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“Et je vous dis que la vie est en effet obscure sauf la ouil y a élan,
Et tout élan est aveugle sauf la ot il y a la connaissance.
Et toute connaissance est vaine sauf la ou il y a le travail,
Et tout travail est futile sauf [a otiil y a I'amour;
Et quand vous travaillez avec amour vous attachez votre étre a votre étre,

et vous aux autres, et vous a Dieu.”

Le prophéte, Khalil Gibran
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Saccharomyces cerevisiae

sodium dodécyl sulfate

serum and glucocorticoid induced protein kinase 1
sérine

stress-activated protein kinase interacting protein 1
S6K1 Aly/REF-like target

S-phase kinase-associated protein 2
SnRK1-activating kinase
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Figure 1. Représentation schématique des voies de transduction activées lors de la perception d’un signal
extracellulaire. Ce schéma intégre de fagon simpliste les grands mécanismes des cascades de signalisation
permettant a la cellule de mettre en place des réponses adaptées aux facteurs environnementaux influant sur
organisme. (1) Le signal est percu sous forme de molécules grace a des récepteurs membranaires. (2) Ces
récepteurs sont complexés a des protéines relais qui transmettent le signal a des acteurs en aval de la voie de
signalisation. (3) Certains de ces acteurs peuvent étre de véritables carrefours pour (re)diriger ou démultiplier les
voies de signalisation. (4) De petits messagers secondaires peuvent étre synthétisés afin d’amplifier la portée du
signal. (5) Bien en aval de cette cascade de transduction, des protéines intégratrices percoivent le message et (6)
modulent des mécanismes clés ou induisent des réponses permettant a I’organisme de s’adapter.
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1. ENTRE SIGNALISATION ET METABOLISME

1.1. Préambule

La cellule est un référentiel en biologie. De sa premiére observation en 1665 par Hooke a
aujourd’hui, elle n’a de cesse d’obséder les scientifiques de tous bords (Hooke, 1665). La cellule
est une « structure microscopique complexe, constitutive de tous les étres vivants et caractérisée
par son pouvoir d'assimilation» (Larousse). Etendu au vocabulaire courant, une cellule
correspond a «I’élément constitutif fondamental d’un ensemble organisé ». Etudier la cellule
revient donc a s’imposer une échelle microscopique et un contexte complexe mais ubiquitaire

chez les étres vivants et indissociable de I’environnement dans lequel cette entité se trouve.

Que les organismes qu’elle(s) compose(nt) soient unicellulaires ou pluricellulaires, les cellules
ne peuvent «évoluer», c’est-a-dire se multiplier, se diviser, s’allonger, se différencier...
indépendamment des multiples signaux qu’elles recoivent. Ces signaux, qu’ils soient sous forme
de simples peptides (pour la communication lors de la conjugaison chez la levure par exemple) ou
de molécules diverses (protéines, acides aminés, nucléotides, dérivés d’acides gras, gaz
dissous...), sont percus par les cellules au niveau de récepteurs. Aprés reconnaissance du signal
par son récepteur (interaction ligand-récepteur), le message est transmis d’acteur en acteur
jusqu’a déclencher la ou les réponses appropriée(s). Cette transmission de proche en proche

jusqu’aux cibles du message est appelée cascade de transduction.

1.2. De la perception des signaux environnementaux aux réponses cellulaires

N

Il serait vain de s’essayer a réaliser un schéma type de I'’ensemble des cascades de
transduction connues. La figure 1 présente une vision simpliste, ni exclusive ni exhaustive, des
grands mécanismes mis en jeu lors de la perception d’un signal environnemental jusqu’a la mise
en place par la cellule de réponses adaptées. Deux événements rapides ont souvent lieu lorsqu’un
signal extracellulaire intervient. D’une part un influx important de protons (provoquant une
dépolarisation membranaire) et de calcium (ou « burst » calcique) induisant des réponses directes
et rapides et, d’autre part, la perception de ce signal par des récepteurs transmembranaires.
Certains récepteurs sont tres bien décrits dans la littérature. C’est le cas des récepteurs de type
NB-LRR (« Nucleoside-Binding site-Leucine-Rich Repeat ») intervenant dans les réponses aux
stress biotiques chez les plantes (Eitas & Dangl, 2010). Ces récepteurs peuvent étre associés a

d’autres acteurs intracellulaires, premiers relais du signal. C’est le cas par exemple du systeme
1
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Figure 2. Schéma des interactions entre quelques intégrateurs majeurs des signaux stress percus par les cellules
chez les mammiféres. Un stress, de quelque nature qu’il soit, provoque un déséquilibre de I’homéostasie
énergétique intracellulaire, se traduisant généralement par une augmentation des ratios AMP/ATP et ADP/ATP et un
mangque de glucose. Ce signal est relayé jusqu’a des intégrateurs via I'intervention ou non de messagers secondaires
(AMP cyclique, calcium). Ces intégrateurs agissent ensuite sur des mécanismes cellulaires majeurs en les activant ou
en les inhibant. Ces voies de signalisation sont largement interconnectées.
AMPc, AMP cyclique; AMPK, AMP-activated protein kinase; AKT, Ak-thymoma (NB: cette enzyme n’a pas d’orthologue connu chez les
végétaux); C/N, carbone/azote; CaMKK, Ca*/calmodulin-dependent kinase kinase; LKB1, liver kinase B1; PDK1, 3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1; PKA, protein kinase A; S6K, S6-kinase; TOR, target of rapamycin; ULK1, unc-51-like kinase-1
indirectes a I'inverse des traits pleins.

Les fleches bleues figurent des activations, les traits pointés rouges, des inhibitions. Les traits discontinus figurent des actions
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Pto-Ptr et des protéines de type Pto-like kinases dans le mécanisme de résistance de la tomate vis-
a-vis du pathogéne Pseudomonas syringae pv tomato ou encore de la protéine NRIP (« N-Receptor
Interacting Protein »). Des protéines, souvent des kinases, vont ensuite transmettre le signal de
proche en proche jusqu’a ce qu’il atteigne des protéines dites « carrefour » qui permettent la
propagation de I'information vers d’autres voies de signalisation et/ou qu’il provoque la synthése
de petites molécules appelées messagers secondaires (tels que ’AMPc ou des produits de
dégradation des phospholipides). Par exemple, la famille des MAPK (« Mitogen-Activated Protein
Kinases ») impliquée dans la transduction de signaux, fait ’objet de nombreuses recherches,
notamment chez le ver modele Caenorhabditis elegans ou chez la plante modéle Arabidopsis
thaliana. Chez cette dernieére, 110 génes codent des MAPK, qu’elles soient en amont de la
transmission (MAPKKK, MAPK-Kinase-Kinase, 80 genes chez Arabidopsis thaliana) ou cibles de ces
premiers relais (MAPKK, 10 genes et MAPK, 20 genes) (Pitzschke et al., 2009). Enfin, des protéines
intégratrices sont impliquées dans la modulation de mécanismes essentiels dans la réponse aux
signaux environnementaux. Ces protéines agissent comme des «plaques tournantes» de la
cellule afin de générer des réponses plus ou moins rapides, efficaces et adaptées. Ces réponses
incluent par exemple la régulation de facteurs de transcription et la régulation de I’expression de
différents genes, la modification de processus métaboliques primaires ou secondaires et ce a des
échelles plus ou moins importantes. Certains de ces mécanismes et le r6le de plusieurs protéines

intégratrices vont étre détaillés dans les paragraphes suivants.

1.3. Les intégrateurs, chefs d’orchestre de la cellule

Malgré une grande complexité liée aux multiples signaux environnementaux perqus par la
cellule, le nombre d’acteurs situés en bout de chaine et capables d’intégrer différents signaux et
d’induire des réponses appropriées est relativement restreint. La figure 2 rassemble des acteurs
clés dans le développement et I’ladaptation aux dérégulations énergétiques chez les mammiféres.
Comme décrit dans le paragraphe précédent, certains de ces intégrateurs (« Protein Kinase A »,
PKA et « Calmodulin/calcium Kinase Kinase », CaMKK) répondent a des messagers secondaires
(respectivement AMPc et calcium). Avant de développer les réponses complexes engendrées par
P’activation ou linactivation de chacun de ces intégrateurs, il est aisé de remarquer qu’ils
interagissent fortement les uns avec les autres. En effet, les signaux percus traduisent des états
physiologiques pouvant étre déléteres pour les cellules (manque de glucose et d’énergie lors d’un
effort musculaire, hypoglycémie et diabéte, cancers chez I'animal; attaque pathogéne, stress
abiotiques divers chez les plantes...). Les réponses mises en place doivent donc étre parfaitement
adaptées et par conséquent finement régulées. Ainsi, ces protéines se regroupent en deux grands

2
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des sites de phosphorylation documentés. (B) Interactants des deux
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ALK2, Ser/Thr harpin-like protein kinase; AVO1, partenaire de TOR; BCK1, MAPKK;
FMP48, Ser/Thr kinase putative; GAL83, glucose repression protein-83 (partenaire
de SNF1); HRK1, hygromycin resistance kinase-1; KDX1, Ser/Thr kinase impliquée dans
la signalisation des MAPK; KOG1 ou RAPTORT1, regulatory associated protein of TOR;
KSP1, Ser/Thr kinase inhibant 'autophagie via TORC1; LST8, lethal with Sec 13-8
(partenaire de TOR); MIH1, Mitotic inducer homolog-1; MKS1, Meckel syndrome type
1; NET1, neuroepithelial cell transforming-1; NNK1, Ser/Thr kinase putative; NPR1,
nitrogen permease reactivator protein-1; RCK1, famille des MAPK; RIO2, Ser/Thr
kinase; RTG3, retrograde regulation protein 3; SAP4/185, SIT4-associating protein
4/185; SIP1/2, SNFt-interacting protein-1/2 (partenaire de SNF1); SKY1, SR-protein-
specific kinase from budding yeast-1; SNF4, sucrose non fermenting-4 (partenaire de
SNF1); TAX4, unknown protein; TCO89, TOR complex-1 subunit 89kDa; TSC11, TOR
complex 2 subunit TSC11; YKL171W, kinase interagissant avec TORC1; YPK1, yeast
protein kinase-1; CDC14/55, cell division cycle-14/55
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types de fonctions (bien que ceci ne soit pas nécessairement une regle d’or comme nous le
verrons dans le chapitre Il des résultats) : les régulateurs activés lors de ces périodes de stress
(PKA; «Unc-51-Like Kinase-1/2 », ULK1/2; « Liver Kinase B1», LKB1; CaMKK et « AMP-activated
protein Kinase », AMPK) et les protéines actives lorsque la disponibilité en énergie ne fait pas
défaut («3-Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase-1», PDK1; « AK-Thymoma », AKT; « S6-
Kinase », S6K et « Target Of Rapamycin », TOR). Ces deux grands groupes ont donc des roles
partiellement antagonistes qui permettent a la cellule, soit de mettre en place les réponses
nécessaires a la traversée d’une période de stress, soit d’activer le métabolisme en périodes

normales (i.e. hors stress).

Il n’est pas anodin de noter que les huit intégrateurs représentés dans la figure 2 sont des
protéines kinases. En effet, cette trés large famille d’enzymes a un réle prépondérant dans la
signalisation métabolique. Ce point est illustré par la figure 3 représentant la schématisation d’un
interactome kinase-kinase chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les portions rouges des
diagrammes correspondant a I'implication de chacune de ces protéines dans la transduction de
signaux (Breitkreutz et al., 2010). De plus, nombre de ces kinases sont impliquées dans la
régulation du métabolisme (portions bleues et vertes). Nous pouvons noter que c’est le cas des
kinases SNF1 (« Sucrose Non Fermenting 1»), orthologue chez la levure de TAMPK de mammiféres
citée précédemment, et TOR1 et 2 (orthologue de mTOR de mammiféres). Celles-ci sont bien
impliquées dans ce réseau avec 8 (pour SNF1), 18 (pour TOR1) et 11 (pour TOR2) interactants
recensés dans cette étude (Breitkreutz et al., 2010), faisant état de leur réle majeur dans la

régulation globale du métabolisme chez les eucaryotes.

1.4. Les protéines kinases, omniprésentes dans la signalisation métabolique

Chez la plante modéle A. thaliana, 4% des séquences codantes possédent des domaines
kinases, soit 1400 génes sur les 28000 recensés. Cette proportion est bien supérieure a celle
déterminée pour ’lhomme (2,5%) et pour la levure (2,2%) (Tableau 1). Parmi ces protéines kinases
(PK), 2/3 (soit environ 1000 génes) codent des sérine/thréonine PK (Champion et al., 2004). Des
projets de « kinomes » ont été réalisés, en 2002 pour ’lhomme (Manning et al., 2002) et en 2010
pour la levure (Breitkreutz et al., 2010); quant a Arabidopsis, une analyse poussée du génome
séquencé a été effectuée par Champion et collegues (2004) concernant les serine/thréonine PK.
L’analyse de cette tres grande famille chez ’homme a permis de dresser un arbre phylogénétique
dont une représentation simplifiée est donnée dans la figure 4. Environ 500 kinases ont ainsi été

classées en 7 familles et un groupe dit « autres ou atypiques » :



Tableau 1. Abondance des protéines kinases chez les eucaryotes.

Taille du Nbde %

géndme (pb) kinases kinases
A. thaliana 1,1 x 108 ~28000 1114 4 http://plantsp.sdsc.edu/

3,3 x 109 ~21000 518 2,5 Manning et al., 2002
1,2 X 107 5770 129 2,2 Breitkreutz et al., 2010

La proportion des protéines possédant un domaine kinase (prédit comme fonctionnel ou non) chez les
eucaryotes représente une part importante des séquences codantes. Chez A. thaliana, on dénombre
presque deux fois plus de kinases potentielles que chez la levure.

TK:
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Figure 4. Arbre phylogénétique simplifié de I’ensemble des kinases identifiées chez ’lhomme
(D’aprés Manning et al., 2002). Quelques kinases importantes dans la signalisation sont
mentionnées entre crochets et celles faisant I’objet d’un intérét particulier dans I'introduction sont
notées enrouge.

AGC, famille composée notamment des protéines PKA, PKG et PKC; CAMK, calcium/calmodulin regulated kinases;
CKi1, cell kinase-1; CMGC, famille composée notamment de CDK, MAPK, GSK3 et CLK; STE, homologues de STE de S.
cerevisiae; TK, tyrosine kinase; TKL, tyrosine kinase-like
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e AGC: famille regroupant notamment les PKA, PKG et PKC. Ces kinases sont régulées
par des nucléotides cycliques (la PKA régulée par TAMPc et la PKG par le GMPc), des
phospholipides (PKC) ou le calcium. Les PKA, AKT, PDK1 et S6K (mentionnées
auparavant et dans la figure 2) sont membres de ce groupe.

e CMGC: famille regroupant notamment des protéines CDK, MAPK, GSK3 et CLK. Ces
kinases interviennent principalement dans le contréle du cycle cellulaire (CDK) et dans
la signalisation MAPK citée précédemment.

e CAMK: protéines kinases régulées par le calcium et la calmoduline (bien que quelques
exceptions soient intégrées). Cette famille inclut entre autres LKB1, ULK1 et "TAMPK.

e (CK1:famille des « Cell Kinases-1 ».

e STE: kinases homologues de STE1, STE11 et STE20 de levure. Il s’agit de la grande
famille des MAPK.

e TK:kinases phosphorylant un résidu tyrosine.

e TKL: kinases similaires aux TK mais phosphorylant des résidus sérine et thréonine.

e Autres/atypiques: quelques groupes se détachent de cet arbre phylogénétique et

parmi eux, les PIKK dont font partie la « phosphoinositide 3-kinase » (PI3K) impliquée

dans la signalisation TOR et TOR elle-méme.

Ces grandes familles semblent communes aux eucaryotes puisqu’elles sont présentes
également chez Arabidopsis (Champion et al., 2004). Les kinases citées en exemple sont trés
impliquées dans la régulation du métabolisme et/ou la mise en place de réponses a I’échelle de la
cellule entiére. Les paragraphes suivants vont s’attacher a présenter les interactions et les réles

des intégrateurs majeurs présentés dans la figure 2.

1.5. Les protéines kinases AGC au cceur de la croissance cellulaire

On parle aisément de «signalisation des AGC kinases» tant cette voie de réponse
métabolique implique un nombre important d’acteurs clés s’ajustant finement pour engendrer les
réponses adaptées aux signaux extracellulaires tels que les facteurs de croissance et I'insuline.
Trente-neuf membres ont été recensés chez Arabidopsis (Bogre et al., 2003) et 60 chez ’homme

(Pearce et al., 2010).

PDK1, véritable « hub » de la voie de signalisation des AGC kinases
Parmi les messagers secondaires activant des mécanismes de réponse a 'intérieur des cellules

figurent en premiére place les produits de dégradation des phospholipides membranaires. Par
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Les phospholipides membranaires peuvent étre dégradés en inositols phosphates solubles par des phospholipases,
composés permettant la localisation cytoplasmique de la PDK1 et/ou étre modifiés par la phosphoinositide 3-kinase
(PI3K) en phosphatidylinositols (Ptdins) propices a I'ancrage de la PDK1 a la membrane par I'intermédiaire de son
domaine PH (pleckstrin homology). Ces PtdIns peuvent étre déphosphorylés par des phosphoinositides phosphatases
(telles que la Phosphatase and TENsin homolog, PTEN), événement contrecarrant la signalisation PI3K (Bogre et al.,
2003).

AKT, Ak- thymoma; Adi3, AvrPto-dependent Pto-interacting protein-3 (tomate); AP, acide phosphatidique; D6PK, D6 protein kinase; IP,
inositol phosphate.; Oxi1 (AGC2), oxidative signal inducible-1; PKA/C/N, protein kinase A/C/N; RSK, ribosomal S6 kinase; S6K, S6-kinase; SGK,
serum and glucocorticoid induced protein kinase.
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I'intermédiaire des deux mécanismes décrits dans la [égende de la figure 5, [a PDK1 est en mesure
d’atteindre a la fois ses cibles membranaires et cytosoliques. Ce mécanisme est trés bien décrit
chez I’animal (Figure 5A) (Pearce et al., 2010) mais reste incomplet chez Arabidopsis (malgré la
conservation du domaine « pleckstrin homology » (PH)) chez lequel aucun homologue de la PI3K
(kinase essentielle dans la formation de phosphatidylinositols (PtdIns) signaux) n’a été identifié a
ce jour (Figure 5B). Via ce mécanisme, la PDK1 est la véritable plaque tournante de cette voie de
signalisation et peut atteindre ses cibles en quelques minutes seulement apres la perception du
signal et la synthese de messagers (Mora et al, 2004). De plus, la PDK1 étant capable de
s’autophosphoryler sur sa Ser241, cette protéine est constitutivement active (Casamayor et al.,
1999) et la phosphorylation de cibles en aval (telle qu’AKT) ne dépend donc que de la perception

des messagers secondaires décrits plus haut (Figure 5).

AKT, cible de la PDK1 - intégration et propagation du signal percu par la voie PI3K

La phosphorylation par la PDK1 de la PK AKT (également appelée PKB) sur sa thréonine 308
(Alessi et al., 1997; Stokoe et al., 1997) ne confére pas a cette derniére une activité totale. Afin
d’étre pleinement activée, une seconde modification par le complexe kinase mTORC2
(« mammalian TOR-Complex 2 ») sur la sérine 473 d’AKT est nécessaire (Sarbassov et al., 2005). Ce
mécanisme, ainsi que I'importance de cette kinase AGC dans la croissance cellulaire chez les

mammiféres, sont schématisés dans la figure 6.

L’activation d’AKT dans des conditions « normales », c’est-a-dire lorsque la cellule ne percoit
pas de signaux nécessitant la mise en place de réponses de défense ou de survie, entraine son
implication dans le maintien de mécanismes propices a la croissance et au développement, en
parallele de Pinactivation des fonctions associées au stress et en particulier de I’apoptose
(Sussman et al., 2011). En effet, le mécanisme d’apoptose est mis en place en réponse a une
perturbation forte de ’lhoméostasie énergétique nécessitant une forme de «suicide cellulaire »
préférable a la dégénérescence de la cellule et au développement de tumeurs (Liang &
Slingerland, 2003). AKT va ainsi cibler toute une batterie de protéines impliquées dans I’apoptose.
Parmi celles-ci, la phosphorylation/activation de I'ubiquitine ligase E3 HDM2 (« Human Double
Minute-2 ») empéche I'accumulation du facteur apoptotique p53 (Meek & Knippschild, 2003;
Milne et al., 2004). AKT exerce également un effet anti-apoptotique via la famille de protéines
Bcl2, en empéchant d’une part la dégénérescence mitochondriale provoquée par la protéine BAX
(« Bcl2-Associated protein X ») (Gardai et al., 2004) et d’autre part en activant un interactant de la

famille Bcl2, BAD1 (« Bcl2-Antagonist of Death-1»), inhibiteur de "apoptose (Datta et al., 1997).
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Les fléches bleues indiquent une activation, les rouges une inhibition. Les traits en pointillés indiquent un mécanisme
indirect.

TRAIL et FasC sont des ligands de récepteurs de mort cellulaire conduisant vers ’'apoptose. Nuclear factor-kappa B (NF-kB) est un
facteur de transcription impliqué dans Pinhibition de I'apoptose. AMPKa, AMP-activated protein kinase subunit a; BAD1, bcl2-
antagonist of death-1; BAX, Bcl2-associated protein X; CycD1, cyclin D1; eNOS, endothelial nitric oxid synthase; FOXO03, forkhead
transcription factor-3; G6Pase, glucose-6-phosphatase; GLUT4, glucose transporter-4; GS, glycogen synthase; GSK3, GS kinase-3; HDM2,
human double minute-2; IKK, IKB kinase; p21<P* ; p27KP1 p27 cyclin-dependent kinase inhibitor; PEPCK, phosphoenolpyruvate

carboxylase-kinase; PRAS40, proline-rich Akt Substrate of 4o0kDa; PtdIinsP, phosphatidilinositol-phosphate; SKP2, S-phase kinase-
associated protein-2; TSC2, tuberous sclerosis complex-2
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Finalement, la phosphorylation/activation de la Thr23 de P'IKK («IKB Kinase ») provoque

P’activation du facteur de transcription NF-kB, empéchant la mise en place de I"apoptose (Ozes et

al., 1999).

Lorsque P’environnement physiologique est propice au développement, AKT s’avére

également étre un activateur de la division cellulaire. Ceci s’effectue par [Iinactivation

ClP1 KIP1

d’inhibiteurs du cycle cellulaire et de la transition G1-S tels que p21~" ' et p27"" ' (R0ssig et al., 2001;
Shin et al., 2002; Liang et al., 2002) et par I’activation de la protéine F-box SKP2 (« S-phase Kinase-
associated Protein-2»), elle-méme activatrice du cycle cellulaire par Pintermédiaire de la

“"! (Lin et al., 2009). AKT phosphoryle et inhibe également les deux isoformes

dégradation de p27
existantes de la «Glycogen Synthase Kinase-3» (GSK3), un autre substrat impliqué dans la
régulation du cycle cellulaire (Cross et al., 1995). Or ces protéines régulent négativement la

P! (Surjit & Lal, 2007) et en conduisant la

division cellulaire en phosphorylant et stabilisant p27
cycline D1 vers la dégradation (Diehl et al., 1998), ce qui renforce le réle d’AKT dans la progression

du cycle cellulaire.

Un autre aspect essentiel de cette kinase AGC est son impact majeur sur le métabolisme avec
une fonction globale de régulation du développement et des biosynthéses. Ceci se traduit en
premier lieu par I'activation de la relocalisation des transporteurs de glucose GLUT4 (« GLUcose
Transporter 4 ») au niveau de la membrane plasmique, favorisant I'import de sucre dans la cellule,
notamment en réponse a un pic d’insuline (Cong, 1997; Wang et al., 1999b). La synthése du
glycogéne est également favorisée par I'intermédiaire de I'inhibition de la GSK3. Des facteurs de
transcription FOXO sont également ciblés et engendrent I’expression de génes tels que la PEPCK
(« PhosphoEnolPyruvate Carboxyl Kinase ») et la G6Pase (« Glucose 6-Phosphatase »), induisant
par conséquent la néosynthése de glucose. Le métabolisme carboné est également régulé via la
phosphorylation de ’AMPK sur sa sérine 485 (AMPKa1) ou 491 (AMPKa2) (Horman et al., 2006).
Nous reviendrons plus en détail sur cette kinase par la suite (cf. Introduction 1.7). Enfin il est a
noter un rdle essentiel d’AKT dans la phosphorylation de la « Nitric Oxid Synthase » endothéliale
(eNOS) et I'activation ainsi engendrée de la synthése de I'oxyde nitrique, essentielle dans la

vasodilatation et la contraction cardiaque (Sussman et al., 2011).

