STOP
Amplification PCR
l A
Ncol BamHI
| |
5 | 3
ATG STOP
J 5
Ncol
EcoRV\‘I co Bam'?' EcoRV DKS
5' ATG STOP 3
l c
Ncol BamHI
5 | | 3
ATG STOP
l b
Ncol BamHI
I | PET15b
1 1 I 1
5 ATG stop 3

Annexe 8. Construction du plasmide pET15b/18. A. Amplification par PCR d'un fragment de 552 pb
contenant les sites Ncol et BamHI néoformés. Le peptide de transit putatif (TP, indiqué par le
rectangle gris) de la protéine n'est pas inclus dans la construction, il comprend les acides aminés 1 a
60. Les oligonucléotides utilisés contenant les sites de restriction Ncol et BamHI sont respectivement
5 CGGCCCATGGTAAGTACGGTGGTGGCG 3' et 5' GGTGGATCCTCAAAATTTCATGTTTTC
CTTC 3. Ce fragment amplifié est ensuite traité par la Klenow afin d'obtenir des bouts francs. B.
Ligation du fragment dans le site ECORV du plasmide pBluescript (pKS). A ce stade, l'insert est
séquencé. L'insertion du fragment n'est pas orientée dans ce plasmide. C. Extraction et purification du
fragment Ncol-BamHI. D. Ligation du fragment Ncol-BamHI dans le plasmide pET15b ouvert au
niveau des sites Ncol et BamHI.

188



Annexes

100pb
5' TP 3 ADN génomique
—5—— [ |
ATG STOP
Amplification PCR
l A
Ndel Byl
5 | | 3
ATG STOP
J :
Ndel Bglll
EcoRVII g'u EcoRV oKS
5 ATG stop 3
J c
Ndel Bglll
| |
5| | | 3|
ATG STOP
lD
Ndel Bglll/BamHI
I | PETY3a
1 1 I 1
S ATG stop 3

Annexe 9. Construction du plasmide pETY3a/16-1. A. Amplification par PCR d'un fragment de 480
pb contenant les sites Ndel et Bglll néoformés. Le peptide de transit (TP, indiqué par le rectangle) de
la protéine n'est pas inclus dans la construction, il comprend les acides aminés 1 a 49. Les
oligonucléotides utilisés contenant les sites de restriction Ndel et Bglll sont respectivement 5'
TTGACGCATATGGCCTCCTACACCCCGACG 3' et 5 TGGAGATCTTTAGAGTTGTCTACCG
GCGG 3'. Ce fragment amplifié est ensuite traité par la Klenow afin d'obtenir des bouts francs. B.
Ligation du fragment dans le site EcCORV du plasmide pBluescript (pKS). A ce stade, l'insert est
séquencé. C. Extraction et purification du fragment Ndel-Bglll. D. Ligation du fragment Ndel-Bglll
dans le plasmide pETY3a ouvert au niveau des sites Ndel et BamHI. Bglll et BamHI sont des sites

compatibles.
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100pb
5' | ™ I I3‘ ADN génomique
ATG - STOP
Amplification PCR
l A
Ndel BamHI
| |
5 1 | 3
ATG STOP
J .
EcoRV Ndel BamHI EcoRV
1 \Il I[ 1 pKS
5  ATG stop 3
C
Ndel M BamHI
| |
5 | | 3
ATG STOP
D
Ndel BamHI
I 1 pPETY3a
1 1 I 1
5 ATG stop 3