A ce jour, aucun orthologue d’AKT n’a été identifié chez les végétaux, ce qui peut sembler
étonnant étant donné ses réles primordiaux dans la cellule animale. D’autres acteurs pourraient

remplacer cette enzyme et il a notamment été proposé que les 23 AGC kinases du groupe AGCVIII
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seraient les orthologues chez les plantes a fleur des kinases AKT, PKC et PKG (Galvdn-Ampudia &

Offringa, 2007).

Activation des kinases S6K et SGK1, cibles de la PDK1

Deux substrats particuliers de la PDK1 sont la S6K et la SGK1 (« Serum and Glucocorticoid
induced protein Kinase 1») (Figure 5A). Ces deux kinases, membres également de la famille AGC,
présentent un mécanisme d’activation intéressant. Toutes deux nécessitent d’étre primo-
phosphorylées sur un résidu situé dans leur poche de liaison hydrophobe PIF (« PDK1 Interacting
Fragment »), condition nécessaire a I'interaction de ce domaine avec la PDK1 (Biondi et al., 2001).
S’en suit une activation par phosphorylation sur le résidu Thr229 de la S6K (Pullen et al., 1998;
Alessi et al., 1998) ou sur la Thr256 de SGK1 (Kobayashi & Cohen, 1999; Park et al., 1999). Il est a
noter que ces sites de phosphorylation sont situés sur la boucle d’activation dite « T-loop » des
kinases AGC (boucle commune et essentielle a I'activation de I'ensemble des kinases). Ce
mécanisme complexe d’activation est conservé chez Arabidopsis. Récemment, il a été montré que
les résidus Thr449 (S6K1) et Thr4s5 (S6K2) sont phosphorylés par TOR (Xiong & Shen, 2012),
autorisant l'interaction (en réponse a un stress osmotique) de la S6K avec TOR et I'activation

subséquente par la PDK1 (Otterhag et al., 2006; Mahfouz et al., 2006).

La phosphorylation de la SGK1impacte entre autres la régulation du transport d’ions (calcium,
chlore, potassium, sodium), I'import de sucres (transporteurs d’hexoses GLUT1/4) et la
dynamique du cytosquelette (Lang et al., 2009). L’activation de la S6K conduit quant a elle a la
synthése de protéines importantes dans le stockage des acides aminés et pour la croissance
cellulaire (Mora et al, 2004). Le rble et la régulation de cette derniére sont développés

ultérieurement.

La voie PDK1 chez A. thaliana

Chez Arabidopsis, la voie PDK1 joue un réle essentiel dans la signalisation de I’auxine, une
hormone végétale bien connue pour son role dans la croissance et le développement. La majorité
des kinases du groupe AGCVIII est ciblée par la PDK1 et possede un motif PIF, identique a celui
présent sur les PKC et AKT animales, sous-entendant I’existence d’'un mécanisme d’activation
similaire en réponse aux lipides membranaires (Zegzouti et al., 2006b). C’est le cas de kinases
impliquées dans le transport de "auxine, telles que la « D6 Protein Kinase » (D6PK) et les kinases
AGC1 (Zourelidou et al., 2009), ou encore de la kinase PINOID responsable de I'efflux d’auxine

hors de la cellule (Zegzouti et al., 2006a) et de ses proches homologues PID2, WAG1 et WAG2 dont
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Figure 7. Mécanisme d’activation, cibles et grandes fonctions cellulaires régulées par la S6 kinase chez I'animal. La
S6K est phosphorylée deux fois pour étre pleinement activée (en premier par mTORC1, mécanisme réversible via
I’action de phosphatases, puis par PDK1).

Les fleches bleues indiquent une activation, les rouges une inhibition. Les traits bleus indiquent une interaction
stabilisatrice. Les traits en pointillés indiquent un mécanisme indirect.

AMPKa, AMP-activated protein kinase subunit a; BAD1, bcl2-antagonist of death-1; CDC42, cell division cycle-42; eEF2K, elongation
factor 2K; elF4B, eukaryotic initiation factor 4B; HDM2, human double minute-2; hnRNP F, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F;
IRS1, insulin receptor substrate 1; Neurabin, neural tissue-specific F-actin binding protein; Pcd4, programmed cell death protein 4;

PKCeg, protein kinase C epsilon; PP, protein phosphatase; RAC1, Ras-related protein C; RafB, galactoside permease; Rictor, rapamycin-
independant companion of TOR, complex 2; SCAR, S6K1 Aly/REF-like target; TOR, target of rapamycin
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la délétion des génes provoque de fortes perturbations dans I'organogénése d’Arabidopsis
(Santner & Watson, 2006; Cheng et al., 2008). Deux kinases phosphorylant la phototropine
(photorécepteur de la lumiére bleue), PHOT1 et 2, sont également impliquées dans cette voie de
signalisation et régulent le phototropisme dans des conditions de faible (PHOT1) ou forte (PHOT2)

intensité lumineuse (Galvan-Ampudia & Offringa, 2007) (Figure 5B).

Bien que 'orthologie compléte de cette voie PI3K/PDK1 entre les mammiféres et les plantes
ne soit pas totale, il apparait clairement que les conséquences de son activation par des facteurs
de croissance (reflétant un état physiologique non stressé) sont similaires, c’est a dire la mise en
place de mécanismes permettant a la cellule de croitre, de se diviser (évidences chez I’animal) et a

’organisme de se développer (évidences a la fois chez I’animal et chez les plantes).

La S6K et son implication dans la croissance cellulaire et ’anabolisme

Chez Panimal, de nombreuses cibles directes de la protéine S6K ont été caractérisées.
Certaines sont communes a AKT (Figure 7), comme les protéines HDM2 et BAD?1, inhibitrices de
’apoptose (Harada et al., 2001; Fang et al., 2006), alors que d’autres sont indépendantes d’AKT
comme la formation d’un complexe S6K2/PKCe/RafB empéchant la mise en place de I'apoptose
(Pardo et al., 2006). De méme, la S6K joue un réle similaire a AKT en faveur de la croissance et de
la prolifération cellulaire en réponse a des stimuli physiologiques favorables. La
phosphorylation/activation par la S6K2 de la hnRNP F (« heterogeneous RiboNucleoProtein F »),
promeut la prolifération cellulaire et ce mécanisme implique un partenaire désormais
indissociable de cette voie de signalisation, la kinase mTOR qui sera traitée plus en détail dans la
partie suivante (Goh et al., 2010). En outre, il a été montré en 2004 que la S6K1 active
spécifiquement le facteur de croissance cellulaire SKAR (« S6K1 Aly/REF-like target ») (Richardson
et al., 2004). Les spécificités mises en évidence dans ces travaux laissent présager un niveau de
régulation fin de cette voie de signalisation, passant par ’activité de I’'une ou I'autre des isoformes

S6K1 et S6K2.

Un role prépondérant dans la régulation du métabolisme est également a souligner puisque la
S6K a pour cible des protéines régulatrices clés du métabolisme carboné et de la synthése
protéique telle que ’AMPK. En phosphorylant sa Thr485 (AMPKa1) ou sa Thr491 (AMPKa2), la S6K
éteint les réponses au stress associées a cet intégrateur clé des signaux environnementaux
(Dagon et al., 2012). Par ailleurs, il a été montré, in vitro et in vivo dans des cellules de
mammiféres, que la CoA synthase (impliquée dans la synthése de la coenzyme-A) interagit avec la

S6K1, suggérant un rble de cette enzyme dans la biosynthése de molécules s’associant a ce
8
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Figure 8. Mécanisme d’activation, cibles et grandes fonctions cellulaires régulées par la S6 kinase chez les plantes.
(A) Schéma de P’activation et des cibles de la S6K. La S6K de plantes nécessite deux événements de phosphorylation
comme son orthologue animale pour étre pleinement active. Elle est connue pour favoriser la synthése d’ARNm
impliqués dans la traduction. (B) Phénotypes floraux d’Arabidopsis surexprimant le géne S6K1 (d’apres Tzeng et dl.,
2009). Les inflorescences de plantes surexprimant le S6K présentent des siliques courtes et des fleurs fermées (a)
comparées aux siliques développées et aux fleurs ouvertes et/ou sénescentes de plantes sauvages (b); les pétales
(p) et les étamines (et) des surexpresseurs sont plus courtes (c) que celles des fleurs sauvages (d); les siliques
s’arrétent de croitre a environ 1/3 de la taille attendue (e).

Les fleches bleues indiquent une activation, les rouges une inhibition. Les traits en pointillés indiquent un

mécanisme indirect.
AP3, apetala 3; Nap, Nac-like, activated by AP3/PI; PI, pistillata; SUP, superman
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cofacteur essentiel dans le métabolisme primaire (cycle de Krebs, B-oxydation des acides gras)

(Nemazanyy et al., 2004).

Par ailleurs, s’il est un mécanisme finement régulé par la S6K, il s’agit de la synthese
protéique. Cette enzyme a notamment été mise en avant pour sa capacité a phosphoryler la sous-
unité de 4o0kDa S6 ribosomale, et ainsi activer la traduction (Shima et al., 1998). Trois autres
protéines sont phosphorylées par la S6K, permettant I’initiation puis I’élongation de la synthése
protéique. Il s’agit du facteur d’initiation elF4B (Raught et al., 2004), du facteur d’élongation

eEF2K (Wang et al., 2001) et de I'inhibiteur de traduction, Pcd4 (Dorrello et al., 2006) (Figure 7).

Une telle influence sur la cellule (survie cellulaire, régulation du métabolisme, traduction,
dynamique du cytosquelette...) ne saurait avoir lieu sans 'existence de « parachutes ». La S6K est
donc capable d’intervenir sur sa propre voie de signalisation et a ce jour, deux mécanismes de
rétrocontréle ont été mis en évidence. Le premier passe par la phosphorylation/inactivation de la
protéine IRS1 (« Insulin Receptor Substrate 1 »), contrecarrant 'effet activateur initial de I'insuline
sur cette voie (Harrington et al., 2004; Shah et al., 2004) ; le second met en jeu la phosphorylation
de la protéine Rictor, membre du complexe mTORC2 et activateur d’AKT (Dibble et al., 2009;
Treins et al., 2010; Julien et al., 2010) (cf. figure 5). Qui plus est, I'activation de la S6K requiert,
comme cité dans le paragraphe concernant la PDK1, un double événement de phosphorylation
dont le mécanisme exact reste encore a préciser (Alessi et al., 1997; Burnett et al., 1998; Weng et
al., 1998; Isotani et al., 1999; Magnuson et al., 2012). La complexité de régulation subie par la S6K

refléte la convergence et la nécessité d’une intégration fine des signaux percus par la cellule.

Concernant les plantes, deux isoformes de la protéine S6K ont été identifiées chez
Arabidopsis, la S6K1 (ou ATPK1) et la S6K2 (ATPK19) (Zhang et al., 1994; Mizoguchi et al., 1995).
Bien que leur environnement métabolique ne soit pas aussi bien connu que chez leurs
orthologues de mammiféres, des études les rendent d’ores-et-déja clés dans la signalisation PDK1
(Figure 8). ARNm du gene S6K1 est exprimé dans des tissus ou la division est rapide (zones
méristématiques, organes des jeunes boutons floraux) (Tzeng et al., 2009) et la surexpression de
la S6K1 chez Arabidopsis altére le développement des étamines et des pétales, phénomeéne
empéchant le développement normal des fleurs et 'obtention de siliques (Figure 8). Les auteurs
émettent ’lhypothese que la protéine S6K1 serait importante dans la prolifération des cellules des
tissus floraux (et par extension des zones de forte division) via la régulation d’ARN messagers dits
«5'TOP mRNA » (i.e. possédant une étiquette oligopyrimidique sur leur séquence ; chez I’animal,

cette signature est caractéristique d’ARNm impliqués dans la traduction et activés par la S6K1
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Figure 9. Les complexes TORC1 et TORC2 chez les animaux (D’aprés Magnuson et al., 2012 et Weber &

Gutmann, 2012).

(A) Deux complexes TOR coexistent chez la levure et 'animal. Le complexe TORC1 est composé de la kinase
TOR1 ou TOR2 et des interactants LST8 (lethal with sec thirteen 8) et Raptor (regulatory associated protein
of TOR). Le complexe TORC2 est composé de la kinase TOR1 ou TOR2 et des interactants, Rictor
(rapamycin-insensitive companion of TOR) et SIN1 (stress-activated MAPK interacting protein).
PRAS40 (prolin-rich AKT substrate of 40kDa) et DEPTOR (DEP domain-containing) sont des régulateurs
négatifs.

(B) Schéma de la structure de la protéine mTOR1 et des principaux sites d’activation par phosphorylation. Le
motif répété HEAT (tandem) (Huntington, elongation factor 3, A subunit of PP2A phosphatase and TOR1)
semble étre impliqué dans les interactions protéine-protéine; la rapamycine (rapa) se fixe au domaine FRB
(FKBP12-rapamycin binding). Les phosphorylations des résidus Ser1261, Ser2159 et Thr 2164 promeuvent la
signalisation mTORC1; une fois activée, TOR1 est capable de s’autophosphoryler sur sa sérine 2481 et subit
un rétrocontrole positif de la S6 kinase (S6K) sur sa sérine 2448.

(C) Conséquences d’un traitement par la rapamycine sur deux cibles du complexe mTORC1. La S6K1 est
phosphorylée/activée sur sa Thr389 engendrant I’activation de la protéine ribosomale S6 (rpS6) nécessaire
a la synthése protéique. Le facteur 4EBP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4E)-binding
protein 1) inhibant I'initiation de la traduction en s’associant au facteur elF4E est phosphorylé par mTORC1,
libérant elF4E qui, en s’associant au facteur elF4G phosphorylé par la S6K, déclenche I’initiation de la
traduction (Pause et al., 1994; Lin et al., 1994).

Les fleches bleues indiquent une activation, les rouges une inhibition. Les traits en pointillés indiquent un
mécanisme indirect.
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(Weber & Gutmann, 2012)) tels que les genes « Nac-like, activated by AP3/PI » (NAP), Pistillata (PI),
Apetala 3 (AP3) et Superman (SUP).

1.6. TOR, un intégrateur AGC-dépendant et indépendant ?

Comme cité a plusieurs reprises dans les paragraphes précédents, les protéines mTOR1 et 2
sont indissociables de cette voie de signalisation PDK1 bien qu’ayant, comme ceci va étre explicité
maintenant, leurs propres voies de réponse. Chez I’animal, deux complexes mTORC1 et mTORC2
coexistent et sont associés a des partenaires pour former deux multiméres protéiques distincts
aux fonctions variables (Figure 9A). Bien que répondant tous deux a des stimuli pro-
développementaux (hormones, facteurs de croissance, facteurs mitotiques...), ces deux
complexes ne montrent pas la méme sensibilité vis-a-vis de la rapamycine, un immunosuppresseur
utilisé en médecine. En effet, le complexe mTORC1 est sensible a cette molécule tandis que
mTORC2 y est insensible. De méme, les grandes fonctions qu’ils régulent, bien que toutes
aboutissant a la croissance cellulaire, semblent diverger. En effet, le premier, bien caractérisé, est
impliqué dans P’activation des processus anaboliques (synthese protéique) et I'inhibition de
processus cataboliques comme [I'autophagie, alors que mTORC2 semble principalement
promouvoir la prolifération et la survie cellulaire (Magnuson et al., 2012). Cependant, la situation
est peut-étre plus complexe, la récente implication de mTORC2 dans la synthése protéique
semblant indiquer une certaine redondance de fonction entre les deux acteurs (Weber &

Gutmann, 2012).

Chez les animaux, TORC1 est un complexe composé de la kinase mTOR1 (ou mTOR2) et de
deux protéines compagnes, Raptor (« Regulatory Associated Protein of TOR ») et LST8 (« Lethal
with Sec Thirteen 8 »). Dans le complexe TORC2, la PK mTOR s’associe a Rictor (« Rapamycin-
Insensitive Companion of TOR »), LST8 et SIN1 (« Stress-activated MAPK INteracting protein »)
(van Dam et al., 2011). Se trouvent également parfois associés a ces complexes les régulateurs
négatifs de lactivité de cette enzyme DEPTOR (« DEP domain-containing mTOR-interacting
protein ») et PRAS40 (« Prolin-Rich AKT Substrate of 40kDa ») (Weber & Gutmann, 2012) (Figure
9A). Lorsqu’il est activé par des facteurs de croissance, le complexe TOR s’autophosphoryle sur sa
sérine 2481 et subit également un rétrocontréle positif d’une de ses cibles majeures, la S6K
(Figure 9B). La S6K1 répondant a la voie dépendante de la rapamycine, I’ensemble des réponses
relayées par la S6K1 sont donc propres a TORC1, sensible a cet agent, tandis que celles relayées

par AKT mettent en jeu TORC2 (cf. figure 5). A l’inverse, TORC2, par I'intermédiaire de Rictor, est
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Figure 10. Cibles et grandes fonctions cellulaires régulées par les complexes mTORC1/2 chez P'animal (D’aprés
Weber & Gutmann, 2012). Les deux types de complexes partagent certaines fonctions (activation de la traduction)
mais ont également leurs spécificités. Par exemple, par I'intermédiaire de SIN1, le complexe TORC2 est capable
d’interagir avec les protéines PCBP2 et RBP essentielles dans la stabilisation et la traduction des ARN messagers
(Ghoshet al., 2008).

Les fleches bleues indiquent une activation, les rouges une inhibition. Les traits entre protéines figurent des
interactions. Les traits en pointillés indiquent un mécanisme indirect.

Les simples traits entre protéines figurent des interactions. 4EBP1, elF4E-binding protein 1; AKT, Ak-thymoma; NPM,
nucleophosminPCBP2, poly(rC) binding protein 2; p27XIP, p27 cyclin-dependent kinase inhibitor 1; PKCa, protein kinase C alpha; RAC1,
Ras-related protein C-1; PP2A, protein phosphatase 2A; PROTOR, protein observed with Rictor; Raptor, Rapamycin-associated protein
of TOR; RBP, ribosome binding protein; Rictor, rapamycin-independant companion of TOR, complex 2; S6K1, S6 kinase 1; SGK1, serum
and glucocorticoid induced protein kinase 1; SIN1, stress-activated protein kinase interacting protein 1; Tap42, type 2A phosphatase-
associated protein of 42kDa; TOR, target of rapamycin
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inhibé par la S6K1, mécanisme donnant lieu a une trés étroite relation entre la S6K, TORC1, TORC2

et AKT.

La figure 10 synthétise les effets communs et divergents, voire antagonistes, des voies de
signalisation en aval des deux complexes TORC1 et TORC2 chez les mammiféres. Outre leur action
sur la S6K1 et sur le facteur d’élongation 4EBP1 (cf. figure 9C), ces kinases ont un rdle
prépondérant dans la synthése protéique par I'intermédiaire d’autres acteurs. Il a ainsi été montré
que TORC1 induit la traduction de la protéine «NucleoPhosMin» (NPM) qui participe a
’assemblage des sous-unités du ribosome et a leur export vers le cytosol (Olanich et al., 2011).
TORCQ2, via I'interaction avec diverses protéines, est également un activateur trés impliqué dans la
traduction (Ghosh et al., 2008). Comme TORC1, TORC2 interagit avec des partenaires du ribosome,
ici les protéines L23 et L26 de la sous-unité 60S (Oh et al., 2010; Zinzalla et al., 2011; Xie & Guan,
2011). Ainsi, il s’agit d’un véritable point de controle de la croissance cellulaire mettant en jeu une
association entre TORC2 et le ribosome (par I'intermédiaire des sous-unités Rictor et SIN1)
conduisant a I'activation de ce dernier, association répondant a la signalisation PI3K (Zinzalla et

al., 2011).

La S6K et AKT ne sont pas les seules kinases AGC a étre ciblées par TOR. En effet, la SGK1,
mentionnée auparavant et impliquée dans la survie cellulaire, est activée par la PDK1 suite a la
primo-phosphorylation par le complexe TORC2. Ceci a lieu par lintermédiaire de Protor
(« PROTein Observed with Rictor », protéine capable de s’associer au complexe TORC2) (Garcia-
Martinez & Alessi, 2008; Pearce et al., 2011). SGK1 est également la cible de TORC1 qui, par cet
intermédiaire, induit la relocalisation cytoplasmique de I'inhibiteur du cycle cellulaire p27"™" (cf.
chapitre Il des résultats) (Hong et al, 2008). La PKCa est également phosphorylée sur sa
thréonine 638 de facon TORC2-dépendante, mécanisme convergent également vers la croissance

cellulaire (Ikenoue et al., 2008).

Enfin, les GTPases RhoA et RAC1 sont des cibles communes des deux complexes TORC, dont
I’activation a été mise en évidence par I'intermédiaire des interactants Raptor et Rictor ainsi que
par des approches d’inhibition des complexes TORC1/2 (Gulhati et al., 2011). Ces cibles impliquent

TOR dans le réarrangement du cytosquelette et I'adhésion cellulaire.

Chez Arabidopsis, ces complexes font également I'objet d’études approfondies (Dobrenel et
al., 2011; Robaglia et al., 2012). Les protéines TOR, Raptor et LST8 ont leurs équivalents chez la

plante modele (van Dam et al., 2011). Bien que la sous-unité catalytique TOR soit présente,
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Figure 11. Mécanismes d’activation, cibles et grandes fonctions cellulaires régulées par les complexes TOR chez les

plantes.

(A) Phénotypes associés aux mutations des membres du complexe TOR. (a) D’aprés Menand et al., 2002 : siliques
de mutants hétérozygotes tor+/-, les fleches pointent des « graines » blanches correspondant aux mutants tor
embryo-létaux; (b) D’apres Deprost et al., 2005 : agrandissement de graines dans les siliques de mutants
hétérozygotes raptor1*; D’aprés Moreau et al, 2012 : les mutants [st8 présentent un phénotype
développemental retardé sur terreau (c) et in vitro (d).

(B) Effet de I'inhibition par RNAI des transcrits du géne TOR chez Arabidopsis (D’aprés Deprost et al., 2007).

(€) Schéma de I'implication du complexe TOR dans le métabolisme. Le complexe TORC1 est composé de la kinase
TOR1 ou TOR2 et de ses partenaires, Raptor (Rapamycin-associated protein of TOR) et LST8. ATG, Autophagy
gene; Cr, Chlamydomonas reinhardtii; S6K1, S6 kinase 1.

Les fléches bleues indiquent une activation, les rouges une inhibition. Les traits en pointillés indiquent un
mécanisme indirect.
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certaines parties de la protéine divergent. C’est le cas en particulier du domaine FRB ou se fixe la
rapamycine, ce qui pourrait expliquer pourquoi le complexe AtTORC est insensible a la
rapamycine bien que celle-ci se fixe au domaine FBR de la PK végétale (Menand et al., 2002). La
délétion de ces génes cause de profonds troubles du développement. En effet, I'extinction du
geéne AtTOR est embryo-létale (Menand et al., 2002), celle de RAPTOR cause un arrét du
développement de I'embryon trés précoce (Deprost et al., 2005), tandis que des mutants
d’insertion LST8 présentent un retard de croissance important (Moreau et al., 2012) (Figure 11A).
Les plantes RNAi inductibles ciblant les transcrits du géne AtTOR sont plus petites, présentent des
feuilles jaunissantes, moins de polysomes et accumulent anormalement les acides aminés, les
sucres et 'amidon (Deprost et al., 2007) (Figure 11B). D’un point de vue métabolique, le complexe
AtTOR a été impliqué dans la régulation de I'autophagie par I'intermédiaire de différents genes de
la famille ATG (AuTophagy Gene) (Diaz-Troya et al., 2008). Ainsi, via le complexe ATG1/ATG13
(ATG1 étant I'orthologue de la protéine ULK1/2 de mammiféres, cf. figure 2), la voie TOR serait en
mesure d’inhiber I’apoptose chez les plantes. Ce mécanisme, bien décrit chez la levure, nécessite
cependant encore davantage d’études chez les mammiféres et les plantes. Chez Arabidopsis, un
tel mécanisme a également été mis en évidence en réponse a un manque d’énergie (Suttangkakul
et al., 2011) (Figure 11C). C’est aussi le cas chez d’autres espéces, comme chez Chlamydomonas
reinhardtii ou la protéine CrATG8 est induite en réponse a la rapamycine, inhibiteur de la voie de
signalisation TOR chez cette algue, et en réponse a différents stress (manque d’azote, obscurité,

stress oxydant) (Pérez-Pérez et al., 2010).

Tous ces effets et la relation étroite existant entre les complexes TORC et la famille de
protéines ATG, acteurs principaux de la mise en place de I'autophagie chez les eucaryotes,
indiquent un réle important joué par cette kinase AGC, en terme de régulation de la mise en place
d’un tel systéme de recyclage intracellulaire lorsque les conditions énergétiques ne nécessitent

pas une réponse aussi drastique (Liu & Bassham, 2010).

1.7. La voie de signalisation LKB1/AMPK-SnAK/SnRK1

Il apparait logique que la cellule ait également, au cours de I"évolution, mis en place des
moyens de réponse aux conditions défavorables de développement, aux stress
environnementaux. Parmi ces mécanismes de réponse figure en premiére place la voie de
signalisation LKB1/AMPK et la famille de kinases SNF1/AMPK/SnRK1 (levure/mammiféres/plantes)

qui fait 'objet d’une recherche tres active depuis les années 1990 (Figure 12). La caractéristique
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Figure 12. Evolution des publications concernant la voie de signalisation LKB1/AMPK. Les mots
clés « AMPK », « SNF1 », « SNnRK1 » ou « LKB1 » ont été utilisés sur la base de données Pubmed.
Les chiffres apparaissant sur le graphique correspondent aux nombres de publications pour
I’année 2011. * Pour I’année 2012, le nombre de publications parues jusqu’au 28 septembre 2012
a été extrapolé jusqu’a la fin de 'année. L’intérét porté pour LKB1 a été décuplé lorsqu’un lien
de causalité a été établi avec le syndrome de Peutz-Jeghers (PJS).
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Figure 13. Les kinases AMPK et SnRK1, famille de protéines activées par différents stress. (A)
Western-blot anti-AMPKa pThr172 (pAMPKa) et anti-AMPKa réalisé a partir d’échantillons
protéiques de cultures cellulaires non traitées (NT) ou aprés traitement aux ultra-violets (UV), aux
rayonnements gamma (yR), par un inhibiteur de la topoisomérase (camptothécine, CPT), par un
agent intercalant de ’ADN (Adr), par "lagent mutagéne/cancérigene MNNG et sous stress oxydant
(H,0,). D’aprés Bungard et al. 2010. (B) Niveaux de transcrits analysés par RT-PCR semi-
quantitative du géne DING, rapporteur de P'activité de AtSnRK1 dans des feuilles d’Arabidopsis non
traitées (NT), placées a 'obscurité (Obs), traitées par un inhibiteur de la photosynthése (DCMU)
ou placées en hypoxie (Hyp). L’activation du géne DIN6 par ces stress est inhibée par les sucres
(Glc, glucose; Sac, saccharose). D’aprés Baena-Gonzélez/Rolland et al., 2007.
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majeure de ces protéines est leur activation en condition de stress de nature trés variée (Figure

13).

Des kinases essentielles dans la signalisation

Historiquement, la kinase SNF1 a été identifiée lors d’un crible de mutants de levure sur la
base de leur incapacité a utiliser des sources alternatives de carbone telles que le saccharose et le
raffinose (Neigeborn & Carlson, 1984). En présence de glucose et en réponse a I’activation par
’hexokinase de la PP1 (« Protein Phosphatase 1», composée des deux sous-unités Glc7 et Reg1),
SNF1 est déphosphorylée/inactivée, mécanisme empéchant I’expression de génes inhibés par le
facteur de transcription MIG1 (« Maltose-Inducible Gene 1») et essentiels a la fermentation
(Rolland et al., 2006) (Figure 14). Chez les plantes, SnRK1 (SNF1-Related protein Kinase 1) est
également un élément clé de la signalisation carbonée (Rolland et al., 2006; Baena-Gonzadlez et al.,
2007; Polge & Thomas, 2007; Jossier et al.,, 2009). A ce jour, trois voies de signalisation par le
glucose sont connues dont deux impliquent I’hexokinase. La premiére dite « dépendante de
I’hexokinase », utilise cette derniére, en plus de sa fonction enzymatique, en tant que senseur
direct du glucose. L’effet principal de cette voie est de réprimer ’expression de génes impliqués
dans la photosynthése tels que le géne codant la petite sous-unité de la RuBisCO. La seconde, dite
« dépendante du métabolisme », impliquant un senseur du glucose situé en aval de I’hexokinase,
induit, entre autres, I'expression de genes de défense (PR1, PRs5...). La derniere voie est
indépendante de I’hexokinase, I’expression de certains génes répondant directement au glucose
(CHS, PAL1) (Rolland et al., 2006) (Figure 15). Notre équipe a démontré I'implication d’AtSnRK1 au
sein de cette signalisation par les sucres. Des plantes transgéniques surexprimant la sous-unité
AtSnRK1a1 sont hypersensibles au glucose et voient la régulation par le glucose du gene PR1
abolie, ainsi que celle des génes PR2 et PR5 diminuée en réponse a ce sucre, résultats
convaincants du role de cette kinase dans la voie de signalisation dépendante du métabolisme
(Jossier et al., 2009). Par ailleurs, Iutilisation d’analogues de glucose et des travaux d’autres
groupes ont permis de suggérer que SnRK1 serait impliquée dans plusieurs autres voies (voie
dépendante de I’hexokinase potentiellement via ’acide abscissique (ABA) (Jossier et al., 2009) et

voie du tréhalose (Zhang et al., 2009)).

Au-dela de son r6le dans la signalisation par les sucres, les kinases AtSnRK1 ont été impliquées
dans la réponse a des stress trés variés tels que I’hypoxie, I'obscurité prolongée ou le DCMU.
Baena-Gonzalez/Rolland et collégues (2007) ont ainsi démontré que plus de 1000 genes voient

leur expression modulée dans des protoplastes surexprimant AtSnRKia1 de facon transitoire.
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Figure 15. Role de SnRK1 dans la signalisation par le glucose chez les plantes (D’aprés Rolland et al., 2006 et
Crozet, 2010). Trois voies de signalisation par le glucose sont connues chez les plantes. Une dépendante de
I’lhexokinase et faisant intervenir 'acide abscissique (ABA) (1), une autre dite dépendante de I’hexokinase dans
laquelle SnRK1 serait impliquée (2) et enfin une voie dépendante du métabolisme dans laquelle SnRKi1
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Les traits pointés rouges figurent une inhibition. Les traits en pointillés indiquent un mécanisme indirect.

bZIP, basic leucine zipper; G6P, glucose-6-phosphate; Glc, glucose; HXK, hexokinase; Sac, saccharose; SnRK1, SNF1-related protein
kinase 1; T6P, tréhalose-6-phosphate; TPP, T6P phosphatase; TPS, T6P synthase; Tre, tréhalose.
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Trois cent vingt-deux génes sont a la fois réprimés par la surexpression de la sous-unité
catalytique et par des conditions de faible teneur en glucose; a I'inverse, 278 génes sont co-
activés dans ces deux conditions. Ces travaux ont constitué un tournant dans la compréhension
de I'implication des complexes SnRK1 de plante dans la régulation du métabolisme en condition
de stress puisqu’il s’agit de la premiere analyse globale in vivo du réle de ces régulateurs chez les

plantes.

Une conservation remarquable chez les eucaryotes
Les protéines SNF1/AMPK/SnRK1 forment une famille trés conservée chez les eucaryotes
(Figure 16) notamment de par leur structure hétérotrimérique composée d’une sous-unité

catalytique a et de deux sous-unités régulatrices § et y (Polge & Thomas, 2007).

Chez la levure, SNF1 interagit avec SNF4, apparentée aux sous-unités de type y, et avec 3 sous-
unités de type B différentes, SIP1, SIP2 et GAL83 (Jiang & Carlson, 1997). Chez les mammifeéres, il
existe 2 sous-unités de type a (AMPKa1/a2), 2 sous-unités de type f (AMPKp1/B2) et 3 sous-unités
de type y (AMPKy1/y2/y3). Enfin chez les plantes, il existe 3 génes codant une sous-unité
catalytique (AtSnRK1a1/a2/a3), a3 s’avérant étre trés probablement un pseudo-géne (Halford et
al., 2000), 3 codant une sous-unité de type B (AtSnRK1B1/B2/B3) et 2 codant une sous-unité de type
Y (AtSnRK1y/By). Il est a noter que deux sous-unités sont atypiques et seulement présentes chez
les plantes. De facon intrigante, AtSnRK1B3, bien que capable de complémenter le triple mutant
de levure sip1/sip2/gal83, est plus courte que AtSnRK1f1 et 32, la région N-terminale et le domaine
GBD, présents sur les deux autres sous-unités, étant absents de cette isoforme (Gissot et al.,
2004). Ce domaine GBD (« Glycogen Binding Domain »), a été ainsi nommé car capable d’interagir
avec du glycogéne chez les animaux. Au contraire, la sous-unité de type y appelée AtSnRK1By
apparait comme une sous-unité ayant résulté de la « fusion » d’une sous-unité de type y et d’un
domaine GBD. Cependant, malgré cette particularité, AtSnRK1By complémente le mutant snf4 de
levure au contraire de la sous-unité « classique » AtSnRK1y (Gissot et al., 2006; Polge & Thomas,

2007) (Figure 16).

Un réle physiologique important pour les sous-unités des complexes AMPK et SnRK1
Preuve de leurs réles intracellulaire et physiologique essentiels, des mutations ponctuelles ou
la délétion de sous-unités des complexes AMPK et SnRK1 sont responsables de troubles

physiologiques importants, que ce soit chez les animaux ou chez les plantes.
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physiologiques dont le syndrome de Wolff-Parkinson-White (WPW) (trouble du rythme cardiaque). Les
tissus/organes concernés sont figurés par des images (cceur, muscles squelettiques et os). B1/2 signifie que les deux
sous-unités sont mutées, B1 ou B2, une seule des 2 mutée. (B) D’aprés Baena-Gonzales/Rolland et dal., 2007. Les
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I'inflorescence par rapport aux plantes sauvages (WT) (2). Le double mutant a1/a2 est quant a lui trés affecté dans
I’ensemble du développement de la plante (1 et 2).
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Bien que son implication directe reste a élucider, ’AMPK a depuis longtemps été associée a
’obésité, a la résistance a I'insuline (diabéte de type 2) et au cancer de par les voies métaboliques
gu’elle régule (Steinberg & Kemp, 2009). Chez ’lhomme, plusieurs mutations de la sous-unité
AMPKy2 sont associées a des cardiomyopathies hypertrophiques et au syndrome de Wolff-
Parkinson-White, un trouble du rythme cardiaque (Blair et al., 2001). Par exemple, des cochons
porteurs d’une mutation sur la sous-unité régulatrice AMPKy3 accumulent du glycogeéne en excés
dans les cellules des muscles squelettiques (Granlund et al., 2010). Par ailleurs, la délétion du géne
codant la sous-unité AMPKR2 chez la souris est responsable d’une forte diminution de la capacité
maximale a I’exercice et de I’endurance, associée a une plus faible activité des kinases AMPKau1 et
AMPKa2 dans les muscles squelettiques (Steinberg et al., 2010). Une autre étude sur des souris
KO (« Knock-Out ») AMPKB1 ou AMPKB2 a révélé une forte réduction du volume et de la masse des
os (Quinn et al., 2010). Le réle de ’AMPK dans le métabolisme osseux fait I"objet de nouvelles
données régulieres, allant jusqu’a soulever la question de son implication dans I'ostéoporose

(Jeyabalan et al., 2012) (Figure 17A).

Chez Arabidopsis, aucune étude sur des mutants d’insertion des sous-unités catalytiques n’a
pu étre menée jusqu’a ce jour. En effet, seul un mutant d’insertion du géne AtSnRK1a1 est

répertorié dans la base de données SIGnAL (http://signal.salk.edu/) dont ’ADN-T est situé a

’extrémité C-terminale du géne, i.e. hors du domaine kinase situé du c6té N-terminal de la
protéine. Ceci est en accord avec des données obtenues au laboratoire révélant qu’environ 90%
de Pactivité AtSnRK1 était relative a cette sous-unité (Jossier et al., 2009) et que la délétion de ce
géne pourrait s’avérer létale. Cependant, ’étude de mutants ARNi du géne AtSnRKia1 et de
mutants VIGS (« Virus-Induced Gene Silencing ») du géne AtSnRK1a2 a montré que les simples
mutants, malgré un léger retard de développement de la hampe florale, ne présentent pas de
phénotype particulier, les auteurs suggérant une redondance fonctionnelle des deux kinases. Par
contre, les mémes auteurs montrent que la diminution des transcrits des deux genes (« double
mutant » ARNi atsnrkia1 [ VIGS atsnrkia2) altére quant a elle drastiquement le développement
d’Arabidopsis et empéche notamment la remobilisation de I’amidon en fin de nuit (Baena-

Gonzdlez et al., 2007) (Figure 17B).

Intégration des signaux a I’échelle de I’organisme entier par TAMPK
L’un des mécanismes les mieux connus a I’heure actuelle concernant 'implication de TAMPK a

une échelle globale de I'organisme est la régulation du métabolisme glucidique en réponse a une
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faible glycémie. C’est I’ensemble de ces éléments qui en font un sujet de recherche tres actif

autour du diabéte de type 2 (non insulino-dépendant) (Steinberg & Kemp, 2009).

Dans P’hypothalamus, les hormones thyroidiennes, telles que la leptine (hormone produite
dans les adipocytes) et les opioides ont un effet inhibiteur sur TAMPK. A I'inverse, le glucagon, la
ghréline (hormones produites dans le pancréas) et le calcium activent cette derniére et
promeuvent la synthése de glycogéne en réponse a une glycémie et a un niveau énergétique

global faibles (Hardie et al., 2012) (Figure 18A).

A Péchelle tissulaire et dans un contexte d’effort, une cohérence forte existe dans les
mécanismes déclenchés par ’TAMPK. En effet, la contraction musculaire entraine un brusque
changement d’état énergétique intracellulaire et la sécrétion d’hormones (leptine, adinopectine),
ce qui provoque ’activation rapide de ’AMPK. Les réponses en découlant permettent aux cellules
musculaires de répondre rapidement et de facon coordonnée en fournissant a la cellule I’énergie
nécessaire. De facon concomitante, I’anabolisme (protéines et glycogene) est inhibé afin d’éviter
toute fuite énergétique vers des processus demandeurs et temporairement inapropriés (Figure

18B).

L’AMPK, un intégrateur intracellulaire central

De nombreux mécanismes moléculaires impliquant ’AMPK animale et SNF1 de levure ont été
mis a jour. Il est désormais largement admis que cette kinase agit comme un véritable chef
d’orchestre du métabolisme en réponse a un stress. En outre, et ceci sera introduit a la fin de ce
paragraphe, de plus en plus de données en font également un régulateur important d’autres

mécanismes.

L’AMPK dans le métabolisme glucidique

Comme introduit dans les figures 14 et 15, la famille de kinases SNF1/AMPK/SnRK1 est, depuis
sa découverte, étroitement liée au métabolisme carboné. L’ensemble des données accumulées
convergent vers son rble premier de gardien de I’énergie intracellulaire, en inhibant les voies
anaboliques consommatrices et en activant les voies cataboliques productrices d’énergie. De
facon cohérente avec sa fonction a I’échelle tissulaire (Figure 19), ’AMPK promeut la
relocalisation du transporteur de glucose GLUT4 en phosphorylant/inhibant la protéine TBC1D1
associée aux vésicules de stockage du transporteur (Chen et al., 2008; Pehmgller et al., 2009) et
active la PFK/FB qui, en générant du fructose-2,6-bisphosphate, active a son tour la glycolyse

(Marsin et al., 2000). En paralléle, la gluconéogenése et la synthése de glycogéne sont inhibées
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(Figure 19) (Hardie et al., 2012). L’'une des cibles pouvant étre associée a cette régulation
métabolique est le PGCia (« Proliferator-activated receptor-Gamma Co-activator 1a»), une
protéine considérée comme cardinale dans la biogénése mitochondriale. Par son activation,
PAMPK autoriserait PGC1a (régulateur de facteurs de transcription modulant I’expression de
genes mitochondriaux) a promouvoir cette biogénése et donc a augmenter la capacité de la

cellule a produire de I’énergie (Jager et al., 2007).

L’AMPK dans le métabolisme protéique

Le métabolisme protéique est également modulé par I’activation de ’AMPK. De facon assez
globale, PAMPK inhibe la synthése des ARN ribosomaux en phosphorylant le facteur d’initiation
de la transcription TIFIA (Hoppe et al., 2009). Elle intervient également encore plus en amont en
phosphorylant/activant I’histone H2B, responsable du contréle de la transcription de génes
activés en condition de stress (Bungard et al., 2010). Les modifications suivantes révelent un point
de convergence évident entre les voies de signalisation TOR et AMPK, évoqué comme « module
TOR/SnRK1» chez les plantes par Robaglia et co-auteurs (2012). En premier lieu, "AMPK
phosphoryle/active TSC2, une protéine responsable de I'inactivation (via les protéines Rheb) du
complexe mTORC1 (Inoki et al., 2003). Un second niveau de régulation se situe directement au
niveau de ce complexe, ’AMPK étant capable de phosphoryler la protéine Raptor et par voie de
conséquence, d’inactiver la kinase TOR1 et la synthése protéique (cf. partie 1.6) (Gwinn et al.,

2008; Hardie et al., 2012) (Figure 19).

L’AMPK dans le métabolisme lipidique

En dernier lieu, le métabolisme lipidique est également sous le contréle de ce régulateur.
Historiquement, ’AMPK fut caractérisée comme la kinase responsable de la régulation de deux
enzymes clés du métabolisme lipidique, I’hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (HMGR) et
acétyl-CoA carboxylase 1 (ACC1), enzymes essentielles dans les synthéses respectives du
cholestérol et des acides gras (Carling et al, 1987). L’AMPK les inhibe toutes deux afin de
détourner la cellule de mécanismes consommateurs d’énergie (Clarke & Hardie, 1990; Davies et al.,
1992). L’inhibition par TAMPK de I'autre isoforme ACC2 engendre une diminution de la synthése
du malonylCoA, molécule capable d’inhiber I'acyltransférase catalysant le transfert de I’acylCoA
de la carnitine sur I'acylcarnitine, étape clé de Iimport des acides gras dans la mitochondrie en
vue de leur dégradation (Dzamko et al., 2008; Cho et al., 2010). Finalement, la synthése des lipides
est également régulée par l'inactivation du facteur de transcription SREBP1C, régulant la

transcription de ’ACC1 (Li et al., 2011) (Figure 19).
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nitrate réductase; SKP1, S-phase kinase-associated protein 1; SPS, sucrose phosphate synthase; TPS5, tréhalose-6-phosphate synthase 5
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Autres fonctions de ’AMPK au-dela du métabolisme

Le réle de AMPK dans la régulation du métabolisme fait consensus dans la communauté
scientifique depuis la fin des années 1990 (Hardie et al., 1998) mais récemment, de nombreux
travaux ont élargi son réle a d’autres mécanismes intracellulaires. En particulier, trois études I’ont
impliquée dans la régulation du potentiel membranaire par 'intermédiaire de la phosphorylation
de transporteurs de potassium (Chang et al., 2009; Klein et al., 2009; lkematsu et al., 2011).
Globalement, ’AMPK apparait comme régulatrice de ces potentiels mais une certaine versatilité
peut trouver une explication, ici encore, dans une distribution de ses spécificités a I’échelle
tissulaire ou de P'organisme (Figure 19). En effet, 'une de ces études pointe une activation du
transporteur Kv2.1 et un r6le de protection des neurones en condition de stress en limitant leur
excitabilité (Ikematsu et al., 2011) alors que la phosphorylation par TAMPK est inhibitrice dans les

deux autres études.

En 2009, 'AMPK a été impliquée dans la régulation du rythme circadien, par la
phosphorylation du cryptochrome CRY1 (Lamia et al., 2009). Les auteurs montrent que la
phosphorylation de cette protéine par ’AMPK provoque sa dégradation, la kinase n’influant pas

’amplitude du cycle mais sa durée (Lamia et al., 2009; Hardie et al., 2012).

Enfin, de multiples travaux ont émergé ces dix derniéres années sur des mécanismes
cellulaires complexes, avec en arriére-plan I'avancée des connaissances en matiere de
cancérologie. Ces domaines couvrent la prolifération cellulaire et I’autophagie. Plusieurs études
convergent vers une régulation positive du facteur de transcription et protéine oncogéne p53 par
PAMPK (Imamura et al., 2001; Jones et al., 2005), régulation associée a une augmentation des

transcrits de Iinhibiteur du cycle cellulaire p21“™

. D’autre part, un lien étroit a été établi entre
Iinhibiteur du cycle cellulaire p27"' et PAMPK (Short et al., 2008, 2010). L’introduction du
chapitre 11l des résultats revient en détails sur ce lien et ses effets. De fagon surprenante, TAMPK
a également été montrée comme favorisant la division cellulaire par I'intermédiaire, entre autres,
de la protéine PPP1R12C (Protéine Régulatrice de la Protéine Phosphatase 1) (Hardie et al., 2012).
Cette régulation contradictoire est discutée et analysée dans le chapitre IIl. Enfin, la
phosphorylation du complexe protéique ULK1/ATG13/FIP200 place ’AMPK aux prémices de la
mise en place de "autophagie. En effet, la protéine ULK1, initiateur de I’autophagie, est ciblée et
activée par PAMPK (Egan et al., 2011; Kim et al., 2011). Il est a noter un mécanisme intéressant de

rétro-inhibition de PAMPK par ULK1, reflétant limportance de cette relation dans le

déclenchement de ce mécanisme de survie (Loffler et al., 2011; Alers et al., 2012).
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SnRK1 sur les pas de son orthologue animal

Bien que les connaissances concernant l'orthologue végétal SnRK1 soient bien plus
restreintes, les efforts consacrés a I’étude de ces complexes, notamment chez Arabidopsis mais
également chez des espéces d’intérét agronomique (pomme de terre, orge...), nont cessé

d’augmenter durant la derniére décennie (cf. figure 12).

Tout comme son homologue mammifére, SnRK1 est reconnue pour son implication dans
P’activation du catabolisme et I'inactivation de I’anabolisme (Figure 20). Cependant, la seule cible
directe actuellement caractérisée in vivo chez les plantes et impliquée dans I’activation d’un
processus fournissant de [Iénergie est la FK2P (phosphofructokinase/fructose-2,6-
bisphosphatase), cible conservée entre animaux et végétaux (Marsin et al, 2000). En
phosphorylant cette enzyme sur sa Ser303, SnRK1 active Pactivité phosphofructokinase de
’enzyme et la synthése de fructose-2,6-bisphosphate, molécule activatrice de la glycolyse (Kulma
et al., 2004). Trois autres cibles impliquées dans le métabolisme ont été découvertes de concert
(Sugden et al., 1999b). Les activités de ’THMGR, de la NR et de la SPS sont en effet inhibées in vitro
par phosphorylation des résidus Ser577, Ser583 et Ser158 respectivement. Toutes sont clés dans
’anabolisme puisque la premiére est a l'origine de la voie de biosynthése du mévalonate
(synthese des terpénoides notamment), la seconde est impliquée dans les premiéres étapes de
I’assimilation de ’azote et de la synthése des acides aminés et enfin la derniére est impliquée dans
la synthése de "'amidon. Cependant, les travaux de Sugden et collégues ont été effectués in vitro
et, a ce jour, seule 'interaction entre la sous-unité AtSnRK1f31 et la NR (Polge et al., 2008) et une
modulation de I'activité de cette enzyme dans des plantes surexprimant AtSnRK1a1 (Jossier et al.,
2009) atteste de I'existence d’une relation in planta. C’est également le cas de la tréhalose-6-
phosphate synthase (TPS) 5 pour laquelle un élégant travail biochimique a montré que la
phosphorylation de la Thr49 était responsable de I'inhibition de ’enzyme par I'intermédiaire d’une

protéine 14-3-3, sans pour autant que cet effet n’ait été confirmé in vivo (Harthill et al., 2006).

Différents travaux montrent également que cette kinase influe de facon étonnante sur le
métabolisme carboné dans son ensemble (Halford & Hey, 2009). Dans des organes de stockage
tels que les graines ou les tubercules, SnRK1 est indispensable a la synthese d’amidon. Par
exemple, 'expression du géne codant ’AGPase, enzyme essentielle dans la biosynthése de
I’amidon, est induite dans des tubercules de pomme de terre surexprimant SnRK1 (McKibbin et al.,
2006). De méme, des grains de pollen d’orge dans lesquels I"activité SnRK1 a été inhibée, ne sont

plus en mesure d’accumuler d’amidon (Zhang et al., 2001). Or, il apparait évident que cette kinase
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Figure 21. Activation de la sous-unité catalytique des kinases de la famille SNF1/AMPK/SnRK1 par des kinases
amont conservées chez les eucaryotes. (A) Il existe 3 kinases amont chez la levure (ELM1, TOS3, PAK1, en
bleu), 2 chez les mammiferes (CaMKK, calmodulin-dependent protein kinase kinase et LKB1, liver kinase B1, en
rose) et 2 chez Arabidopsis (SnAK1/2, SnRK1-activating kinases, en vert). Outre I'activation du domaine kinase
sur la thréonine 172 (AMPK) ou 175 (Arabidopsis) de la boucle d’activation « T-loop », la sous-unité catalytique
posseéde un domaine régulateur avec une séquence AIS d’auto-inhibition et un domaine C-terminal de liaison
aux sous-unités régulatrices B et y (Linker et a-Cter). (B) Structure 3D de I’hétérotrimére de mammiféres
a1P2y1 actif (D’apres Xiao et al., 2011). Le phosphate sur la Thr172 de la T-loop active la kinase.
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n’est pas induite dans ce contexte par une condition de stress ou de déficience énergétique. Il est

donc important de ne pas présenter le r6le de cette kinase de facon trop réductrice.