Annexe 10. Construction du plasmide pETY3a/16-2. A. Amplification par PCR d'un fragment de
474 pb contenant les sites Ndel et Bglll néoformés. Le peptide de transit (TP, indiqué par le rectangle
gris) de la protéine n'est pas inclus dans la construction. Il correspond aux résidus 1 a 52. Les
oligonucléotides utilisés contenant les sites de restriction Ndel et BamHI sont respectivement 5'
CTCCAACATATGGGTGATGATTCCGT CGATG 3' et 5 ATTGGATCCTCAAAGGACTTGCCT
ATCAGC 3'. Ce fragment amplifié est ensuite traité par la Klenow afin d'obtenir des bouts francs. B.
Ligation non orientée du fragment dans le site EcoRV du plasmide pBluescript (pKS). A ce stade,
I'insert est séquencé. C. Extraction et purification du fragment Ndel-BamHI. D. Ligation du fragment
Ndel-BamHI dans le plasmide pETY 3a ouvert au niveau des sites Ndel et BamHI.
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cacaaagaaaatagattcattagtccgataccttgtataaaactcatgtgtgtaagaaat  -52
attcgatcgcatagagtgtacgaatgggttgattaacaattcacagatgaaaaaatggca 6
M A 2
aaaaagaaagcattcactcctcttttctatcttgcatctatagtatttttgccctggtgg 66
K K K AAF T P L F Y L A S 1 V F L P W W 22
atttctttctcagttaataaatgtctggaatcttgggttaccaattggtggaatactggg 126
Il S F SV NKCULESWV T NWWN T G 42
caatccgaaatttttttgaataatattcaagaaaagagtcttctagaaaaattcatagaa 186
Q S E I F L NNT Q E K S L L E K F I E 62
ttagaggaactcctcttcttggacgaaatgatcaaggaatactcggaaacacatctcgaa 246
L E E L L F L DEM 1T KEY S E TH L E 82
gagtttgggataggaatccataaagaaacgatccaattaatcaagatacaaaatgagaat 306
E F G 1 G 1 HKETT1T QL I K 1 Q N E N 102
cgtatccatacgattttgcacttctcgacaaatatcatctgttttattattctaagcggg — 366
R I H T I L HF S T N 1 1 C F 1 1 L S G 122
tattcaattttgggtaatgaaaaacttgttattcttaactcttgggctcaggaattccta 426
Yy S 1 L G N E K L VI L NS WAUOQE F L 142
tataacttaagtgacacagtaaaagctttttctattcttttattaactgatttatgtatc 486
Y N L S DTV KAUF S I L L L T DL C I 162
ggattccattcaccccacggttgggaattaatgattggctctatctataaagattttgga 546
G FH SPHGWELMTI G S |1 Y K D F G 182
tttgttcataatgatcaaatcatatctggtcttgtttccacctttccagtcattctcgat 606
F V H N D Q 1 Il S G L VvV S TFP V 1 L D 202
acaatttttaaatattggattttccgttatttaaatcgtctgtctccgtcacttgtagtt 666
T 1 F K Yy w1 FRY L NRULS P S L VYV 222
atttatcattcaatgaatgactgataaaggatccattgatattaatctaatccaattaga 726
I Y HS M N D - 229
atgcttggtactttgtagttgtacataagcaaagtattgaaaatcatatttactctttct 786
atttctaaccatcggggagattcatcctatattattcctagattattccagcaaatagca 846

Annexe 11. Séquences nucléotidique (Shinozaki et al., 1986) et peptidique déduite du géne de tabac
(Nicotiana tabacum) codant la protéine ORF229. La séquence en acides aminés (numérotation
indiguée sur la colonne de droite) est donnée au-dessous de la séquence nucléotidique (numérotation
indiguée sur la colonne de gauche). Les codons d'initiation et de terminaison sont soulignés.
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Search for new transport systems across the chloroplast envelope
Characterisation of new hydrophobic proteins

The chloroplast is an organelle totally integrated in the metabolism of the plant cell. It
contains its own metabolic pathways like photosynthesis, aminoacid synthesis. The
chloroplast is limited by the envelope composed of two membranes and an intermembrane
space. Envelope membranes are the site of transport of metabolites, ions, proteins and
information between the plastid and the cytosol. Then, they contain many transport systems,
but only some of them have been characterised. Hydrophobicity and low representation are
the main limitations for the study of these proteins. In order to characterised new transport
systems, we have developed an approach that allowed us to identify new proteins.

This approach is based of the hydrophobicity of translocators that allows solubilisation of
these proteins in organic solvents. Hydrophobic proteins were differentially extracted in
various mixture of chloroform/methanol according to their hydrophobicity. Then, proteins
were separated by SDS-PAGE and analysed by microsequencing. Several new proteins were
identified including IE16 and IE18, localized in the inner membrane of the chloroplast
envelope.

Functional characterisation of these proteins was continued by analysing sequences
homologies with proteins of known function. We have also obtained mutants of cyanobacteria
and Arabidopsis thaliana in which genes coding for IE16 and IE18 are disrupted. The
analysis of their phenotypes provide informations on the function of these proteins. In
particular, IE18 could be involved in the transport of K* and/or H*. In addition, these proteins
have been expressed in heterologous systems. They are produced in the system
baculovirus/insect cells. Their biochemical and electrophysiological characterisation are
currently in progress.