Toutefois, il est indéniable, au vu de I’étude globale de transcriptomique menée par E. Baena-
Gonzalez et F. Rolland (Baena-Gonzalez et al., 2007), que les kinases SnRK1a1 et a2 ont conservé
leur réle de senseur de stress. En effet, comme cité précédemment, plus de 1000 génes voient
leur activité modulée en réponse a différents stress par I'intermédiaire de la phosphorylation de
facteurs de transcription (GBF5 et bZIP). Les génes cibles de SnRK1a1 dans cette étude corrélent
positivement avec le profil d’expression génique en réponse a une déficience énergétique et

négativement avec celui de plantules ayant poussé sur saccharose ou glucose.

Il apparait donc que, de fagon analogue au systéme animal, le contexte dans lequel les
complexes SnRK1 sont étudiés (conditions de stress ou non, organes, tissus...) est fondamental
lorsqu’il s’agit d’interpréter ou de projeter des résultats dans un ensemble physiologique

cohérent.

Conservation étendue aux kinases amont activatrices

Il a trés tét été démontré que les sous-unités catalytiques de la famille SNF1/AMPK/SnRK1
nécessitaient d’étre activées par phosphorylation sur leur boucle « T-loop » (Hawley et al., 1996;
Sugden et al., 1999a; Stein et al., 2000; Momcilovic et al., 2006) (Figure 21). L’ATP, premier
substrat des kinases, se fixe sur le petit lobe de la kinase et rend possible le transfert de

phosphate sur une cible.

Chez la levure, trois protéines kinases activatrices (ELM1, TOS3 et SAK1) ont été caractérisées.
En effet, chacune est capable de phosphoryler la kinase SNF1 et le triple mutant de levure
elm1/tos3/pak1 est, comme le mutant snf1, incapable de pousser sur source alternative de carbone
(Sutherland et al., 2003; Hong et al., 2003; Nath et al., 2003) (Figure 21). La complémentation de ce
triple mutant de levure s’est avérée étre un outil essentiel dans la caractérisation des kinases

activatrices chez les mammiféres et chez les plantes.

Ainsi, il a été montré que deux kinases de mammiféres sont capables d’activer SNF1 dans le
triple mutant elmi/tos3/pak1 (Hong et al., 2005). Toutes deux sont capables de phosphoryler la
Thr172 de ’AMPK. La premiére identifiée, LKB1 (Woods et al., 2003), qui était déja bien connue
comme protéine suppresseur de tumeurs, fait désormais I’objet de trés nombreux travaux (cf.
figure 12) (Vaahtomeri & Makeld, 2011). Cette protéine s’associe a deux autres protéines pour

former un trimere LKB1/STRADa/MO25 actif (Boudeau et al., 2004; Zeqiraj et al., 2009). La seconde
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Figure 22. Jeu de phosphorylations croisées entre les protéines AtSnAKi1/2 et
AtSnRK1a1/2 (D’apreés Crozet et al., 2010). Les numéros ont été attribués selon
la cinétique des différents événements de phosphorylation: (1)
autophosphorylation activatrice d’AtSnAK; (2) phosphorylation activatrice de

SnRK1a par AtSnAK; (3) phosphorylation inhibitrice d’AtSnAK par SnRKi1.
AtSnAK, A. thaliana SnRK1 activating kinase; SnRK1a, SNF1-related protein kinase subunit a
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kinase amont, la CaMKK (Hurley et al., 2005; Hawley et al., 2005) est sensible au calcium et permet
une autre voie d’activation de ’AMPK en réponse a laugmentation de la concentration

intracellulaire en calcium (Birnbaum, 2005).

Chez les plantes, deux protéines ont été identifiées et sont également en mesure de
complémenter le mutant de levure (Hey et al., 2007). Ces protéines, initialement nommées GRIK1
et GRIK2 (« Geminivirus Rep-Interacting Kinase 1 et 2 ») (Shen & Hanley-Bowdoin, 2006) sont
désormais appelées respectivement « SnRK1-Activating Kinase » (SnAK) 2 et 1. Ces protéines
activent SnRK1 en phosphorylant la Thr175 des sous-unités a1 et a2 (Hey et al., 2007; Shen et al.,
2009; Crozet et al., 2010). Une présentation plus détaillée de ces kinases amont sera faite dans le

chapitre 1l des résultats.

A I’exposé de I’ensemble de ces éléments, il apparait évident qu’une grande conservation de
la voie LKB1/AMPK existe chez les eucaryotes. Pour illustration, LKB1 et CaMKK sont capables de
phosphoryler SnRK1 in vitro (Harthill et al., 2006; Jossier et al., 2009). L’idée d’un complexe
ancestral remontant a 1,5 milliard d’années, période estimée pour la divergence entre levures,
animaux et plantes (Wang et al., 1999a), est évoquée dans la littérature (Polge & Thomas, 2007).
Cependant, il va sans dire que certaines spécificités déja évoquées ou a venir dans ce manuscrit
ont d{ ensuite apparaitre au cours de I’évolution. L'une d’elles pourrait étre la relation entre la
kinase et ses substrats. Par exemple, un trés fin jeu de phosphorylations croisées a été mis en
évidence dans notre laboratoire entre SnRK1 et ses kinases amonts, mécanisme qui n’a jusqu’a
présent pas été décrit dans les autres regnes (Figure 22). Dans ces travaux, Crozet et al. (2010)
mettent en évidence par diverses approches biochimiques une activation séquentielle de SnRK1.
Une premiére auto-phosphorylation de la kinase amont AtSnAK (AtSnAK1™S3 AtSnAK2'™">%)
permet sa propre activation. S’en suivent deux événements de phosphorylation dans un échange
qualifié de «baiser mortel » par les auteurs, 'un via AtSnAK activant la sous-unité catalytique
at/a2 (AtSnRK1a1/a2™7%) et I’autre via AtSnRK1a rétro-inhibant la kinase amont (AtSnAK1*™®,

AtSNAK2°*"), (Figure 22).

1.8. Objectifs de la thése

Dans un tel contexte métabolique, il est apparu comme essentiel de développer des systemes
d’étude et des techniques permettant de simplifier les problématiques. Ainsi, avant mon arrivée
au laboratoire, différentes stratégies avaient été mises en place. La premiére, au travers de la
mise au point d’un protocole de purification de complexes SnRK1 d’A. thaliana, s’est inscrite dans

une problématique de régulation des triméres SnRK1 et fait I'objet du premier chapitre des
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résultats de cette theése: 1) Les complexes AtSnRK1 sont régulés par leur environnement

métabolique.

Ensuite, toujours dans le contexte de la régulation de ces protéines, une impulsion particuliére
a été donnée a I’étude des kinases activatrices AtSnAK1 et AtSnAK2, comme le démontrent les
travaux récents menés dans le laboratoire (Crozet et al., 2010). Cette stratégie passe par le
développement d’une approche biochimique importante incluant notamment la production de
protéines recombinantes. Afin de compléter cette approche, I'utilisation de plantes transgéniques
mutées dans les genes AtSnAK1 et AtSnAK2 nous est apparue importante. Ces travaux constituent
le second chapitre : Il) Les kinases amont SnAK1 et 2, acteurs clés de la voie de signalisation

SnAK/SnRKi.

Enfin, comme l’introduction le précise, bien que I'implication des complexes SnRK1 dans la
régulation du métabolisme ne fasse aucun doute, peu de cibles directes ont été caractérisées. Des
travaux publiés ces derniéres années chez I’animal ont impliqué ’AMPK dans le contr6le du cycle
cellulaire. Nous avons en paralléle souhaité creuser cette nouveauté importante en vérifiant si un
tel lien existait chez les plantes et en étudiant son impact sur le développement. Ces questions
font 'objet de la troisiéme partie de ces travaux: Ill) Un nouveau lien entre homéostasie

énergétique et prolifération cellulaire chez les plantes.
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Figure 23. Le niveau de phosphorylation de ’AMPKa, contrairement a celui d’AtSnRK1a1, est corrélé a son
activation par le stress. (A) Western blot anti-AMPK-P(T""72) et anti-AMPKa et ratio des deux signaux a partir
d’extraits protéiques de cellules placées en conditions de stress (hypoxie) ou en conditions normales (Ctrl). (Soltys
et al., 2006). (B) Activité luciférase normalisée du géne DIN6, rapporteur de I'activité de SnRK1a1, dans des
protoplastes co-transformés par les constructions DIN6-LUC et 355-GUS. Apres transformation, les protoplastes
ont été placés en conditions normales ou de stress (hypoxie). La citation des auteurs est rapportée au-dessus de la
figure. (Baena-Gonzalez/Rolland et al., 2007).
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Figure 24. Les sous-unités de type B, véritables « scaffold » des complexes AMPK. La sous-unité a est représentée
en bleu, la f en rouge et la y en jaune. (A) Structure de I’hétérotrimére de mammiferes a1B2y1 actif (PDB 2Y94). (B)
Représentation schématique des trois sous-unités du complexe. La sous-unité a possede un domaine kinase et un
domaine régulateur (cf. figure 22) sur lequel se situe un domaine de liaison a la sous-unité B. Cette derniere
possede, sur son domaine C-terminal, un site de liaison pour chacun des deux autres membres du trimére. La sous-
unité y posséde 4 domaines CBS (Cystathionine-B-Synthase).
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2. REGULATION DES COMPLEXES ATSNRK1 PAR LEUR ENVIRONNEMENT METABOLIQUE

2.1. Introduction

Comme souligné par Baena-Gonzélez/Rolland (2007) dans leur étude transcriptomique sur
Arabidopsis, 'augmentation d’activité d’AtSnRK1 observée en réponse a un stress (cf. figure 13B) a
lieu sans modulation significative du niveau de phosphorylation de la Thr175 de la sous-unité
catalytique o, contrairement a son homologue chez les mammiféres (Figure 23). Cette
observation implique par conséquent [lintervention d’autres mécanismes d’activation.
L’hypothése qui a servi de point de départ aux travaux présentés dans ce chapitre, projet initié au
cours de la thése de Pierre Crozet, consiste en une régulation par I’environnement métabolique

des complexes SnRKi.

Les sous-unités régulatrices des complexes AMPK et SnRK1

Les deux sous-unités non-catalytiques et y sont des éléments essentiels a la fonctionnalité
des complexes SNF1/AMPK/SnRK1. Les paragraphes ci-dessous synthétisent les nombreuses
données accumulées, notamment depuis la résolution récente de plusieurs structures par
différentes équipes, allant de la structure monomérique dans un premier temps, jusqu’a celle de

’hétérotrimere actif (Xiao et al., 2011).

Les sous-unités de type 6

L’état des connaissances actuelles atteste que les sous-unités de type B jouent un réle majeur
au sein des complexes. Historiquement, la premiére fonction qui leur a été attribuée est celle de
protéine « scaffold » vis-a-vis de "assemblage des hétérotrimeres (Figure 24). Des données plus
récentes chez la levure (Jin et al., 2007) et chez les mammiféres (Xiao et al., 2011) montrent que
cette sous-unité est véritablement imbriquée dans le complexe (Figure 24A) et confirment cette
fonction. De plus, cette sous-unité est pourvue sur sa partie C-terminale de domaines

d’interaction avec chacune des deux autres sous-unités a et y (Figure 24B).

D’autre part, un certain nombre de travaux font état de I'impact de ces sous-unités sur la
localisation intracellulaire et tissulaire des complexes. Chez la levure, Vincent et collegues (2001)
ont montré, au moyen de fusions avec la protéine GFP, que la localisation des trois sous-unités de
type B de levure (SIP1, SIP2 et Gal83) était dépendante des sucres (Vincent et al., 2001). En effet,

en présence de glucose, toutes trois sont localisées dans le cytoplasme. A I'inverse, en absence de
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Figure 25. Participation des sous-unités de type B aux localisations tissulaire et cellulaire des complexes
SNF1/AMPK/SnRK1. (A) Localisation intracellulaire des complexes SNF1 en réponse au sucre. En présence de sucres
non fermentables (NF), Gal83 véhicule le complexe dans le noyau tandis que SIP1 le dirige dans la vacuole.
(Données: Vincent et al., 2001) (B) Localisation tissulaire des différentes sous-unités des complexes AMPK. Ces
résultats sont basés sur des données de qRT-PCR, northern blot et immunoblotting ($1); gqRT-PCR, northern blot (a,
a2) et gRT-PCR (B1, y1, y2, y3) (Données: Steinberg & Kemp, 2009). Les images représentent de haut en bas: le
cerveau, les muscles squelettiques, le cceur, les poumons, les reins, le foie et "'estomac. (C) Localisation tissulaire
des sous-unités du complexe SnRK1 d’Arabidopsis. (D’aprés Polge et al., 2008). (D) Schéma des interactions
observées entre les sous-unités du complexe AtSnRK1. L’épaisseur des liens reflete I'intensité des interactions
estimées par expériences de double hybride (D’apreés Polge & Thomas, 2007).
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ce sucre et lorsque la source de carbone disponible dans le milieu est non fermentable, les
auteurs observent une relocalisation de Gal83 au niveau du noyau et de SIP2 dans la vacuole alors
que SIP1 reste dans le cytosol (Figure 25A). Chez les mammiféres, les complexes AMPK sont
retrouvés dans le noyau ou dans le cytosol ou encore ancrés a la membrane par le biais d’une
myristoylation de la sous-unité B (Warden et al., 2001; Steinberg & Kemp, 2009). Une telle
modification post-traductionnelle des sous-unités f a également été mise en évidence sur les
sous-unités AtSnRK1pB1 et B2 (Pierre et al., 2007). Les complexes AtSnRK1 ont, quant a eux, été
observés dans le cytosol, le noyau, les chloroplastes et au niveau des membranes (Gissot et al.,

2006; Jossier, 2007; Pierre et al., 2007; Fragoso et al., 2009).

A une échelle plus globale, des travaux sur I’'animal et Arabidopsis ont permis d’obtenir un
apercu de la répartition des différentes sous-unités du complexe dans Iorganisme (Figure 25).
Ainsi, des expériences de PCR quantitative et de northern blot montrent que le complexe
AMPKa1B1y1 est ubiquitaire. La protéine AMPKa2, bien que présente également dans tous les
tissus, est détectée majoritairement dans les muscles squelettiques et, a une échelle moindre,
dans les cellules hépatiques et du myocarde. Le géne codant la sous-unité AMPK[P2 est fortement
exprimé dans les cellules musculaires, tandis que I’expression des genes codant les sous-unités
AMPKYy2 et y3 est détectée dans le cerveau, les muscles squelettiques et le coeur (Steinberg &
Kemp, 2009) (Figure 25B). Chez la plante modele, notre laboratoire a contribué fortement a la
vision actuelle de la localisation des différentes sous-unités des complexes AtSnRK1. Au travers de
I’étude poussée de plantes transgéniques exprimant les promoteurs des sous-unités {3 fusionnés
au gene rapporteur GUS, Polge et al. (2008) ont montré une distribution tissulaire variable des
sous-unités B1, B2 et B3 au cours du développement (Figure 25C). Quelques singularités sont a
mentionner. Dans les graines, seule la sous-unité atypique 3 est exprimée. Alors que I'on trouve a
la fois B1 et B2 dans les cotylédons de la jeune plantule, B2 est exprimée seule dans les tissus
conducteurs et 33 seule dans les méristemes (racinaire et apical). De méme, ces trois sous-unités
régulatrices semblent avoir des distributions différentes lors du développement des organes

floraux.

Ainsi, les données actuelles semblent indiquer des spécificités tissulaires dans la répartition
des hétérotriméres. Par exemple, chez 'animal, le complexe AMPKa2B2y1 est I’hétérotrimére
majoritaire des muscles squelettiques (Oakhill et al., 2010). Chez Arabidopsis, si I’on se base sur la
localisation tissulaire de I’expression ainsi que sur les interactions mises en évidence entre les
sous-unités (Figure 25D) (Bouly et al., 1999; Polge et al., 2008), au moins dix complexes de

compositions différentes en sous-unités pourraient coexister dans certains organes et a certains
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Figure 26. Structure des sous-unités de type y et fixation des adénylates sur les domaines CBS. (A) Structure de la
sous-unité AMPKy1 de rat (D’apreés Xiao et al., 2007; PDB 2V8Q). (B) Représentation schématique des quatre domaines
CBS (Cystathionine-B-Synthase) de TAMPKy1 de ’lhomme (D’apres Oakhill et al., 2011). Le CBS2 de AMPKy1 ne fixe aucun
adénylate et le CBS4 fixe de facon permanente une molécule d’AMP; les CBS 1 et 3 échangent ATP, ADP et AMP. La
présence de I’arginine 171 sur le CBS2 empécherait la fixation des adénylates en interférant avec I’aspartate 157.
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stades de développement alors que seuls certains hétérotrimeres (voire un seul) seraient
présents dans d’autres organes. D’avantage d’études sont a présent nécessaires, en particulier
chez Arabidopsis, afin d’obtenir une vision plus fine de la composition en hétérotrimeres intégrant

la distribution tissulaire au cours du développement.

Enfin, ’hypothése selon laquelle les sous-unités de type B pourraient conférer directement
une spécificité de substrat, est étayée par quelques travaux (Vincent & Carlson, 1999; Polge et al.,
2008). Par exemple, la sous-unité B2 d’A. thaliana n’est pas capable d’interagir avec la nitrate

réductase (NR) tandis que 1 interagit fortement avec cette cible de SnRK1 (Polge et al., 2008).

Prises dans leur ensemble, les spécificités de localisation tissulaire, cellulaire et sub-cellulaire
ainsi que la spécificité d’interaction des sous-unités de type B avec les cibles appuient un réle

essentiel de ces protéines dans la spécificité de substrat des complexes.

Les sous-unités de type y

Les sous-unités de type y ont un réle prépondérant dans la régulation de I’activité kinase des
complexes. Elles ont en effet été qualifiées de sous-unités «activatrices » depuis qu’il a été
montré que le mutant snf4, tout comme le mutant snf1, est incapable de pousser sur une source
non-fermentable de carbone (Neigeborn & Carlson, 1984) et que SNF1 ne peut atteindre son
activité maximale in vitro qu’en présence de SNF4 (Celenza & Carlson, 1989). De méme, il avait été
montré, dés 1989, que ’AMP activait de facon allostérique la sous-unité kinase a du complexe
(Carling et al., 1989). Cette activation passe par la sous-unité de type y et la fixation de TAMP
protége également la sous-unité a de la déphosphorylation de la Thr172 (Sanders et al., 2007). En
2007, la sous-unité AMPKy1 de ’lhomme a été cristallisée en présence d’AMP et d’ATP, révélant
des premiéres données tres précises sur le mécanisme d’activation de PAMPK (Figure 26A) (Xiao
et al., 2007). Ces travaux suggéraient que les quatre domaines CBS, répartis en deux domaines
appelés « Bateman » (Bateman, 1997), ne fixaient pas les nucléotides de facon similaire. Il faut
cependant attendre 2011 et de nouvelles données structurales extrémement précises pour
comprendre la finesse du mécanisme d’activation de ’AMPK, mécanisme décrit dans cette
introduction (paragraphe « ’AMPK, une enzyme régulée par la charge énergétique ») (Xiao et al.,
2011; Oakhill et al., 2011; Hardie et al, 2011, 2012). La figure 26B rassemble I'ensemble des
connaissances actuelles sur ces domaines. Les CBS 1 et 3 sont capables de fixer ’AMP, ’ADP et
I’ATP tandis que le CBS4 ne fixe que ’AMP. Enfin, le CBS2 ne fixe pas de nucléotide ; ’explication
avancée est la présence d’une arginine en position 171, en face de I’aspartate 157 essentiel pour la

fixation du nucléotide.
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Figure 27. Concept et définition de la charge énergétique. (A) Réactions enzymatiques convertissant I’ATP, "ADP et
’AMP (D’aprés Hardie & Hawley, 2001). (B) Réponses types d’enzymes sensibles a la charge énergétique. La courbe
rouge correspond a des enzymes impliquées dans la production d’énergie, la courbe bleue a des enzymes impliquées
dans la biosynthese de molécules de stockage. (D’aprés Atkinson, 1968).
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En 2004, Adams et colleégues apportent des éléments permettant de discuter I'insensibilité a
’AMP des complexes de levure grace a un modele de la sous-unité AMPKy1 (Adams et al., 2004). A
ce jour, les complexes de plantes ne semblent pas étre activés par PAMP non plus. Il est
uniquement fait état d’un effet protecteur de ’AMP contre la déphosphorylation de la sous-unité

SnRK1a1 (Sugden et al., 1999a).

Les nucléotides, messagers directs de ’lhoméostasie énergétique — le concept de charge
énergétique

Il apparait donc clair que les adénylates jouent un réle important dans la régulation de cette
famille de kinases. L’implication de nucléotides dans le contrdle de I’activité d’enzymes a été pour
la premiére fois avancée en tant que concept en 1964 par Atkinson lors d’une étude sur la
phosphofructokinase (PFK) (Ramaiah et al., 1964). Le concept de « charge énergétique » consiste
en la considération des mécanismes producteurs et consommateurs d’énergie avec, au centre,
Iinter-conversion de I’ATP, ’ADP et I’AMP par le biais des ATPases, des ligases, des ATP
synthétases et de ’adénylate kinase (Figure 27A) (Hardie & Hawley, 2001). La prise en compte de
’ensemble de ces réactions conduit a la définition de la charge énergétique (Atkinson, 1968).
Selon ce concept, des enzymes telles que la PFK, la pyruvate déshydrogénase, la citrate synthase
et I'isocitrate déshydrogénase sont inhibées par une charge énergétique élevée (proche de 1), i. e.
lorsque le niveau d’ATP est élevé (Figure 27B, courbe rouge); a Iinverse, la pyrophosphorylase,
I’aspartokinase, la citrate lyase et la phosphoribosyl pyrophosphate synthétase sont activées dans

de telles conditions et inhibées lorsque le niveau d’ATP est faible (Figure 27B, courbe bleue).

L’AMPK, une enzyme régulée par la charge énergétique

Depuis deux décennies, ’AMPK est considérée comme une enzyme essentielle dans la
réponse aux changements de niveaux en AMP et ATP. Néanmoins, ce n’est que trés récemment
que son statut a évolué d’une enzyme «sensible au ratio ATP:AMP » vers celui d’une enzyme
« sensible a la charge énergétique intracellulaire » (Jin et al., 2007; Xiao et al., 2011; Mayer et al.,
2011; Hardie et al., 2012) avec la mise en évidence de la fixation de ’ADP, au méme titre que ’AMP,

sur les CBS 1 et 3 des sous-unités y.

Dans une cellule non stressée, ’ATP est présent en concentration élevée, autour de 1omM
dans des cellules du muscle squelettique et cardiaque par exemple (Hardie et al., 2011). A cette
concentration, c’est "'unique molécule capable de se fixer sur les CBS1 et 3 (capables de fixer ATP,

ADP et AMP). Lorsque la concentration en ATP diminue et que celles en ADP et AMP augmentent,
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Figure 28. Mécanisme d’activation de ’AMPK en réponse aux niveaux d’adénylates. (Modéle adapté de Hardie et al.,
2012). Lorsque la cellule évolue dans des conditions non stressantes, ’AMPK est inactive (1), son résidu Thr172
déphosphorylé par I’action de phosphatases (Pase) et ’ATP, présent en forte concentration dans la cellule est fixé aux
domaines CBS (Cystathionine-B-Synthase) 1 et 3. Le CBS2 de la sous-unité AMPKy1 ne peut pas fixer d’adénylates tandis
que le CBS4 fixe de maniére permanente ’AMP. Dans une cellule stressée, ’ADP ou ’AMP, présents en plus fortes
concentrations, entrent en compétition avec I’ATP au niveau des CBS1 et 3 (2) tandis que la CaMKK et LKB1 activent par
phosphorylation la sous-unité catalytique AMPKa (3). Dans une cellule sévérement stressée, les niveaux d’adénylates
sont séverement changés et ’ATP n’est plus fixé sur le complexe, assurant une activité maximale de la kinase (4).
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alors petit a petit, TADP ou ’AMP remplacent ’ATP sur ces deux CBS et ’enzyme devient active.
Enfin, lors d’un stress prononcé (effort musculaire long, cellule stressée dans le cadre d’une
pathologie), aucune molécule d’ATP n’est fixée sur la sous-unité y et le complexe devient alors

pleinement actif (Hardie et al., 2012) (Figure 28).

Pour compléter ce mécanisme, il est essentiel de prendre en considération les deux
modifications post-traductionnelles subies par le complexe (Figure 29). L’événement primaire du
mécanisme séquentiel d’activation de ’AMPK est la phosphorylation de la T-loop par LKB1 ou la
CaMKK, cette phosphorylation activant jusqu’a 50 fois ’enzyme in vitro (Hawley et al., 1996). Ces
kinases « amont » seront présentées dans I'introduction du chapitre Il des résultats. La fixation de
’AMP et de ’ADP ont par la suite un réle majeur dans I’activité et le maintien de I’enzyme a un
niveau tres actif. En effet, ’AMP active de facon allostérique le complexe, trés probablement en
se fixant sur le CBS1 (Davies et al., 1995; Xiao et al., 2011). De plus, ’AMP et ’ADP sont capables
d’inhiber la déphosphorylation de la Thr172, maintenant ainsi un complexe pleinement actif
(Davies et al., 1995; Xiao et al., 2011; Oakhill et al., 2011). Enfin, un impressionnant travail
biochimique mené par Oakhill et collégues (2010) a montré que la myristoylation de la sous-unité
[ était une condition sine qua non pour 'activation maximale du complexe. Cette méme équipe a
appuyé cette observation lors de la cristallisation de complexes AMPKa1B1y1 en montrant que
cette modification post-traductionnelle était essentielle pour la stimulation par PAMP de la Thr172
et que, de facon encore plus exclusive, ’ADP perdait son effet favorable sur la phosphorylation en

absence de myristoylation de la sous-unité B (Oakhill et al., 2011).

Dans ce contexte, il est possible de proposer un modéle d’activation de ’AMPK cohérent avec
le concept de charge énergétique énoncé dans le paragraphe précédent. Lorsque la disponibilité
en énergie sous forme d’ATP est élevée, 'enzyme est inactive (déphosphorylée, ATP fixé sur la
sous-unité y). A I'inverse, lorsque les niveaux d’AMP et d’ADP augmentent, c’est-a-dire, lorsque la
charge énergétique diminue, ’AMPK devient active et est en mesure d’exercer ses effets sur le
métabolisme, et ce afin de rééquilibrer la balance ou homéostasie énergétique intracellulaire
(Figure 30A). Ce modeéle, proposé par D. G. Hardie (Hardie & Hawley, 2001; Hardie et al., 2011), a
été confirmé par I’'analyse de plusieurs cristaux de triméres afy, ainsi que par ’étude menée par
Oakhill et collegues (2011). Pour preuve, ’AMPKa1B1y1 présente un niveau de phosphorylation de

la Thr172 (et donc une activité) inversement proportionnel a la charge énergétique (Figure 30B).
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Figure 29. Mécanisme d’activation complet de ’AMPK. La premiére étape essentielle pour I’activation de la
kinase est la phosphorylation de la Thr172 de la sous-unité AMPKa, étape inhibée par I'activité de
phosphatases (Pase) en conditions énergétiques favorables (1). Cette phosphorylation entraine une activité
in vitro 50 fois supérieure a la forme non phosphorylée (2), mais pouvant étre encore améliorée de 2 a 5 fois
(selon la composition afy) allostériquement par 'AMP fixé sur le CBS (Cystathionine-B-Synthase) 1,
domaine dit de forte affinité. L’AMP ou I’ADP fixés sur le CBS3 (dit de faible affinité) protégent de la
déphosphorylation du résidu Thr172 et maintiennent le complexe actif (3). La myristoylation ( /) de la
sous-unité AMPKJ est indispensable pour une activité maximale de la kinase (4).
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Réponse de ’AMPK et SnRK1 aux signaux hormonaux et a I’environnement métabolique

En dehors des adénylates, d’autres molécules sont capables de moduler directement ou
indirectement I'activité des complexes AMPK et SnRK1. C’est en premier lieu le cas du calcium qui
active P’AMPK par I'intermédiaire de la CaMKK (Hurley et al., 2005; Hawley et al., 2005). Comme
nous I'avons précisé précédemment (cf. Introduction 1.7), ’AMPK a un réle important dans la
glycémie et la sensation de satiété (cf. figure 19). A ce titre, elle est activée par la leptine et
inhibée par diverses molécules dont la ghréline et les cannabinoides (Kola et al., 2005; Hardie et
al., 2012). Récemment, il a été montré que I’acide salicylique activait directement ’AMPK de facon
analogue a ’AMP (activation allostérique et inhibition de la déphosphorylation) (Hawley et al.,
2012) au méme titre que la metformine utilisée dans le traitement contre le diabéte de type 2 et
bien connue pour sa capacité a activer ’AMPK. Ces données pourraient expliquer les effets

bénéfiques de ces deux molécules (aspirine et metformine) sur ’lhomme.

En ce qui concerne la kinase végétale, plusieurs travaux font état de I'effet de sucres sur
I’activité de I’enzyme. Des travaux antérieurs avaient montré une inhibition directe in vitro de
’enzyme activatrice de la SPS et de la NR par le G6P (McMichael et al., 1995). Cependant, lorsque
SnRK1 a été identifiée comme kinase amont de ces deux enzymes, I’effet du G6P sur 'activité de
celle-ci a été contesté (Sugden et al., 1999b). En 2000, Toroser et collégues relancent le débat en
montrant que I'activité de SnRK1 d’épinard est inhibée de 70% en présence de 10mM de glucose-6-
phosphate (G6P). En 2009, Zhang et collégues clarifient en partie ce point en montrant qu’a 1mM
ce sucre phosphate n’inhibe pas I’activité de AtSnRK1 tandis qu’a 10mM une inhibition comparable
a celle de Toroser et collegues est relatée (Toroser et al., 2000). De facon moins significative,
d’autres sucres tels que le fructose-1,6-bisphosphate et le mannose-6-phosphate inhibent
I’activité de SnRK1. Par contre, ni TAMP, ni le glucose n’ont affecté son activité dans cette étude.
Cependant, un lien existe entre le glucose, le saccharose et la kinase puisque, comme évoqué
dans l'introduction, ces deux sucres abolissent I’activation de SnRK1 observée a 'obscurité dans
des protoplastes d’Arabidopsis (cf. figure 13), indiquant un réle inhibiteur sur la kinase. Ces
inhibitions sont par ailleurs cohérentes avec le r6le de senseur de I’état énergétique intracellulaire

imputé a ’enzyme.

La régulation par les sucres la plus documentée a ce jour est celle mise en évidence en 2009
par Zhang et collegues. Des travaux rapportent une inhibition de I’ordre de 50% par le tréhalose-6-
phosphate (T6P) a 20mM sur des extraits protéiques bruts de jeunes plantules, cette inhibition
n’étant pas observée a partir de feuilles dgées (Zhang et al., 2009). Ils mettent en évidence la

présence d’un intermédiaire nécessaire a I'inhibition de I’activité SnRK1 par le T6P, uniquement
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Figure 30. Réponse au concept de charge énergétique de PAMPK. (A) Modele d’activation de ’AMPK par la charge
énergétique (CE). Lorsque la CE est élevée (fond rouge), ’ATP est présent a un niveau élevé dans la cellule, inhibant
PAMPK. A l'inverse, lorsque la CE est faible (fond blanc), ’AMP et ’ADP sont présents en plus fortes concentrations,
activent PAMPK qui exerce ses effets sur le métabolisme (D’aprés Hardie 2001, 2007). (B) Régulation de la
phosphorylation de ’AMPK par la charge énergétique. Les niveaux de phosphorylation de la Thr172 ont été mesurés
par western-blot (WB) sur des triméres recombinants a1p1y1, en présence de la CaMKK et avec différentes
concentrations en ATP, ADP et AMP, traduisant une charge énergétique variant de 1a 0,7 (Oakhill et al., 2011).
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dans les stades précoces du développement d’Arabidopsis. Les auteurs précisent qu’il s’agit d’une
inhibition non-compétitive vis-a-vis de ’ATP (Zhang et al., 2009). L’inhibition de SnRK1 par le T6P a
également été mise en évidence dans des tubercules de pomme de terre (Debast et al., 2011).
Deux lignées ont été utilisées dans cette étude, I’'une surexprimant la tréhalose-6-phosphatase
(OE-TPP) et accumulant moins de T6P (5uM) que dans les tubercules de plantes sauvages (12-
15uM), lautre surexprimant la tréhalose-6-phosphate-synthase (OE-TPS) bactérienne et
accumulant effectivement plus de T6P (100-380uM). A ces derniéres concentrations, Iactivité de
SnRK1 est inhibée a hauteur de 30%. De plus, des marqueurs de I’activité de SnRK1 définis lors de
cette étude (la TPS8 et 11, la FBPase, la saccharose synthase (SuSy2)) suivent également le niveau
de T6P (et par conséquent I’activité modulée de la kinase). De facon intéressante, I’expression de
la sous-unité non-catalytique SnRK1y est accrue dans les tubercules OE-TPP et diminuée dans les
tubercules OE-TPS. Cette observation concorde avec le postulat émis au laboratoire et par Baena-
Gonzadlez/Rolland et collegues selon lequel, dans des plantes surexprimant AtSnRKia1, soit
suffisamment de sous-unités régulatrices seraient présentes pour « prendre en charge » I’excés de
sous-unités catalytiques, soit cette surexpression provoquerait une régulation positive sur les

autres sous-unités du complexe (Baena-Gonzdlez et al., 2007; Jossier, 2007).

De facon plus générale, la comparaison des analyses transcriptomiques faites a partir de
protoplastes d’Arabidopsis surexprimant la sous-unité catalytique AtSnRK1a1 (Baena-Gonzalez et
al., 2007) et a partir de tubercules de pomme de terre surexprimant la TPS bactérienne (Zhang et

al., 2009) montre que le T6P induit une reprogrammation transcriptomique opposée a celle

induite par SnRK1 (Figure 31).

Objectifs

La différence majeure entre lactivation de I’AMPK et de SnRK1 peut a priori étre
principalement liée a la phosphorylation de la boucle d’activation de la sous-unité catalytique
(Thr172 de I’enzyme animale et Thr175 de I’enzyme végétale) qui, dans le cas de I’enzyme
végétale, n’est pas corrélée a son activité (cf figure 23). Cette observation nous a orienté vers
I’lhypothése d’une régulation métabolique des complexes végétaux. Afin de pouvoir tester I'effet
de divers métabolites sur 'activité SnRK1, il nous a semblé nécessaire de travailler sur des
complexes isolés de plante. Dans ce but, une méthode d’enrichissement en complexes AtSnRK1 a
été mise au point au laboratoire afin de réaliser ce crible métabolique sur un complexe actif, le
plus proche possible de son état in planta. Dans un premier temps I'effet d’'une quarantaine de

métabolites sur les complexes natifs d’A. thaliana a été testé. Aprés cette approche biochimique,
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Figure 31. Comparaison des effets de la reprogrammation
transcriptomique induite par SnRK1 et de celle induite par le
tréhalose-6-phosphate. Synthése des d’analyses transcriptomiques
faites a partir de protoplastes d’Arabidopsis surexprimant la sous-
unité catalytique AtSnRK1a1 (OE- AtSnRK1a1) ou placés en présence
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partir de tubercules de pomme de terre surexprimant la tréhalose-6-
phosphate synthase (TPS) bactérienne (Zhang et al., 2009). Les
couleurs symbolisent I'activation (bleu) ou I'inactivation (rouge) des

génes impliqués dans le processus.
ND, non déterminé.
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quelques tests préliminaires en systéme de protoplastes d’Arabidopsis ont été réalisés pour

valider les métabolites candidats in vivo.
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Figure 32. Chromatographie d’immuno-affinité AtSnRK1a1. (A) Caractérisation des anticorps polyclonaux anti-
AtSnRK1a1; détection de GST-AtSnRK1ia1 avec les anticorps anti-AtSnRK1a1. M, membrane colorée au bleu de
Coomassie (apres transfert des protéines du gel SDS-PAGE); WB (western-blot); a, recombinante GST-AtSnRK1a1; b,
contaminant bactérien GroEL. (B) Activité kinase des protéines éluées de la colonne immuno-absorbante. Les
mesures ont été effectuées sur deux éluats successifs e1 et e2 (10uL) provenant d’une colonne anti-SnRK1a1 ou anti-
PEPc en présence du peptide AMARA (9ouM), de 2pCi d’ATP radiomarqué et de 20uM d’ATP. (C) Western-blot des
protéines éluées de la colonne immuno-absorbante. Des protéines recombinantes (GST-AtSnRK1a1) et des complexes
natifs purifiés (CP, 20uL) ont été soumis a une électrophorése en conditions non-dénaturantes et analysés par des
expériences de western-blot avec les anticorps polyclonaux anti-AtSnRK1a1. a, GST-AtSnRK1a1; b, complexe AtSnRK1.
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2.2. De nouveaux régulateurs métaboliques des complexes AtSnRK1

Préambule aux résultats

L’ensemble des travaux réalisés dans cette partie est le fruit d’un travail en étroite
collaboration avec Pierre Crozet qui avait amorcé l'investigation d’une telle hypothése de
régulation métabolique au cours de sa thése soutenue en septembre 2011. Cette collaboration se

poursuit dans le cadre de son stage post doctoral a I'lGC d’Oeiras (Lisbonne).

Enrichissement en complexes natifs AtSnRK1 de feuilles de rosettes d’Arabidopsis

Les premiéres mesures d’activité kinase SnRK1 ont été réalisées sur des extraits protéiques
bruts a partir de feuilles d’épinard (Sugden et al., 1999a). En 2009 Zhang et collégues ont
également rapporté des mesures d’activité SnRK1 sur extraits protéiques d’Arabidopsis. Ces
essais, basés sur la seule reconnaissance du peptide substrat AMARA (Dale et al., 1995),
n’assurent cependant pas une spécificité parfaite et n’excluent pas I'absence de molécules
régulatrices (protéines notamment). Par ailleurs Sugden et collégues (1999a), dans une optique
de caractérisation biochimique de I’enzyme, ont mis au point un protocole de purification de
SnRK1; cette technique requiert cependant Iutilisation d’une grande quantité de matériel végétal

(600g) et de nombreuses et longues étapes de chromatographie (plusieurs jours de travail).

Dans le but d’effectuer une étude de la régulation des complexes SnRKf, il nous a semblé
nécessaire de mettre au point une méthode rapide d’enrichissement en complexes natifs
AtSnRK1. Cette méthode, décrite dans son intégralité dans la partie Méthodes 2.2, consiste en
immuno-purification des complexes AtSnRK1 a I’aide d’anticorps polyclonaux (Bouly et al., 1999)
a partir de feuilles de rosettes d’Arabidopsis. Ces anticorps ont été préalablement purifiés a partir
d’antisérum AtSnRK1 disponible et caractérisé au laboratoire (Jossier et al., 2009), grace a des
protéines recombinantes GST-AtSnRK1a1 (Crozet et al., 2010) fixées sur des billes de sépharose. La
figure 32A atteste de la spécificité de ces anticorps lorsqu’utilisés pour reconnaitre la protéine
recombinante GST-AtSnRK1 et permet de valider leur utilisation dans ce cadre. Par ailleurs, ces
anticorps polyclonaux ont également été fréquemment utilisés au laboratoire pour immuno-
précipiter des complexes AtSnRK1 capables de phosphoryler le peptide AMARA lors d’essais
kinases in vitro (Jossier et al., 2009). Les IgG anti-AtSnRK1a1 ont été fixés de facon covalente a des
billes de sépharose. Dans un premier temps, cette colonne d’immuno-absorpsion a été testée
pour sa capacité a retenir une activité kinase AMARA-spécifique ; en paralléle une colonne anti-

PEPc a été préparée de facon similaire (Vidal et al., 1980) (Figure 32B) (NB : la mise au point de la
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Figure 33. Activité kinase SnRK1 des protéines éluées aprés chromatographie d’immuno-
affinité et activation par la protéine amont AtSnAK. La kinase amont recombinante GST-
AtSnAK?2 a été utilisée pour activer le complexe SnRK1 dans un milieu réactionnel contenant
le peptide AMARA (9ouM), 2uCi d’ATP radiomarqué et 20pM d’ATP. Le complexe purifié
(CP, 10pL) a été incubé en présence ou non de 1ug de production de protéine recombinante
GST-AtSnAK2.
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Figure 34. Détermination du Km apparent pour ’ATP des complexes AtSnRK1 immuno-
purifiés. Essai kinase réalisé en présence du peptide AMARA (9opM), de 2uCi d’ATP
radiomarqué et de 20pM d’ATP. (A) Représentation de Lineweaver et Burk; la vitesse est
exprimée en pmoles de PO4 incorporé sur le peptide AMARA par minute et le substrat est
I’ATP. (B) Représentation michaelienne. (C) Km apparent obtenu sur 5 répétitions.
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colonne et les tests de validation avaient été effectués au cours de la thése de P. Crozet).
L’élution des complexes retenus sur la colonne s’appuie sur I'interaction hydrophobe que peut
constituer une partie de la liaison anticorps/antigéne. En effet, dans notre cas, I’élution en deux
étapes par de I’eau ultrapure a bien permis d’obtenir une fraction protéique présentant une
activité kinase AMARA-spécifique en milieu reconstitué alors que la colonne anti-PEPc se révele
incapable de retenir des protéines présentant une telle activité (Figure 32B). Il est cependant
essentiel de noter que I'activité obtenue par cette technique de purification ne représente trés
certainement qu’une tres faible proportion de lactivité totale présente dans I’échantillon
protéique initial puisqu’une telle élution ne permet que le décrochage trés partiel des complexes
fixés sur la colonne. De ce fait, la régénération de la résine s’effectue par un choc acide fort au
citrate pH2,8. Les premiéres expériences effectuées au laboratoire nécessitaient de partir de 30g
de matiere fraiche. Un réajustement du protocole nous a récemment permis d’obtenir des éluats
enrichis en complexes natifs a partir de seulement 5 a 10g de matériel végétal. Ces modifications
de protocole concernent majoritairement des raccourcissements de la durée de certaines étapes
(centrifugation, lavages...). De facon manifeste, le facteur temps (environ 3h avec notre dernier
protocole) est un élément clé dans ce protocole de purification ainsi que nous I’avons souligné en
début de paragraphe. Dans un second temps, nous avons validé I’efficacité de la colonne par
P’utilisation de la protéine recombinante ayant servi a purifier les anticorps (GST-AtSnRK1a1)

(Figure 32B).

Nous avons par la suite analysé I’éluat obtenu a partir d’un extrait protéique végétal. Cet éluat
a été soumis a une électrophorése en conditions natives suivi d’'une immuno-détection grace aux
anticorps anti-AtSnRK1a1 (Figure 32C). De facon trés intéressante, nous avons observé apres
autoradiographie une bande supérieure a 250kDa qui, aprés analyse en spectrométrie de masse,
s’est avérée contenir au moins la sous-unité AtSnRK1a1 et la sous-unité régulatrice AtSnRK1y
(Annexe 1). Les masses théoriques calculées pour des complexes hétérotrimériques o/Bly
avoisinant les 130/150kDa, ce résultat suggere la présence de multiméres protéiques in vivo.
Néanmoins, la sous-unité de type B n’a pas été détectée en tandem MS/MS mais plusieurs
hypothéses incluant sa présence au sein de ces multiméres peuvent étre avancées pour expliquer
ce résultat. En premier lieu, cette sous-unité étant sujette a plusieurs modifications post-
traductionnelles telles que la phosphorylation (Iseli et al., 2008) ou la myristoylation (Pierre et al.,
2007), elle pourrait de ce fait étre moins encline a la protéolyse et donc moins détectable en
spectrométrie de masse (Benoit Valot, communication personnelle). En second lieu, cette sous-

unité régulatrice est connue chez les mammiféres et la levure pour son réle de « scaffolding » du
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Tableau 2. Effet de différents métabolites sur 'activité de complexes AtSnRK1 immuno-purifiés.

Materiel Type de Détails
. . y . Métabolite Effet [Métabolite] . Ecart-
biologique Métabolite (mM) Effet (%) type (%)
Glucose Aucun 5 / /
Glucose-1P Aucun 5 / /
Glucose-6P Inhibition 5 28 32
UDP-Glucose Aucun 50 / /
Fructose Aucun 5 / /
Fructose-1P Aucun 50 / /
Frucose-6P Aucun 5 / /
Sucres Fructose1,6bP Aucun 5 17 18
Galactose Aucun 5 / /
Saccharose Aucun 5 / |4
Saccharose-6P Aucun 50 / /
Glyceraldéhyde-3P Inhibition 5 15 2
Tréhalose Aucun 5 / /
Tréhalose-6-P Aucun 0,2 / /
AMP Inhibition 0,1 41 8,5
AMP Inhibition 1 66 3,7
ADP Inhibition 0,1 59 13,2
NAD Aucun / / /
‘s NADH Aucun / / /
Complexes Nucléotides NADP Aucun / / /
AtSnRK1 NADPH Aucun / / /
immuno-purifiés AMPc Aucun / / /
Adénosine Aucun / / /
GMP Aucun / / /
2-oxoglutarate Aucun 5 / /
Citrate Inhibition 2 23 5
Citrate Inhibition 5 58 4,5
Acides Isocitrate Aucun 5 / /
organiques Malate Inhibition 5 15 2,6
Pyruvate Aucun 5 / /
PEP Aucun 5 / /
Succinate Aucun 5 / /
Acétyl-CoA Aucun 1 / /
Glutamate Inhibition 5 28 3,8
Glutamine Inhibition 5 41 7,8
Composés Aspartate Inhibition 5 31 6,8
azotés Asparagine Inhibition 5 23 4,4
Nitrate (NO;) Inhibition 5 45 15,2
Nitrite (NO,) Aucun 1 / /
Ammonium (NH,*)  Aucun 1 / /
Sel Nacl Aucun 0,5 / /
, . AMP Aucun 1 / /
Nucléotides ADP Inhibition 0,1 25 2,8
Acides Citrate Aucun 5 / /
Sous-unité organiques Malate Aucun 5 / /
GST-SnRK1au1 Glutamate Aucun 5 / /
recombinante ; Glutamine Aucun 5 / /
Composés
azotés Asparta'te A'uc.u.n 5 / /
Asparagine Inhibition 5 15 12,6
Nitrate (NO3) Aucun 5 / /

L’activité des complexes immuno-purifiés incubés avec chacun des métabolites a été mesurée en présence du
peptide AMARA (9ouM), d’ATP (20uM) et de 2pCi d’ATP radiomarqué. Les pourcentages d’inhibition par rapport
au témoin (complexes incubés en I"absence de métabolites) sont indiqués et sont la moyenne de 3 répétitions
indépendantes. Les inhibitions supérieures a 20% sont notées en gras.
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complexe, devenant indispensable a son activation (Townley & Shapiro, 2007; Oakhill et al., 2010).
Il est donc peu probable que cette sous-unité soit totalement absente. Cependant, ce r6le de mise

en place du complexe, bien qu’indispensable, pourrait étre un événement dynamique.

Une fois notre technique de purification validée, il nous a semblé important d’essayer
d’estimer I’état de phosphorylation des complexes en sortie de colonne. Il est évident que Ila
résine immuno-absorbante ainsi générée n’est pas en mesure de discriminer les complexes
phosphorylés sur leur T-loop (actifs) des complexes non phosphorylés (inactifs). Comme montré
précédemment au laboratoire (Crozet et al., 2010), la protéine recombinante GST-AtSnRKia1
produite dans la bactérie nécessite d’étre pré-activée par sa kinase amont AtSnAK1/2. Il est tres
intéressant de remarquer que 23% (+ 5%) d’activité AMARA-spécifique additionnelle est obtenue
lorsque le complexe immuno-purifié est pré-incubé avec la protéine recombinante GST-AtSnAK2
(Figure 33). Ce résultat indique qu’une grande majorité du pool de complexes AtSnRK1 obtenus
est phosphorylé et actif. Ceci peut paraitre surprenant car a priori, les feuilles de rosettes dont est

issu ’extrait protéique n’étaient soumises a aucun stress.

L’ensemble de ces premiéres données nous permettent d’affirmer que ce protocole
d’immuno-purification est un outil précieux permettant ’obtention rapide en une étape d’éluats

fortement enrichis en complexes SnRK1 principalement actifs.