One of the proteins extracted in organic solvent was demonstrated to correspond to a 35 kDa
annexin. The binding of annexin to chloroplasts and its function were studied. This annexin
copurifies with chloroplasts and envelope membranes in the presence of calcium. The
sulfolipid, a chloroplast specific lipid, is a high affinity site for interaction with annexin. This
protein does not form an ionic channel when integrated in lipidic planar bilayers. This
annexin does not possess a peroxydase activity. The signification of the interaction of annexin
with the chloroplast envelope remains to be determined.

We have developed an approach that can be used systematically for studying transport in
various membranes systems.

DISCIPLINE : BIOLOGIE

MOTS CLES : enveloppe, chloroplaste, transport, hydrophobicité, solvants organiques,
génétique inverse, expression fonctionnelle, annexine, sulfolipide.

Laboratoire de Physiologie Cellulaire Végétale - CEA Grenoble - DBMS - 17 rue des
Martyrs - 38054 Grenoble Cedex 9.




Recherche de nouveaux systémes de transport a travers
I'enveloppe du chloroplaste
Caractérisation de nouvelles protéines hydrophobes

Le chloroplaste est un organite totalement intégré dans le métabolisme de la cellule
végeétale. Il posséde des voies métaboliques qui lui sont propres comme la photosynthese, la
synthese d'acides gras, la synthese d'acides aminés. Le chloroplaste est limité par I'enveloppe,
constituée de deux membranes distinctes et d'un espace intermembranaire. Par sa localisation,
I'enveloppe du chloroplaste constitue un site privilégié de transport de métabolites, d'ions, de
protéines et d'informations entre le stroma du chloroplaste et le cytosol de la cellule végétale.
Ainsi, l'enveloppe doit renfermer de nombreux systemes de transport permettant ces
échanges. Malgré l'importance de ces transporteurs, trés peu d'entre eux ont été totalement
caractérisés. La limitation principale provient de la tres faible représentation de ces protéines
et de leur hydrophobicité. Afin de caractériser de nouveaux systemes de transport, nous avons
développé une nouvelle approche qui nous a permis d'identifier de nouvelles protéines. Nous
avons ensuite poursuivi la caractérisation fonctionnelle de ces protéines.

L'approche que nous avons développée repose sur le caractéere hydrophobe des
transporteurs qui permet de les solubiliser dans des mélanges de solvants organiques, comme
le chloroforme/méthanol. Cette approche permet I'extraction de protéines hydrophobes et
mineures de I'enveloppe, elle est spécifique de la localisation subcellulaire. D'autre part,
suivant leur hydrophobicité, les protéines peuvent étre extraites de facon différentielle en
fonction des rapports de solvants organiques. Les protéines extraites sont séparées par
électrophorese en conditions dénaturantes, et analysées par microséquencage. Plusieurs
protéines ont éte identifiées dont les protéines IE16 et IE18.

Nous avons poursuivi la caractérisation fonctionnelle de IE16 et IE18 en analysant d'une
part les homologies de séquences avec des protéines de fonction connue. D'autre part, nous
avons obtenu des mutants de cyanobactéries et d'Arabidopsis thaliana dont les génes
correspondant aux protéines IE16 et IE18 ont été interrompus. L'analyse des phénotypes peut
fournir des informations sur la fonction des protéines mutées. Notamment, la protéine IE18
pourrait étre impliquée dans le transport des ions K* et/ou H*. Afin d'effectuer des analyses
biochimiques sur ces protéines, elles ont été exprimées dans des systemes hétérologues. Ces
protéines sont produites dans le systéme d'expression cellules d'insecte/baculovirus alors
gu'aucune expression n'est détectée dans le systeme E. coli. Ces protéines forment des
homodimeres. Les analyses fonctionnelles par électrophysiologie sont en cours actuellement.

Lors des premiers séquencages des protéines extraites dans les solvants organiques, une
séquence correspondant a une annexine a été obtenue. Nous avons poursuivi I'étude de cette
protéine. Le sulfolipide, lipide spécifique du plaste, est un site a haute affinité permettant
I'interaction de I'annexine avec I'enveloppe. L'annexine copurifie avec les chloroplastes et des
vesicules d'enveloppe en présence de calcium. Cette protéine ne forme pas de canal ionique
lorsqu'elle est insérée dans des bicouches lipidiques planes. Elle ne présente pas non plus
d'activité péroxydase. La signification de son interaction avec I'enveloppe du chloroplaste
reste a étre déterminée.

L'approche que nous avons développée peut étre utilisée de facon systématique pour I'étude
des transports dans différents systemes membranaires.