Propriétés biochimiques de ’enzyme

L’étude de la régulation des complexes AtSnRK1 nécessite au préalable une meilleure
caractérisation de ceux-ci et notamment la détermination des propriétés biochimiques de
I’enzyme. Ainsi, le pH optimum de ’enzyme se situe autour de 7,3, valeur cohérente avec le pH
des cellules du mésophylle (Taiz & Zeiger, 1991) (Donnée obtenue par P. Crozet). Le Km apparent
des complexes élués de la colonne a été évalué a 185uM (= 67uM) (Figure 34). La variation
relativement importante de 67uM observée au cours de nos expériences peut s’expliquer par la
multiplicité de complexes potentiellement présents dans les feuilles (et par conséquent présents
dans I’éluat) et pour lesquels il est raisonnable de penser que les propriétés biochimiques
pourraient ne pas étre similaires (Polge & Thomas, 2007). Cette valeur concorde avec des
données de la littérature donnant un Km de 8opM pour PAMPK purifiée a partir de foie de rat
(Carling et al., 1989). Par ailleurs, Zhang et collégues (2009) analysent I’inhibition du T6P sur les
complexes AtSnRK1 dans des milieux réactionnels contenant 200uM d’ATP. Le Km apparent pour
le second substrat de I’enzyme, le peptide AMARA, se situe autour de 100uM (+ 30pM),
concentration une fois encore cohérente avec la littérature (55uM, Dale et al., 1995). Ceci est par
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Figure 35. Effet des principaux effecteurs influen¢ant I'activité des complexes
AtSnRKi1. Essais kinases réalisés en présence ou non d’un métabolite dans un
milieu réactionnel contenant le peptide AMARA (9ouM), 2uCi d’ATP
radiomarqué et 20uM d’ATP. (A) Inhibition de I'activité de complexes AtSnRKi1
par les métabolites entrainant les effets les plus remarquables lors du crible. Glu,
glutamate; Gln, glutamine; Asp, aspartate; Asn, asparagine; NO;, nitrate. Les
valeurs indiquées sont la moyenne de trois expériences indépendantes. (B) Effet
de ’AMP, de I’ADP, du G6P et du T6P sur différents matériels biologiques. Les
activités kinases ont été effectuées a partir d’extraits protéiques bruts (bleu),
membranaires (rouge) ou a partir de complexes immuno-purifiés (vert) en
présence de glucose-6-phosphate (G6P, 5mM), de tréhalose-6-phosphate (T6P,
1mM), I’AMP (1mM) ou d’ADP (1mM). L’activité est normalisée par rapport au
témoin (-). *p<0,01; **p<0,001.
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ailleurs en accord avec le fait que ce peptide correspond a la séquence consensus du motif

reconnu par la famille SNF1I/AMPK/SnRK1 (Dale et al., 1995).

A la recherche de métabolites modulateurs de I’activité kinase AtSnRK1

Fondée sur des résultats antérieurs indiquant que I'activation d’AtSnRK1 en réponse a un
stress, n’était pas corrélée a une modification du niveau de phosphorylation de la Thri7s,
’hypothése d’une régulation métabolique avait été avancée au laboratoire. Pour la tester, nous
avons observé I’effet de 39 métabolites sur les extraits enrichis en complexes AtSnRK1 préparés
comme décrit ci-dessus. L’ensemble des résultats est consigné dans le Tableau 2 et I'effet de
quelques métabolites d’intérét est détaillé dans la figure 35. Dans un premier temps, I’emphase a
été mise sur les sucres puisque cette kinase est impliquée dans la régulation du métabolisme
glucidique et que certains sucres (glucose, saccharose) sont capables de bloquer la réponse aux
stress SnRK1-dépendante (Baena-Gonzalez et al., 2007; Jossier et al., 2009; Zhang et al., 2009). De
fagon surprenante, aucun des 14 sucres et sucres-phosphate testés n’a modulé significativement
Pactivité kinase des complexes. Il est a noter une inhibition tres faible, de I'ordre de 20% (non
significative cependant), du G6P (5smM), cohérente avec I"ambiguité existant dans la littérature
sur 'effet de ce métabolite sur SnRK1 (Sugden et al., 1999a; Toroser et al., 2000; Zhang et al.,
2009). Le T6P, connu comme régulateur indirect de 'activité de la kinase (Zhang et al., 2009), ne
présente aucun effet direct sur la kinase dans notre étude. Cependant, dans leurs travaux, Zhang
et collégues soulignent que I’effet du T6P est observé sur de jeunes plantules d’Arabidopsis mais
que celui-ci est absent dans des feuilles matures. Nos résultats sont en parfait accord avec ces
observations puisqu’aucun effet n’a pu étre observé, ni directement sur nos extraits enrichis en
complexes SnRK1 (Tableau 2), ni sur extrait protéique brut de feuilles agées de 4 a 6 semaines

(données non présentées).

A l'inverse, le citrate s’est avéré étre un inhibiteur fort de I'activité de AtSnRK1 (58% a smM,
figure 35A). D’autres métabolites, issus du métabolisme azoté, inhibent I’activité kinase SnRKi1
dans nos conditions et a des concentrations physiologiques (5mM). Ainsi, le nitrate inhibe
’enzyme a hauteur de 45%, le glutamate et la glutamine a hauteur de 28% et 41%. En outre,
I’aspartate réduit I’activité SnRK1 de 31% et ’asparagine de 23% (Tableau 2, figure 35A). Enfin, des
résultats trés intéressants ont été obtenus avec les nucléotides. Alors que certains d’entre eux
(dérivés du nicotinamide, AMPc, GMP et "ladénosine) ne semblent avoir aucun effet sur la kinase,
’AMP et ’ADP se sont avérés étre des inhibiteurs forts de SnRK1 avec des diminutions respectives

d’activité de 41% et 59% a 0,1mM. Ce fort effet inhibiteur de ’AMP était inattendu puisque, d’une
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part, Sugden et collegues (1999a) n’avaient pas noté un tel effet sur ’enzyme d’épinard et que,
d’autre part, TAMPK de mammiféres est connue pour étre au contraire fortement activée par ce

nucléotide (Carling et al., 1989).

L’AMP et I’ADP sont des inhibiteurs allostériques de AtSnRK1

Ces derniers résultats concernant les nucléotides ont été surprenants tant il est ancré que
PAMPK est une kinase activée par PTAMP (ce dogme lui ayant donné son nom : « AMP-activated
protein kinase ») (Davies et al., 1989) et ce nucléotide étant par ailleurs inefficace sur ’enzyme de
levure SNF1 (Wilson et al., 1996). Trés récemment, il a également été établi que ’ADP est un
effecteur positif de I’activité de ’TAMPK (Xiao et al., 2011) et de SNF1 (Mayer et al., 2011) qui agit en
protégeant les kinases de mammiféres et de levure de I’action de leur phosphatase. Il nous a donc
semblé indispensable de confirmer les inhibitions observées pour ces deux nucléotides. Nous
avons ainsi testé I’effet de ’AMP et de ’ADP sur un extrait de protéines solubles rapidement
précipitées au sulfate d’ammonium (Figure 35B, en bleu), ainsi que sur des complexes immuno-
précipités selon la méthode décrite par Jossier et al. (2009) (Figure 35B, en vert) et sur des
extraits de protéines membranaires (Figure 35B, en rouge). En effet, il avait été décrit
précédemment que les sous-unités 1 et B2 étaient myristoylées, indiquant qu’une partie des
complexes SnRK1 pourraient étre associés aux membranes (Pierre et al., 2007). Dans tous les cas,

Pactivité est fortement inhibée (entre 65 et 80%) par 1mM de ces effecteurs (Figure 35).

Nous avons ensuite souhaité renforcer ces premiers résultats par une étude plus poussée de
I’effet de ces deux nucléotides. En premier lieu, il nous a semblé intéressant d’analyser leur effet
cumulé sur I'activité SnRK1. Comme présenté dans la figure 36, lorsque les deux nucléotides sont
présents dans le milieu d’activité, aucun effet inhibiteur additif significatif n’est observable.
Quelques analyses de compétitivité entre le substrat (ATP) et un inhibiteur (ADP) ont également
permis de mettre en exergue la non-compétitivité de ces deux nucléotides, suggérant fortement
que l'inhibiteur se fixe sur un site différent de ’ATP (Figure 37). Un tel résultat était cependant
attendu. En effet, en paralleéle du crible métabolique effectué sur le complexe immuno-purifié,
nous avons testé I'effet des métabolites les plus intéressants sur la protéine recombinante GST-
AtSnRK1a1 seule (cf. tableau 2). Aucun des composés azotés testés (nitrate, aspartate,
asparagine, glutamate et glutamine) n’inhibe I’activité de la protéine recombinante seule. Le
citrate, pourtant inhibiteur fort de I'activité du complexe (58% a 5mM) n’a pas non plus d’effet

significatif sur la sous-unité catalytique seule. Seul ’ADP a 0,imM a inhibé Pactivité de GST-
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Figure 37. Inhibition par ’ADP des complexes AtSnRK1 immunopurifiés : étude du type
d’inhibition. Essais kinases réalisés en présence de 200uM du peptide AMARA, 2uCi d’ATP
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Représentation michaelienne. (B) Représentation de Lineweaver et Burk montrant une
inhibition non-compétitive. La vitesse (v) est exprimée en pmoles de PO, incorporé sur le
peptide AMARA par minute et le substrat (s) est ’ATP.
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énergétique. Les concentrations cytosoliques en adénylates (ATP, ADP et AMP),
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de protoplastes de blé, constituent les deux valeurs de charge énergétique que nous avons
appliquées sur le complexe AtSnRK1immuno-purifié.
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AtSnRK1a1 a hauteur de 25%, effet qui reste cependant bien inférieur a celui observé sur le

complexe (60% a la méme concentration).

Hypothése d’une régulation liée au statut énergétique intracellulaire - concept de charge
énergétique

La mise en évidence que les concentrations en adénylates ont un impact sur I'activité des
complexes AtSnRK1 in vitro nous a orientés vers I’existence potentielle d’'une réponse aux stress
environnementaux via ces nucléotides. Comme évoqué précédemment (cf. figure 27), le pool de
nucléotides ATP, ADP et AMP est a considérer comme un ensemble et toute altération de cet
ensemble, par I'intermédiaire d’un stress, conduit a la mise en place de mécanismes visant a
amoindrir les pertes énergétique, voire a produire de I’énergie. Dans ce modéle, AtSnRK1 serait un
senseur primaire d’un déséquilibre énergétique menant a une diminution de la concentration en
ADP cytosolique. Le concept de charge énergétique (CE) integre I'effet du pool d’ATP, d’ADP et
d’AMP qui, en considérant les enzymes majeures capables de convertir ces nucléotides (les
ATPases, les ligases, les ATP synthétases et I’adénylate kinase), évolue entre o (niveau
énergétique théorique nul sans ATP) et 1 (niveau énergétique théorique maximal sans ADP et

AMP) selon ’équation suivante :

ATP + %ADP
arge Energétique (CE) = 0 < Jrp b v amp =

Afin de tester cette hypothése dans notre cas, nous avons appliqué différentes valeurs de
charge énergétique sur le complexe immuno-purifié. Aucune étude précise n’ayant été réalisée
sur A. thaliana, le choix de ces valeurs s’est basé sur les concentrations en nucléotides calculées
par Hampp et collégues (1982) dans le cytosol de protoplastes de feuilles de blé placés a la
lumiere (CE = 0,83) ou a I’obscurité (CE = 0,866). Dans ces conditions, la figure 38 montre qu’a
I’obscurité, i.e. lorsque la concentration en ADP cytosolique diminue, I’activité des complexes
AtSnRK1 s’accroit d’environ 30% alors que la variation de charge énergétique calculée n’est que de
0,033. Ces résultats sont en adéquation avec I’hypothése selon laquelle un statut énergétique
faible global mais une diminution de ’ADP cytosolique engendrerait une activation de la kinase

régulatrice.
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Figure 39. Observation de protoplastes de feuilles d’A. thaliana apres 5 et 6h d’incubation. Les
protoplastes, préparés selon Yoo et al., (2007), sont incubés pendant 6h a la lumiére (Lum, 150uE) ou a
I’obscurité (Obs) en présence ou non de PLP (0,5mM) et observés apres 5h et 6h.

PLP, pyridoxal phosphate
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Etude d’effecteurs de I'activité de SnRK1 dans des protoplastes d’Arabidopsis
L’objectif des manipulations réalisées sur des protoplastes de feuilles de rosettes d’A. thaliana
est de mettre en évidence I'effet in cellulo des principaux métabolites issus du crible effectué in

vitro.

Obtention de protoplastes de mésophylle d’Arabidopsis de bonne qualité

En 2008, en complément de la publication phare impliquant la kinase AtSnRK1 dans un réseau
de signalisation génique d’envergure (Baena-Gonzdlez et al., 2007), le groupe de J. Sheen a publié
un protocole de préparation et de transformation de protoplastes a partir de mésophylle de
feuilles d’Arabidopsis (Yoo et al., 2007). Profitant de I'expérience de I'équipe d’Elena Baena-
Gonzdlez a I'IGC d’Oeiras (Portugal), nous avons réalisé, en collaboration avec Pierre Crozet, une
série d’expériences visant a s’approcher d’un contexte in planta. Néanmoins, la prise en main de
cette approche cellulaire au sein de notre laboratoire et I’obtention de préparations de
protoplastes répétables et de bonne qualité n’ont pas été immédiates. Une illustration de Ila

qualité de protoplastes obtenus aprés différentes incubations est présentée en figure 39.

Approche pharmacologique sur protoplastes

A la lumiere, la source énergétique majeure a lintérieur de la cellule végétale est le
chloroplaste au travers des squelettes carbonés produits par la photosynthése. A I’obscurité, c’est
la mitochondrie qui est seule en mesure de maintenir une homéostasie énergétique satisfaisante
pour les cellules. Les réserves glucidiques accumulées dans le chloroplaste au cours de la journée
sont consommées la nuit et constituent la garantie énergétique du développement de la plante
en I’absence de photosynthése. L’ATP produit par la mitochondrie est véhiculé dans le cytosol par
un échangeur ATP/ADP. En d’autres termes, lorsque la mitochondrie produit de I’énergie en
grande quantité, elle puise ’ADP cytosolique, ce qui résulte en une chute de la concentration en
ADP dans ce compartiment. Cette analyse théorique est en accord avec les observations faites par
Hampp et collegues (1982). En effet ces auteurs notent une redistribution des pools d’adénylates
importante lorsque des protoplastes de blés sont incubés pendant 60sec a la lumiére puis de
30sec a s5min a lPobscurité. C’est dans le compartiment cytosolique qu’ont lieu les plus
importantes variations. Juste aprés incubation a la lumiére, le ratio ATP:ADP et la charge
énergétique (CE) sont tres élevés (8,33 et 0,95 respectivement), preuve d’un niveau énergétique
élevé. Ces valeurs chutent drastiquement lorsque les protoplastes sont placés pendant smin a
I’obscurité avec un ratio ATP:ADP égal a 3,66 et une CE de 0,89. Cependant, aucune étude dans la

littérature ne nous permet de statuer sur le devenir de ces ratios et des niveaux de charge
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Figure 40. Effet d’inhibiteurs de I’échangeur ATP/ADP mitochondrial (PLP, pyridoxal phosphate et BA, acide
bongkrekic) sur I’activité de AtSnRK1 dans des protoplastes de feuilles d’Arabidopsis. Des protoplastes (100uL a une
concentration de 2x105 protoplastes.mL") d’Arabidopsis ont été transformés avec les constructions DIN6:LUC (20pg)
et Ubq::GUS (0,5pg). Les activités luciférase ont été normalisées par les activités B-glucuronidase (GUS) afin de palier a
d’éventuelles différences d’efficacité de transformation des protoplastes entre les conditions. (A) Etude préliminaire de
I’effet du pyridoxal phosphate. Des cinétiques d’incubation des protoplastes (0, 4 et 6h) a la lumiére ou a I'obscurité, en
présence ou non de PLP o,5mM (-/+ PLP) dans le milieu d’incubation, ont été effectuées. Il s’agit d’un résultat
préliminaire effectué une seule fois. Les valeurs sont normalisées par rapport au témoin « Obscurité sans PLP dans le
milieu a t=oh ». (B) Effet de I’acide bongkrekic. Les valeurs des différentes conditions sont ici présentées par rapport a
la référence « Obscurité 6h sans BA dans le milieu ». oh, mesure a t=oh; Obs 6h, 6h d’incubation a I"obscurité; Lum 6h,
6h d’incubation a la lumiére; +/- BA, en présence ou non de BA (20pM) dans le milieu d’incubation. Les valeurs sont la
moyenne de 5 répétitions indépendantes. *p<0,05; **p<0,001.
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énergétique sur des temps plus longs, synonymes de stress dans le cadre duquel la cellule serait
amenée a tenter de maintenir un niveau énergétique cytosolique fort pour assurer ses activités

métaboliques.

Afin de tester I’hypothése selon laquelle la cellule, en conditions de stress (obscurité
prolongée), s’efforcerait de maintenir un niveau énergétique fort, nous avons envisagé
d’empécher I'import d’ADP dans la mitochondrie. Pour cela, 'approche pharmacologique choisie
a consisté a placer nos préparations de protoplastes en présence de différents inhibiteurs de
’antiporteur ATP/ADP situé sur la membrane interne de la mitochondrie. Les tests préliminaires
réalisés en présence de 0,5mM de pyridoxal phosphate (PLP) ont été trés encourageants. Comme
décrit par Baena-Gonzales et collegues (2007), des protoplastes transformés par la construction
DIN6::luciférase et placés a I'obscurité montrent une fluorescence forte, preuve de I'activité de
SnRK1. En effet cette fluorescence refléte I’activation du promoteur du géne DING6, par
I’intermédiaire d’un facteur de transcription bZIP directement phosphorylé/activé par AtSnRK1.
Les mémes protoplastes, incubés a la lumiére, présentent une fluorescence beaucoup plus faible
(Figure 40A). Lorsque le PLP est ajouté dans le milieu d’incubation, I"activation du géne DING6 a
’obscurité disparait et le niveau de fluorescence est comparable aux conditions «lumiére »
(Figure 40A). Cependant, le PLP étant, entre autres, un cofacteur enzymatique, nous avons
décidé de répéter cette expérience en utilisant I’acide bongkrekic (BA), un autre composé
spécifique de cet échangeur mitochondrial. De la méme fagon, un niveau de fluorescence fort est
détecté dans des protoplastes placés a I"obscurité en comparaison a ceux placés a la lumiére
(Figure 40B). Comme attendu, lorsque 20uM de BA sont ajoutés dans le milieu d’incubation a

obscurité, cette activation est abolie (Figure 40B).

De la méme facgon, le citrate s’étant avéré étre un fort inhibiteur de I'activité de AtSnRK1 in
vitro, nous avons souhaité étudier son effet dans le systeme protoplastes. La figure 41 compare
I’activité luciférase de préparations de protoplastes en présence ou non de citrate s5mM. Comme
attendu, des protoplastes placés a 'obscurité ont une activité luciférase forte (Figure 41 « - citrate
12h »). Lorsque le citrate est ajouté au milieu d’incubation, une inhibition significative de I’ordre de
60% de Pactivité luciférase est observée (Figure 41). Ce chiffre est en parfait accord avec
I’inhibition de 58% observée in vitro sur les complexes natifs immuno-purifiés en présence de

citrate a la méme concentration (cf. tableau 2).
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Figure 41. Effet du citrate sur P'activité de AtSnRK1 dans des protoplastes
d’Arabidopsis. Des protoplastes d’Arabidopsis (100pL a une concentration de
2x105 protoplastes.mL") ont été co-transformés avec les constructions
AtSnRK1a1-HA (20pg), DIN6:LUC (20pg) et Ubq::GUS (0,5ug) puis incubés
pendant 12h a 'obscurité en présence ou non de citrate smM. Les activités
luciférase ont été normalisées par GUS afin de palier a d’éventuelles
différences d’efficacité de transformation entre les conditions. Les valeurs
sont représentées en comparaison a la condition sans citrate. Les valeurs sont
la moyenne de 4 répétitions indépendantes. *p<o0,01.
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Cette approche pharmacologique sur protoplastes d’Arabidopsis appuie fortement les effets

inhibiteurs de ’ADP et du citrate observés in vitro sur I’activité des complexes AtSnRK1.

Essais de production de triméres AtSnRK10,/8/y recombinants

Les travaux présentés dans cette premiére partie du travail montrent que des effets de
certains métabolites sont observés sur des complexes immuno-purifiés natifs mais pas sur la
protéine recombinante GST-AtSnRKa1 seule. Ainsi, ’AMP et I’ADP sont en mesure d’inhiber
fortement P'activité des complexes et ceci, probablement de facon allostérique. Ces résultats
laissent penser que les sous-unités régulatrices jouent un réle clé dans ces inhibitions. Malgré
I’intérét technique indéniable apporté par ce protocole de purification rapide de complexes
AtSnRK1, cette méthode ne permet pas de travailler sur des complexes de composition afy
connue, ni sur un seul type de trimere. En effet, il est trés probable, comme cela a été expliqué
dans Iintroduction, que co-existent différents types de complexes dans certains tissus. Par
exemple, les sous-unités B1, B2 et B3 sont toutes trois présentes en méme temps dans les feuilles
de rosettes, matériel que nous avons utilisé pour préparer nos extraits enrichis en complexes

SnRK1 (Polge et al., 2008) (cf. figure 25C).

Contexte et stratégie

Au cours des dernieres années, une quantité impressionnante de travaux sur TAMPK et SNF1 a
permis de préciser les sites de fixation de PTAMP et de I’ADP sur la sous-unité de type y (Xiao et dl.,
2011; Mayer et al., 2011; Oakhill et al., 2011) (cf. figure 26). Ces travaux ont notamment été rendus
possibles grace au déverrouillage technique qu’a apporté la production de triméres recombinants
(complets ou partiels) (Neumann, 2003; Ramanathan et al., 2010). Au cours de ce travail, nous
avons tenté de produire des triméres recombinants pour AtSnRK1. Cette stratégie s’inscrit dans
une double optique visant d’une part a étudier I'impact de deux combinatoires afy différentes
sur leur propriétés biochimiques et leur spécificité potentielle de substrat et d’autre part a
analyser la régulation des métabolites d’intérét identifiés précédemment sur différentes sous-
unités de type y, puisque des sites CBS de liaison des adénylates existent sur ces sous-unités.
Ainsi, une stratégie de production de protéines recombinantes a été mise en place. Lors de sa
thése, Pierre Crozet avait essayé de reconstituer des complexes in vitro a partir des protéines
recombinantes de chacune des sous-unités. Des premiers essais de production des différentes
sous-unités en fusion a 6 histidines (6xHIS) n’ont pas abouti car ces protéines étaient absentes de
la fraction protéique soluble. Pour palier a I'insolubilité des protéines, des fusions a la Glutathion-

S-Transférase (GST) ont été effectuées et ont permis d’obtenir des protéines solubles (Crozet,
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Figure 42. Stratégie de clonage retenue pour la production d'hétérotriméres de AtSnRK1 chez E. coli. La co-
transformation de bactéries avec un vecteur porteur de la sous-unité catalytique a et un vecteur porteur de deux sous-
unités non-catalytiques [ et y a été choisie pour la production d’hétérotrimeres de composition connue. (A) Le vecteur
bicistronique pACYCDuet-1 confere la résistance au chloramphénicol et permet l'insertion de deux séquences sous le
contrble du méme promoteur T7; le vecteur pDEST17 confere la résistance a I"lampicilline et permet la fusion de 6xHIS a
la protéine d’intérét; le vecteur pET21-d confeére la résistance a I‘ampicilline. Le vecteur pDEST17 a été utilisé dans une
premiere série d’essais puis le vecteur pET21-d lui a été préféré par la suite, évitant la fusion de la sous-unité catalytique
avec une étiquette 6xHIS. (B) L'insertion dans le vecteur pACYCDuet-1 soit de f1 dans le premier site multiple de
clonage (MCS1) et de y dans le MCS2, soit de By dans le MCS1 puis de 3 dans le MCS2 du vecteur pDuet-1, permet, en le
couplant a un second vecteur porteur de la sous-unité a, la production des complexes de type a/B1/y et o/B3/By
respectivement.
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2010). Toutefois, bien que ces productions aient permis I’étude fine des mécanismes de
phosphorylations croisées entre GST-AtSnRK1a1/2 et de GST-AtSnAK1/2 (Crozet et al., 2010), cette
stratégie ne s'est pas avérée fructueuse pour la reconstitution de complexes in vitro et plusieurs
explications peuvent étre avancées: (1) la fusion de chacune des sous-unités avec I’étiquette GST
empéche I'association des 3 sous-unités afy entre elles; (2) la pureté et la quantité de protéines
produites ne sont pas suffisantes, notamment en ce qui concerne les protéines GST-AtSnRK1a1 et
GST-AtSnRK1a2 (cf. figure 32); (3) les conditions dans lesquelles cette reconstitution a été tentée
in vitro ne permettent pas la formation du complexe ou bien celui-ci nécessite des protéines
chaperonnes pour sa trimérisation. Récemment, plusieurs équipes travaillant sur les complexes
AMPK chez les mammiféres ont relevé ce challenge et réussi a produire des complexes
hétérotrimériques fonctionnels. En 2003, I'insertion séquentielle des 3 sous-unités a1, 1 et y1 de
I'AMPK dans un vecteur d'expression de type pET a permis de produire chez E. coli un complexe
dont la sous-unité a1 est fusionnée a 6xHIS (Neumann, 2003). En 2010, un complexe de
composition AMPKa2/B2/y3 a été produit a la fois dans un systéme de production bactérien
(Rajamohan et al., 2010) et avec le systeme baculovirus/cellules d’insectes (Ramanathan et al.,
2010). Enfin, plusieurs études de cristallisation du complexe ont été réalisées. Chez la levure
Schyziosaccharomyces pombe, la coexpression de deux vecteurs, un premier portant une partie du
CDS de la sous-unité a (136 aa du domaine régulateur) et un second portant une partie du CDS de
la sous-unité B (93 aa) ainsi que la sous-unité y compléte, a permis de produire un complexe en

quantité et qualité suffisantes pour une telle étude (Jin et al., 2007).

Au cours de ce travail, nous avons choisi de produire les complexes de compositions
suivantes : SnRK1a/B1/y et SnRK1a/B3/By, ce dernier complexe comprenant les deux sous-unités
atypiques et spécifiques des plantes. La stratégie retenue est la coproduction des 3 sous-unités
afy aprés co-transformation de 2 vecteurs, a étant produite a partir d’un vecteur et les 2 sous-

unités B et y a partir d’un second vecteur (Figures 42 et 43).

Production de complexes recombinants

La recherche de conditions de culture permettant une telle production protéique a nécessité
beaucoup d’essais et s’est fortement inspirée de la littérature (essais fructueux de production de
trimeres de ’AMPK) et d’'une étude menée en 2005 dans laquelle Studier relate un nombre
impressionnant de parameétres influant de pres ou de loin le rendement lors de productions

protéiques (Studier, 2005). Trois types de milieux ont ainsi été testés : le milieu LB, le milieu TB
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Figure 43. Vecteurs de production bicistroniques obtenus apreés clonage des CDS de différentes sous-unités de type 8
et y. (A) Vecteur de production porteur des CDS d’AtSnRK161 et d’AtSnRK1y. (B) Vecteur de production porteur des CDS
d’AtSnRK18y et d’AtSnRK183. Les cartes des plasmides ont été réalisées a I’aide du logiciel Virtual Cloner.
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(Terrific Browth) et le milieu ZYM5052. Le premier est un milieu de culture utilisé classiquement
en biologie moléculaire et lors de la production de protéines recombinantes (LB = 10g de Bacto
tryptone, 5g de Bacto yeast extract et 10g de Nacl). Le milieu TB est plus riche et peut permettre
d’obtenir de meilleurs rendements en protéines recombinantes (TB = 12g de Bacto tryptone, 24g
de Bacto yeast extract, 5g de glycérol additionnés de 177mM KH,PO, et 72mM de K,HPO,). Dans
notre étude, ce milieu n’a pourtant pas permis d’obtenir des conditions de culture favorables a la
production de trimeres afy d’A. thaliana. Enfin, le milieu ZYM5052, mis au point par Studier, est un
milieu dit «auto-inductif ». En effet, alors que le systeme de production T7 polymérase des
bactéries E. coli BL21 nécessite I'ajout d’IPTG (un analogue du lactose non métabolisable), ce
milieu n’en requiert pas. L’astuce consiste a utiliser du glucose et du lactose a des concentrations
telles que la population bactérienne aura consommé tout le glucose lorsqu’elle aura atteint sa
phase exponentielle de croissance. Le lactose alors présent dans le milieu sera utilisé comme
source alternative de carbone, déclenchant le systeme de production T7 polymérase. En plus de
ces différents milieux, des essais de production ont été effectués a 37°C, 30°C ou 25°C et les temps
d’induction ont varié de 4h a 48h. Les conditions finales en milieu ZYM5052 ayant permis
d’obtenir les meilleurs résultats sont détaillées dans le tableau 7 de la partie Matériel et

Méthodes.

Apreés production dans les conditions décrites précédemment, plusieurs essais de purification
ont été réalisés (principalement en ce qui concerne les concentrations en compétiteur utilisées
pour I’élution des protéines étiquetée 6xHIS). Les éluats ont ensuite été soumis a des
électrophoreses (en conditions natives ou dénaturantes) afin de détecter la présence de
protéines aux tailles attendues. De premiers résultats encourageants ont permis d’obtenir des
protéines aprés électrophorése SDS-PAGE aux tailles attendues de 58, 53 et 13kDa environ
pouvant correspondre aux protéines recombinantes AtSnRK1a1, By et B3 (Figure 44A). Un essai
de phosphorylation du peptide substrat AMARA a ensuite été entrepris révélant une activité
SnRK1 nette pour I’échantillon a1fyB3 (Figure 44B). Cette activité est d’autant plus
encourageante que ce méme échantillon, en I’absence de la protéine recombinante GST-AtSnAK2
activatrice de la sous-unité catalytique (Shen et al., 2009; Crozet et al., 2010), n’a aucune activité
AMARA-spécifique (Figure 44B). Cependant, il n’est pas exclu qu’une partie de cette activité
puisse étre allouée a la protéine recombinante HIS-AtSnRK1 seule. En effet, dans cette premiere
série de production, deux des 3 sous-unités produites sont porteuses d’une étiquette 6xHIS, celle

dont le CDS a été cloné sur le vecteur pDEST17 ainsi que celle dont le CDS a été cloné dans le MCS1
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Figure 44. Production et activité kinase de triméres AtSnRK1 recombinants. Les résultats
présentés ici sont ceux obtenus apres co-transformation de E. coli avec les vecteurs
pDEST17::a1 et pACYCDuet-1::fyB3. (A) Gel SDS-PAGE, coloré au bleu de Coomassie,
obtenu a partir d’une production (8oomL) purifiée sur colonne nickel. Le pic d’élution
(soopl) présentant le plus de protéines (mesure a 28onm au NanoDrop) a été concentré
jusqu’a environ 20pl et déposé intégralement. (B) Activité kinase en présence de la kinase
recombinante amont activatrice GST-AtSnAK2 réalisée avec [I’éluat d’une
production/purification d’un trimere recombinant a1fyBf3 en comparaison avec la
protéine recombinante GST-AtSnRKi1a1 seule. L’activité a été réalisée en présence du
peptide AMARA (200uM), de 2pCi d’ATP radiomarqué et de 200pM d’ATP pendant 1h.



Résultats | - Régulation métabolique des complexes AtSnRK1

du pDUET-1 (Figure 44). Par conséquent, une autre série de productions a été mise en place en
clonant la sous-unité catalytique dans le plasmide pET21-d, ne permettant pas la fusion avec une
étiquette 6xHIS lorsque le codon stop du CDS est conservé lors du clonage. Malheureusement, et
malgré de multiples conditions testées (température, induction, milieu de culture...), ces essais se
sont avérés infructueux et les tests de production de triméres recombinants chez E. coli n’ont pas

été poursuivis plus avant dans le cadre de cette thése.
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Tableau 3. Masses moléculaires
théoriques des complexes afy d’A.
thaliana.

Complexe  Masse moléculaire

(kDa)
a1/2-B1-y 136
a1/2-B2-y 138
a1/2-B3-y 119
a1/2-B1-By 142
a1/2-B2-By 144

a1/2-B3-By 125
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2.3. Discussion

Les complexes AtSnRK1 immuno-purifiés actifs ont une trés haute masse moléculaire

Afin d’entreprendre la recherche d’éléments régulateurs des complexes SnRK1, une méthode
rapide d’enrichissement en complexes AtSnRK1 en une étape, par opposition au long protocole
développé par Sugden et collegues (1999b), avait été développée dans notre laboratoire juste
avant mon arrivée. Conscients de I'importance du facteur temps dans 'obtention de complexes
actifs et aussi proches que possible de leur état in planta, nous nous sommes attachés a améliorer
ce protocole, en particulier en raccourcissant davantage la durée. Ces améliorations font de ce

rotocole un outil particulierement précieux pour I’étude biochimique des complexes.
p p p p q p

Bien que la sous-unité de type B n’ait jamais été détectée en spectrométrie de masse (tandem
MS-MS), la détection des sous-unités catalytique a1 et régulatrice y, combinée aux analyses en gel
gradient natif PAGE, suggerent fortement que ce protocole permet I’enrichissement en
complexes AtSnRK1 composés des trois sous-unités. En effet, la masse moléculaire observée en
gel natif couplé a une analyse de type western blot est supérieure a 250kDa c’est-a-dire bien au-
dela des masses moléculaires théoriques de triméres AtSnRK1 afy estimées a environ 140kDa
(Tableau 3). Cette observation va dans le sens d’une possible dimérisation des triméres AtSnRKi1
de plante, comme suggéré par les travaux de Lépez-Paz et collegues (2009). En effet, il a été
démontré que la sous-unité AtSnRK1By était capable de se dimériser par I'intermédiaire de ses
domaines GBD et Bateman, cette association stabilisant la protéine. De la méme facon, la sous-
unité SNF4 (sous-unité de type y chez la levure) peut se dimériser par I'intermédiaire de son
domaine Bateman 2 (Rudolph et al., 2007). De plus, il a été montré chez I’animal que la sous-unité
catalytique AMPKa est également capable de se dimériser via son hélice aG (Scholz et al., 2009).
La figure 45 présente un alignement des sous-unités de type y de la levure, de ’lhomme et d’A.
thaliana sur lequel sont annotés un certain nombre de résidus remarquables. Dans une étude
s’intéressant a la dimérisation des sous-unités de type y de la levure et a la liaison de ’AMP,
Rudolph et collegues (2007) ont mis en évidence des résidus essentiels (notamment
hydrophobes) a cette dimérisation, I"association entre sous-unités y permettant la formation de
poches de liaison a AMP. Il est intéressant de remarquer que, méme lorsque ces acides aminés
hydrophobes ne sont pas retouvés dans les séquences végétales, ils sont presque
systématiquement remplacés par des résidus conservant cette propriété. Cette analyse, ajoutée a
la capacité des sous-unités AtSnRK1By a s’associer (Lépez-Paz et al., 2009), appuie fortement

I’lhypothése selon laquelle les complexes végétaux seraient en mesure de se dimériser.
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Figure 45. Alignement des séquences protéiques des sous-unités de type y humaines, de levure et d’Arabidopsis. Les
sous-unités de type y de la levure S. pombe (SNF4), de ’homme (AMPKy1/2/3) et d’Arabidopsis (SnRK1y/By)
posseédent 4 domaines CBS (Cystathionine-B-synthase) de liaison des adénylates.
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Le citrate et des composés azotés inhibent Iactivité des complexes AtSnRK1 immuno-
purifiés

Lors du crible métabolique réalisé, nous avons testé I'effet d’une quarantaine de métabolites
sur P'activité des complexes AtSnRK1 immuno-purifiés. Nous avons ainsi mis en évidence un fort et
insoupconné effet inhibiteur de plusieurs métabolites (citrate, AMP, ADP) alors que d’autres
métabolites, notamment les sucres et sucres phosphates (Glu, Fru, Sac, F6P, G6P, T6P...),
n’avaient aucun effet dans nos conditions expérimentales. Ce dernier résultat peut paraitre
surprenant étant donné qu’il a été montré a plusieurs reprises que la voie de signalisation SnRK1
répond aux sucres (Baena-Gonzdlez et al., 2007; Jossier et al., 2009) et que le glucose et le
saccharose sont capables de contrecarrer 'activation de SnRK1 en réponse a des stress de
diverses natures (Baena-Gonzalez et al., 2007). Il est cependant trés probable que, soit d’autres
métabolites, dérivés de ces composés primaires, sont actifs sur la kinase, soit que ces sucres

agissent en amont de cette voie de signalisation (notamment via les kinases activatrices SnAK1 et

2).

Comme exposé dans lintroduction de ce chapitre, le T6P (et le G6P dans une moindre
mesure) font "objet d’une attention particuliere depuis quelques années. Cependant, entre nos
mains, ni I'un ni 'autre de ces sucres phosphates n’a affecté I'activité des complexes AtSnRK1
natifs. L’inhibition du G6P est toutefois sujette a controverse car son effet n’est observé qu’a des
concentrations fortes (1omM), effet perdu a une concentration physiologique de 1mM (Toroser et
al.,, 2000; Zhang et al., 2009; Debast et al., 2011). Ni Pactivité SnRK1 des complexes immuno-
purifiés, ni celle d’extraits protéiques bruts, ni encore celle de complexes immuno-précipités a
I’aide d’anticorps anti-SnRK1a1 n’est affectée par le T6P. Ceci reste néanmoins en accord avec les
résultats obtenus par Zhang et collegues (2009) qui ont démontré que I'inhibition observée
nécessitait un intermédiaire non identifié a ce jour et uniquement présent dans de jeunes
plantules d’Arabidopsis. Le matériel végétal utilisé dans nos expériences (feuilles de rosettes
agées d’environ 5 semaines) ne permettrait donc pas d’observer cette régulation. De plus, il est
probable que notre méthode d’enrichissement ne permette pas d’entrainer la co-purification de

cet intermédiaire.

Un certain nombre de composés azotés (glutamate, glutamine, aspartate, asparagine, nitrate
et citrate) se sont montrés répresseurs de l'activité de I’enzyme dans nos conditions. Ces
métabolites pourraient refléter I'état énergétique intracellulaire et permettre I'ajustement de

processus métaboliques primaires, afin de réorienter le métabolisme cellulaire en faveur de
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I’anabolisme lorsque I’environnement y est favorable et ainsi s’opposer a I'effet de SnRKi1. Ces
résultats sont en accord avec des travaux antérieurs ayant impliqué SnRK1 dans la régulation du
métabolisme azoté (Sugden et al., 1999b; Polge et al., 2008; Jossier et al., 2009). En effet, cette
kinase phosphoryle et inhibe in vitro I'activité de la nitrate réductase (NR), cible interagissant
spécifiquement avec la sous-unité de type AtSnRK1B1. Le lien entre ces protéines in planta est
apporté par la mise en évidence de la modulation de I'activité NR de plantes transgéniques
surexprimant SnRK1a1. L’inhibition par le nitrate observée dans notre étude s’inscrit pleinement
dans ce contexte. Le nitrate, en tout début de processus d’assimilation de I’azote par les plantes,
serait un signal primaire, maintenant les complexes SnRK1 inactifs. A I'inverse, lorsque les
conditions environnementales sont défavorables et que la quantité d’azote disponible dans la
cellule diminue, l'inhibition serait levée, les complexes actifs limitant I'activité de la NR et
concentrant I'effort métabolique en faveur des processus cataboliques. Quant aux quatre autres
métabolites, tous étant des produits directs (Glu, GIn) ou des composés proches (Asp, Asn) du
cycle GS/GOGAT (« glutamine synthetase/glutamine oxoglutarate amino-transferase ») véritable
carrefour de la biosynthése des acides aminés, leur fonction pourrait étre de refléter cette
disponibilité en azote dans la cellule. Toutefois, les effets sont moindres en comparaison a celui
du citrate et la validité physiologique de telles inhibitions, bien que trouvant tout son sens dans

un contexte de stress, reste a confirmer.

L’inhibition de I’activité des complexes AtSnRK1 par le citrate a particulierement retenu notre
attention. En effet, cet acide organique est un intermédiaire du cycle de Krebs et sa conversion en
isocitrate puis en 2-oxoglutarate par la citrate synthase et I'isocitrate déshydrogénase (ICDH) est
considérée comme essentielle dans la régulation du cycle de Krebs. De plus, la production de
NADPH par I'ICDH fournit a la cellule du pouvoir réducteur nécessaire aux processus de
biosyntheses cytosoliques ou dans I’assimilation de I’azote dans le chloroplaste (Popova &
Pinheiro de Carvalho, 1998). Cette analyse concorde parfaitement avec de tres récents résultats
indiquant que ’AMPK maintient la balance NADP/NADPH en faveur de la forme réduite afin de
limiter le stress oxydatif dans des cellules cancéreuses (Jeon et al., 2012). Bien que I’effet direct du
citrate sur la kinase n’ait encore jamais été démontré, des rats a jeun (dont ’AMPK est trés active)
soumis a une injection intracérébro-ventriculaire de citrate, voient leurs niveaux de
phosphorylation de ’AMPK et de 'une de ses cibles majeures, ’ACCase, fortement diminués
(Cesquini et al., 2008). Ces données indiquent par conséquent une implication majeure encore
récemment insoupgonnée des complexes AMPK et SnRK1 dans la régulation du métabolisme

primaire.
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Figure 46 Schéma des sites de liaison des adénylates sur les sous-unités de type y. (A) Les sous-unités de type y de S.
pombe (SpAMPKYy), de 'homme (HsAMPKy1/2/3) et d’Arabidopsis (AtSnRK1y/By) possédent 2 domaines Bateman
comprenant chacun 2 domaines CBS (Cystathionine-B-Synthase) capables de lier les adénylates de facon variable.
Chez I’animal, les domaines 1 et 3 sont capables de fixer ’ATP, ’ADP et ’AMP tandis que seul TAMP a été observé sur
le site 4 et que le second site ne fixe aucun des trois nucléotides. Il a récemment été mis en évidence que le NADH se
fixait sur le CBS4 de ’AMPK. Les acides aminés essentiels pour la liaison des nucléotides sont rappelés dans les
fleches grises (v ) et sont notés en rouge gras ( x ) lorsqu’ils sont essentiels dans I’activation allostérique par PAMP
(Scott et al 2004; Jin et al 2007). (B) Comparaison des résidus importants pour la fixation des adénylates. id, identité;
ho, homologie comparées aux 8 (site A) ou 9 (site B) résidus importants de la séquence de levure.



Résultats | - Régulation métabolique des complexes AtSnRK1

A revers du dogme considérant ’AMP et ’ADP comme activateurs de ’AMPK...

Les résultats les plus surprenants mis a jour au cours de ces travaux sont indéniablement les
effets négatifs de TAMP et de I’ADP sur I’activité de SnRK1. En effet, TAMP inhibe ’enzyme,
qu’elle soit immuno-purifiée, immuno-précipitée, membranaire ou bien au sein d’un extrait
protéique brut de feuilles de rosettes d’A. thaliana. Par contre, cet effet n’est pas observé sur la
protéine GST-AtSnRK1a1 recombinante seule i.e. dépourvue de ses sous-unités catalytiques. Ces
résultats, ajoutés a nos données préliminaires semblant indiquer que cette inhibition est
allostérique, suggerent que les sous-unités non-catalytiques jouent un rdéle prépondérant dans la

médiation de cette inhibition.

Comme cela a été détaillé dans l'introduction de ce chapitre, ’AMP joue un rdle essentiel
quasi dogmatique dans I'activation de PAMPK (activation allostérique et protection contre la
déphosphorylation de la sous-unité catalytique). Ce n’est pourtant pas le cas de '’enzyme de
levure pour laquelle aucun effet similaire n’a été observé (Wilson et al., 1996) bien que ’AMP se
fixe sur la sous-unité de type SNF4 (Townley & Shapiro, 2007). A ce jour, aucun effet activateur n’a
été rapporté concernant I’enzyme végétale. Cependant nos résultats différent des observations
faites par Sugden et collegues (1999a) qui n’ont pas relevé d’effet de ’AMP sur I'activité de
complexes SnRK1 d’épinard. Des 2004, il a été clairement établi que I’activation allostérique de
PAMPK par ’AMP avait lieu par I'intermédiaire de la fixation du nucléotide sur les domaines CBS
de la sous-unité AMPKYy (Scott et al., 2004). Le schéma de I'alignement des sous-unités de type y
de la levure, de ’lhomme et d’Arabidopsis présenté dans la figure 46 offre une base pour I'analyse
des raisons pouvant expliquer de telles différences. Ces sous-unités sont toutes composées de
deux domaines « Bateman » possédant chacun deux domaines CBS, cette structure offrant ainsi
quatre sites de fixation aux adénylates. Diverses données (notamment structurales) ont
démontré que ces sites ne lient pas les nucléotides de facon similaire. Par exemple, le site A de
liaison (correspondant au Bateman 1) de la levure semble fixer de facon spécifique ’ADP (Jin et
al., 2007). De méme, "AMP est fixé de facon non-échangeable sur le CBS4 de ’AMPK humaine
(Xiao et al., 2011) alors que le site B équivalent de la protéine de la levure S. pombe fixe ’ATP,
I’ADP ou PAMP. Des éléments d’explication peuvent étre apportés en analysant les acides aminés
ayant été montrés comme importants dans la fixation des adénylates et I’activation allostérique
de PAMP (Scott et al., 2004; Jin et al., 2007). Si une certaine conservation existe entre les sous-
unités animales et de levure, seuls 2 des 4 sites essentiels a cette activation sont conservés sur la
séquence de levure SNF4 et aucun ne l'est sur les deux séquences AtSnRK1y et AtSnRK1By

d’Arabidopsis (R70 sur le CBS1; H151, R152 et R171 sur le CBS2) (Figure 46). Comme énoncé

46






Résultats | - Régulation métabolique des complexes AtSnRK1

auparavant, un mécanisme d’activation allostérique tel que celui mené par PAMP (et ’ADP en
considérant la protection contre la déphosphorylation) nécessite trés certainement une affinité
bien déterminée pour chacun des sites, en adéquation avec les concentrations en adénylates
présentes autour de la protéine. Puisque des variations mineures entre les séquences des
protéines animales et de levure semblent étre responsables de la perte du mécanisme
d’activation allostérique de ’AMP lié au site A chez la levure (CBS1 + CBS2) ou au CBS1 chez
I’animal, I’'absence totale d’identité avec les séquences des CBS de plantes pourrait au moins en
partie expliquer les résultats que nous avons obtenus si ’AMP se fixe allostériquement sur la

sous-unité de type y, comme le suggérent nos analyses.

D’autre part, nous avons observé que ’ADP est également un inhibiteur fort de I’activité des
complexes AtSnRK1a1. A la différence de ’AMP, une légere inhibition de I'activité de la protéine
recombinante GST-AtSnRK1a1 seule a également été observée en présence d’ADP. Ce nucléotide,
en plus de sa fixation majoritairement allostérique sur une sous-unité régulatrice, pourrait avoir
un effet compétiteur vis-a-vis de I’ATP au niveau du site actif. De plus, puisque nous n’avons pas
observé d’effet additif de FAMP et de I’ADP sur les complexes AtSnRK1 immuno-purifiés, il est
possible que ces adénylates partagent le(s) méme(s) site(s) de fixation. Récemment un certain
nombre d’études structurales ont démontré le role prépondérant de ’ADP dans la régulation de
cette famille d’enzymes. Jin et collegues (2007) ont en effet montré qu’un certain nombre de
résidus étaient importants pour la fixation des adénylates (et notamment de I’ADP) sur les deux
domaines Bateman de la sous-unité SNF4. De plus, trés récemment, un role essentiel de ’ADP
dans la protection contre la déphosphorylation (en se fixant sur les CBS3 de ’AMPK en particulier)
a été mis en avant chez la protéine animale (Xiao et al., 2011). Les acides aminés importants dans
la fixation sont précisés sur le schéma de la figure 46A et détaillés dans la partie B. Si une faible
conservation est observée pour le site A, 7 résidus sur 9 sont conservés entre la séquence de
levure et les séquences végétales. Ainsi en ce qui concerne les protéines végétales, le premier site
pourrait ne pas étre efficace pour la liaison de ’TAMP et/ou de I’ADP tandis que le site B, capable

d’échanger AMP, ADP et ATP chez la levure et ’animal, pourrait étre fonctionnel.

Considérant I’ensemble de ces observations, il est possible que la levure, dont I'activité de la
sous-unité catalytique est insensible a ’AMP, ait vu son enzyme évoluer vers un état neutre et que
les enzymes végétales et animales aient elles évolué de facon différente, en fonction de leurs
caractéristiques propres (AMP et ADP favorables a I’activité de PAMPK et AMP et ADP inhibiteurs
de I'activité de SnRK1).
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Fig 47. Les pools d’adénylates (ATP, ADP et AMP) évoluent différemment entre cellules animale et végétale. (A)
Ratios ATP/ADP et charge énergétique de protoplastes de blé illuminés 60sec puis placés a I’obscurité pendant 5min
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SnRK1 est régulée par la charge énergétique

Comme évoqué précédemment, TAMPK est depuis quelques années considérée comme une
enzyme répondant a la charge énergétique, c’est-a-dire aux concentrations en ATP, ADP et AMP
prises dans leur ensemble afin de réguler le métabolisme en faveur du maintien de ’lhoméostasie
énergétique (Carling et al., 2011; Hardie et al., 2011). Il en va de méme chez les plantes ol SnRKi1
contréle la balance catabolisme/anabolisme en faveur du maintien d’un niveau énergétique élevé
lors d’un stress (Baena-Gonzdlez et al., 2007). Cette méme étude précise que le niveau de
phosphorylation de la sous-unité catalytique AtSnRK1a1 n’évolue pas dans des protoplastes en
état de stress. Ceci dénote une différence majeure entre I’enzyme animale et I’enzyme végétale
qui impliquerait que le mécanisme moléculaire de protection contre la déphosphorylation de
PAMPKa du a la fixation de ’AMP et de ADP sur le CBS3 de la sous-unité AMPKYy, n’aurait pas lieu
d’étre chez les plantes. Les résultats obtenus lors de notre étude ne permettent pas de mieux
intégrer les adénylates directement dans ce contexte. Du fait de la présence des plastes,
différents états subcellulaires nécessitent d’étre considérés, selon si I’activité photosynthétique
est élevée (a la lumiére) ou nulle (a obscurité). Des études précédentes avaient révélé que les
ratios ATP/ADP pouvaient grandement varier entre le cytosol, la mitochondrie et le chloroplaste,
le ratio ATP:ADP passant d’environ 8,5 dans le cytosol de protoplastes illuminés a 3,7 dans des
protoplastes de blé (Stitt et al., 1982). Ceci a lieu sans que ce méme ratio n’évolue beaucoup dans
la mitochondrie et le chloroplaste. Il en va de méme pour la CE cytosolique variant de 0,95
(lumiére) a 0,72 (lumiére puis 30sec d’obscurité) (Figure 47A). Lorsque nous avons appliqué deux
valeurs de CE (correspondant a des situations « obscurité » et « lumiére »), les complexes AtSnRKi1
immuno-purifiés ont présenté une activité supérieure lorsque celle-ci reflétait un état d’obscurité.
D’autre part, cette équipe avait également montré de facon treés intéressante que la
concentration en ADP chute d’un facteur 2 a ’obscurité dans le cytosol (Hampp et al., 1982), celui-
ci étant littéralement « pompé » hors de ce compartiment par la mitochondrie. Les résultats
obtenus lors de nos expériences de pharmacologie sur protoplastes semblent indiquer que
Pinhibition de I’échangeur ATP:ADP mitochondrial a I'obscurité, permettrait d’empécher
Pactivation classique de SnRK1 observée par Baena-Gonzdlez et collegues (2007) dans ces
conditions. Nous n’avons malheureusement pas pu corréler ces données a une augmentation du
niveau en ADP dans le compartiment cytosolique, n’ayant pu mesurer les concentrations en
adénylates cytosoliques de facon satisfaisante. Prises dans leur ensemble, ces données semblent
indiquer que les complexes SnRK1 répondent au concept de CE proposé par Atkinson en 1964

mais de facon opposée a son orthologue chez les mammiféres (Figure 47).
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Un autre argument vient également étayer la thése selon laquelle les complexes SnRKi1
seraient activés par une CE croissante au contraire de ’AMPK. D’aprés les données existantes
dans la littérature, les concentrations des trois adénylates différent radicalement entre une cellule
végétale et une cellule animale. Par exemple, TAMP est présent a des concentrations de 'ordre
du micromolaire dans les cellules des tissus musculaires de ’lhomme (Hardie et al., 2011) tandis
que la concentration en AMP mesurée par Stitt et collegues dans des protoplastes de blé avoisine
les 500uM (Figure 47B). Il est ainsi concevable que ces deux enzymes (mammifere et plante), bien
gu’ayant une fonction identique de régulation du métabolisme, aient évolué de maniere

divergente dans la perception de leur environnement énergétique.

Perspectives du chapitre |

La mise en évidence, dans cette partie du travail, de I’effet inhibiteur de ’AMP (et de I’ADP)
était inattendue et particulierement intéressante car allant a IP'encontre de la situation
dogmatique existant chez les animaux. L’une des premiéres expériences pouvant étre menée au
laboratoire afin d’appuyer les résultats obtenus consiste a tester I'effet de ’AMP et de ’ADP sur

’AMPK purifiée (a partir de foie par exemple) dans nos conditions expérimentales.

Par ailleurs aucune étude ne s’attarde sur ce qu’il advient a long terme des pools de
nucléotides. Comme le suggérent diverses données de la littérature, la baisse du niveau
énergétique intracellulaire se traduit par une chute du ratio ATP:ADP ainsi qu’une augmentation
de la concentration en AMP. Théoriquement, ceci pourrait évoluer jusqu’a ce que ces niveaux
s’équilibrent dans une cellule séverement stressée ol I'activité des complexes AMPK est trés
élevée (Hardie et al., 2012). Le paralléle peut étre fait dans le contexte de la cellule végétale, ol les
concentrations en ADP (et AMP) cytosoliques continueraient de s’effondrer lors d’un stress
prolongé. Il en résulterait une activation forte de SnRK1. La recherche d’une corrélation entre les
concentrations en adénylates intracellulaires et les concentrations que nous avons déterminées
comme capables d’inhiber significativement les complexes SnRK1 est un défi essentiel dans ce
contexte. En effet, le Km apparent de la kinase purifiée avoisine les 200pM et il est probable que
les concentrations cytosoliques d’ATP oscillent autour de cet ordre de grandeur. Ainsi, cet effet
substrat pourrait s’ajouter a I’effet inhibiteur de ’AMP et de ’ADP de facon tres significative.
Suite aux nombreux essais infructueux menés au laboratoire, il semble que seul un équipement
comparable a celui utilisé par le groupe de M. Stitt dans les années 1980 sera a méme d’apporter

la qualité et la précision nécessaires a ces mesures.
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Enfin, I’'approche pharmacologique menée sur protoplastes d’Arabidopsis et en particulier
I'utilisation du BA nous a fourni des résultats trés encourageants. Elle nécessite cependant
quelques expériences complémentaires. En effet, bien que nous ayons vérifié que I'acide
bongkrekic n’avait pas d’effet direct sur I’activité de la protéine recombinante GST-SnRK1a4, il sera
nécessaire d’évaluer I'impact de telles drogues sur la physiologie des protoplastes traités, par
exemple par la mesure de 'activité photosynthétique au cours du traitement. De méme, I'effet du
citrate observé sur ces mémes préparations de protoplastes est extrémement intéressant.
Toutefois, nous n’avons pas d’information concernant les concentrations intracellulaires atteintes
lorsque les protoplastes sont incubés dans un milieu contenant smM de citrate. L’utilisation de

citrate radiomarqué (“C-citrate) pourrait apporter des éléments de réponse sur ce point.
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3. LES KINASES SNAK1 ET 2, ACTEURS CLES DE LA VOIE DE SIGNALISATION SNAK/SNRK1

3.1. Introduction

Plusieurs kinases activatrices de la famille SNFI/AMPK/SnRK1 ont été mises en évidence ces
derniéres années. Les premiers éléments de cette avancée importante dans I’étude de cette voie
de signalisation ont été apportés chez la levure, lors de cribles génétiques a grande échelle ayant
conduit a I'identification de trois kinases, ELM1, SAK1 et TOS3, toutes capables d’activer les
complexes SNF1 (Sutherland et al., 2003; Hong et al., 2003; Nath et al., 2003). A ce jour, deux
kinases amont de ’AMPK sont clairement caractérisées chez I'animal (LKB1 et CaMKKp) et deux
chez A. thaliana (AtSnAK1/GRIK2 et AtSnAK2/GRIK1). Il est intéressant de remarquer que les trois
kinases de levure, les deux d’A. thaliana et la CaMKKp sont phylogénétiquement proches les unes

des autres (Figure 48).

LKB1, kinase activatrice de ’TAMPK

Implication de la protéine LKB1 dans des cancers chez ’lhomme

L’identification de la kinase LKB1 (« Liver Kinase B1») remonte a 1998 lorsque deux équipes
ont associé cette sérine/thréonine kinase au syndrome de Peutz-Jegher (PJS) (Hemminki et al.,
1998; Jenne et al., 1998). Cette maladie se caractérise par des excroissances intestinales appelées
polypes, localisées principalement dans I'intestin gréle, conduisant a des troubles gastriques et a
des douleurs abdominales. Les cancers couramment associés a ce syndrome sont d’origine
gastro-intestinale (intestin gréle, colon, pancréas) bien que des tumeurs puissent également se
développer au niveau des ovaires, de 'utérus, des testicules, des poumons et de |'cesophage.
Parmi les causes du PJS figurent des mutations somatiques. Bien que la fréquence de mutations
du géne LKB1 associées aux carcinomes pancréatiques et de la vésicule biliaire ne soit pas élevée
(4-6%), elle augmente considérablement dans le cas des cancers du poumon (au-dela de 30%) et
du col de P'utérus (20%). De facon intéressante, les cellules HelLa (cellules isolées a partir de
tumeurs cervicales de la patiente Henrietta Lacks, décédée en 1951), utilisées comme lignée
cellulaire modele en biologie humaine, ne produisent pas de protéine LKB1. En effet, outre la
mutation homozygote du geéne, cette lignée cellulaire présente une hyperméthylation du
promoteur de LKB1. C’est également le cas des cellules cancéreuses de 45% des cancers du sein
papillaires (Shorning & Clarke 2011). Chez la souris, les mutants homozygotes Ikb1” sont embryo-

létaux (Ylikorkala et al., 2001) mais les mutants hétérozygotes Ikb1”" survivent, bien que sujets a
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Figure 49. Le complexe LKB1/STRADa/MO25a régule de grandes fonctions cellulaires par Pintermédiaire de
kinases apparentées a PAMPK. (A) Phénotype de souris déficientes en LKB1. Les embryons homozygotes (-/-) pour
la mutation ne survivent pas (D’apres Ylikorkala et al., 2001); les souris hétérozygotes (+/-) présentent les
symptomes de la maladie de Peutz-Jegher et survivent en moyenne seulement 43 jours (D’aprés Bardeesy et al.,
2002). (B) Structure du complexe LKB1-STRADa-MO25a (D’aprés Zeqiraj et al., 2009; PDB 2WTK). (C) Kinases AMPK-
related (ARK) phosphorylées par le complexe LKB1 et grandes fonctions cellulaires affectées. La boucle noire
représente la boucle d’activation/T-loop. Par I'intermédiaire des protéines NUAK (SNF1-like kinase), LKB1 joue un
réle dans I'arrét du cycle cellulaire en phase G1-S (mécanisme impliquant le facteur de transcription ps53 et
Pinhibiteur du cycle cellulaire p21<P") ou encore dans I’'adhésion cellulaire (Hou et al. 2011; Zagédrska et al. 2010). Un
réle dans le réarrangement du cytosquelette est renforcé par I'activation des protéines BRSK (brain-specific kinase)
et MARK (MAP/microtubule affinity regulating kinase) et I'inhibition de PAK1 (p21-activated kinase 1). Les MARK
sont treés étudiées chez I’lhomme pour leur réle dans la dynamique des microtubules et I’établissement de la polarité

cellulaire (Hayashi et al. 2012).
AMPK, AMP-activated kinase ; SIK, salt-inducible kinase
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de séveres polyposes intestinales, in fine mortelles aprés une moyenne de 43 semaines (Bardeesy

et al., 2002) (Figure 49A).

Le complexe LKB1/STRADa/MO25¢

La kinase LKB1 n’active que faiblement ’AMPK sous sa forme monomérique et nécessite la
présence de deux autres protéines pour former le complexe cytosolique pleinement actif
LKB1/STRADa/MO25a (Boudeau et al., 2003; Hawley et al., 2003; Boudeau et al., 2004) (Figure
49B). Les auteurs soulignent également un mécanisme atypique d’activation de cette kinase
puisque la phosphorylation de la Thr212 située sur la T-loop de LKB1 n’est pas nécessaire pour que
la kinase soit fonctionnelle. STRADa (« Ste-20-Related ADaptor a ») est une pseudokinase ciblant
LKB1 comme pseudosubstrat. MO25a (« MOuse protein 25a »), capable d’interagir a la fois avec
LKB1 et STRADa, permet de stabiliser le complexe au travers d’'un mécanisme d’activation dit
allostérique puisque n’incluant pas la phosphorylation de la T-loop (Boudeau et al., 2004; Zeqiraj
et al., 2009). Le fait que cette phosphorylation sur la T-loop, pourtant considérée classiquement
comme essentielle a I'activation des protéines kinases, soit ici accessoire est justifié dans la
littérature par le fait que LKB1 est en début de chaine de transmission des signaux perqus par la
cellule et qu’a ce titre, un mécanisme d’activation ne requérant pas de kinase amont parait justifié
en terme évolutif. Dans ce contexte c’est MO25a qui stabilise une conformation active (induite
par la fixation de STRADa) de la T-loop de LKB1 (Zeqiraj et al., 2009; Sebbagh et al., 2011). En
accord avec les dysfonctionnements métaboliques énumérés dans le paragraphe précédent, une
étude a montré qu’une douzaine de mutations ponctuelles de la kinase LKB1 empéchant
Pinteraction avec STRADa et MO25a étaient associées a des cancers chez ’lhomme (Boudeau et

al., 2004).

LKB1 et la régulation de nombreuses fonctions cellulaires

La démonstration par plusieurs équipes que LKB1 est une AMPKK a permis de confirmer le lien
soupconné entre le métabolisme énergétique et la croissance tumorale, et de ce fait de décrypter
le réle de suppresseur de tumeurs de LKB1 (Hawley et al., 2003; Woods et al., 2003). Cependant, le
controle d’autres grandes fonctions cellulaires lui est attribué. Ces fonctions recouvrent la
prolifération, la survie cellulaire, la polarité et I'adhésion cellulaire (Shorning & Clarke 2011).
Lizcano et collégues (2004) ont ainsi identifié 13 kinases de la sous-famille ARK (« AMPK-Related
Kinase ») phosphorylées par LKB1. La figure 49C propose une vision générale des aspects

cellulaires régulés par LKB1 au travers de ses cibles.
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Figure 50. Mécanisme d’activation de la CaMKKB. (A) Schéma de la protéine CaMKKp et interaction avec la
calmoduline (CaM) et le calcium. (B) Autoinhibition de la CaMKII3 par le domaine CDB. Le domaine C-terminal, en
jaune, est replié, la partie non structurée aprés le domaine de liaison de la calmoduline bloquant ’accés du substrat
ausillon catalytique. (PDB 2VN9). (C) Superposition des structures de la CaMKII& (rose, PDB 2WEL) et de la CaMKKp
(violet, PDB 2VZ2). Le domaine protéique comprenant les 140 acides aminés a I’extrémité C-terminale (C-ter) (et
donc le domaine de fixation de la calmoduline) n’ayant pas été cristallisé, la structure de cette kinase a été
superposée a la structure disponible de la CaMKIId possédant également un domaine de ce type. La fixation de la
calmoduline entraine le dépliement de ’hélice a présente en C-ter, libérant totalement le sillon catalytique et I’accés
au substrat de la kinase. Ces protéines sont capables de s’auto-phosphoryler via un mécanisme bimoléculaire sur la
portion dépliée ol se trouve une thréonine (Thr287). Cet événement stabilise le module Ca2+/CaM/kinase dans un
état pleinement actif.

CDB, CaM-binding domain

Figure 51. Arbre phylogénétique des
Ca2+/calmodulin-dependent kinases (CaMK)
et relation entre LKB1 (liver kinase B1),
CaMKKP (CaMK kinase) et les AMPK-related
kinases (ARK) (D’aprés Manning et al., 2002).
Les deux isoformes AMPKa1 et a2 ainsi que les
kinases activatrices LKB1 et CaMKK2 (ou
CaMKKp) sont encadrées en rouge. Les cibles
spécifiques de LKB1 sont encadrées en
pointillés rouges. Les fleches bleues reflétent
une activation par phosphorylation directe de

la boucle d’activation des kinases cibles.

AMPK, AMP-activated kinase; BRSK, brain-specific
kinases; MARK, microtubule affinity-regulating
kinases; NUAK, SNFi-like kinase; SIK, salt-inducible
kinase




Résultats Il - Etude des kinases amont ShAK1 et 2

Régulation de ’AMPK par le calcium via sa kinase activatrice CaMKK6B

CaMKK (a et B), la seconde AMPKK, a été caractérisée dans trois études parues en 2005,
montrant que ’AMPK est régulée par le calcium et mettant en évidence dans des cellules MEF
Ikb1” une activité AMPK basale pouvant étre inhibée par déphosphorylation et par I'ajout de STO-
609, l'inhibiteur spécifique des CaMKK (Hawley et al., 2005; Woods et dl., 2005; Hurley et dl.,
2005). Les deux kinases CaMKKa et B appartiennent a la famille des « calcium/calmoduline
(Ca**/CaM)-Activated protein Kinase Kinases» et avaient initialement été identifiées comme
kinases amont des CaMKI et CaMKIV (Anderson et al., 1998). Bien que la CaMKKa soit capable

d’activer TAMPK, son efficacité est bien inférieure a celle de la CaMKKp.

L’activité des CaMK est totalement dépendante de I’association avec la calmoduline. Cette
derniére, de par sa capacité a lier le calcium, fait de cette famille de kinases des senseurs directs
du «burst calcique » intervenant lors d’un stress cellulaire (Figure 50A). Le mécanisme d’auto-
inactivation de la CaMKKp et de stabilisation du module Ca**/CaM/CaMKKp est schématisé dans la

figure 50B (Rellos et al., 2010).

Les kinases CaMKKp et LKB1 ayant toutes deux pour cible PAMPK, la question s’est posée de
savoir si les autres cibles de LKB1 membres de la famille des ARK (SIK1-3, NUAK1/2 et MARK1-3)
étaient également des cibles de la CaMKKP (Figure 51). Ainsi I'activité de ces kinases a été
recherchée dans des cellules Hela, i.e. n’exprimant pas LKB1. Les résultats de ces travaux
indiquent que ces membres proches de ’AMPK ne sont pas des substrats de la CaMKKp (Fogarty
et al., 2010). Il en va de méme pour les kinases BRSK1 et 2 qui ne sont pas activées in vitro par la

CaMKKp.

Complémentarité LKB1-CamKK8

Au contraire de LKB1 dont I’expression est ubiquitaire, la CaMKKp n’est présente que dans les
tissus nerveux, les lymphocytes T et les cellules endothéliales (Hardie, 2007). Ce profil en fait une
kinase importante dans I'activation de ’AMPK au niveau des neurones, cette derniere étant de
plus activée de facon dépendante de la CaMKKP par une dépolarisation membranaire des
neurones (Hawley et al., 2005). Cette kinase serait a I'origine d’une réponse rapide a I'entrée
brutale de Ca** dans la cellule, présageant une demande en ATP massive (Hardie, 2007). A
contrario il semble que seule LKB1 permette I’activation a long terme de ’AMPK et la mise en
place de ses effets profonds sur le métabolisme en réponse a une perturbation de ’homéostasie
énergétique. Une étude menée en 2009 sur des larves de nématode au stade dauer (i.e. état

larvaire, s’apparentant a I’hibernation, atteint lorsque les conditions environnementales sont
53



SnAK1

A -
(] <
1 234567 8 9 10 | N é& &
SnAK?2 g &g o &
< -9 < (]
> e £ 5 ¢
< C S 2
S S & & &
R 'Q’ 2 £ ()
N C o g g¥
S & & F T S S5 S
< X 5 S ¢ & &

- -~ AtsnAKT | -
AtSnAK2 P

AMPK-pThri72 | S sse =

SnRK1a A S W

Figure 52. Données d’expression des genes AtSnAK1 et AtSnAK2 et détection
des protéines correspondantes au cours du développement d’A. thaliana. (A)
Comparaison des profils d’expression des genes AtSnAK1 et AtSnAK2 dans le
grain de pollen (1), au cours du développement de "'embryon (2-9) et dans la
graine séche (10). (Puces Affymétrix, BAR eFP Browser). (B) Western blot réalisé
avec des anticorps dirigés contre les protéines AtSnAK1 et AtSnAK2 dans
différents organes d’Arabidopsis. (C) Western blots réalisés avec des anticorps
dirigés contre les protéines AtSnAK1 et AtSnAK2, contre le site de
phosphorylation Thr172 de PAMPK (croisant avec le site de Thri75 de SnRKi,
AMPK-pThr'7?) et contre la protéine SnRK1a (D’aprés Shen & Hanley-Bowdoin,
2006 et Shen et al., 2009).
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défavorables) montre un rdle essentiel de la voie LKB1/AMPK dans la survie a long terme
(Narbonne & Roy, 2009). Ainsi des larves mutantes aak-2" (géne codant PAMPKa2) ne survivent
pas a long terme et la mutation du géne par-4 codant LKB1 chez C. elegans mime ce phénotype.
Les auteurs démontrent dans ces travaux que la voie LKB1/AMPK chez le modéle nématode est
indispensable pour une consommation des lipides mesurée et régulée, au cours de I’hibernation
ou de je(ines de longue durée. Cette étude a impliqué pour la premiére fois la voie LKB1/AMPK

dans la longévité cellulaire.

Les kinases activatrices de SnRK1 chez A. thaliana

Apreés la découverte des kinases amont de levure et animales, deux équipes ont rapidement
établi le rapprochement, par comparaison de séquences, avec plusieurs kinases végétales (Figure
48). Deux protéines candidates sont ressorties de ces analyses, les kinases AtSnAK1/GRIK2 et
AtSnAK2/GRIK1 (« A. thaliana SnRK1-Activating Kinases1/2 » [ « Geminivirus Rep-Interacting Kinase
2/1») (Shen & Hanley-Bowdoin, 2006; Hey et al., 2007). Ces protéines avaient initialement été
identifiées comme capables d’interagir avec la protéine Rep du Géminivirus (Kong & Hanley-
Bowdoin, 2002), protéine essentielle a la réplication de "ADN viral dans la cellule végétale héte
(Elmer et al., 1988). Ces deux kinases, dont seules les dénominations SnAK1 et SnAK2 seront
utilisées lors de cette thése, complémentent le triple mutant de levure elm1 sakt1 tos3 en
restaurant la capacité de cet organisme a pousser sur une source alternative de carbone (Hey et

al., 2007) (cf. Introduction 1.7).

Les données des puces Affymetrix nous renseignent sur les profils d’expression des genes
SnAK1 et SnAK2. Globalement, SnAK1 est 5 a 7 fois plus exprimé que SnAK2 dans I’ensemble de la
plante. Les ARNm des deux génes, bien que détectés tout au long du développement
d’Arabidopsis, sont fortement accumulés pendant les stades précoces. En effet, AtSnAK1 est
spécifiguement exprimé dans le grain de pollen alors qu’AtSnAK2 ’est dans la graine et tous deux
sont présents au cours du développement embryonnaire (Figure 52A). Si 'on s’intéresse aux
produits de ces génes, il est trés intéressant de remarquer que cette expression concentrée dans
les tissus reproducteurs se confirme. Ainsi les deux protéines sont détectées par western-blot
dans les boutons floraux, les fleurs et les siliques avec un avantage certain une fois encore pour
AtSnAKi1 (Figure 52B) (Shen & Hanley-Bowdoin, 2006). Ces protéines ont également été détectées
dans les trés jeunes tissus de plantules (méristéme apical caulinaire et premiéres feuilles)
(AtSnAK1 et 2) et dans les feuilles en croissance (AtSnAK1) (Shen & Hanley-Bowdoin, 2006; Shen

et al., 2009). Cette méme équipe a démontré que la protéine AtSnAK2 était présente en méme
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Figure 53. Alignement des séquences des boucles d’activation (T-loop) des kinases de la famille
SNF1/AMPK/SnRKi1. (A) Structure type d’une protéine kinase avec ses deux lobes et sa boucle d’activation située
au niveau du sillon catalytique (Structure de la PKA, PDB 3KKV). (B) Schéma des 12 domaines d’une protéine
kinase. (C) Alignement des domaines T-loop des kinases de la famille SNF1/AMPK/SnRK1 de la levure (Sc, S.
cerevisiae), de ’'homme (Hs, H. sapiens) et d’A. thaliana (At). La thréonine conservée et phosphorylée est
encadrée enrouge.

AtSnRK1a1

Figure 54. Jeux de phosphorylation entre AtSnAK1 et AtSnRKi. Dans un premier temps, AtSnAK1 s’auto-
phosphoryle sur son résidu Thr153, mécanisme bimoléculaire activant cette protéine. Dans un second temps, la
kinase amont et AtSnRK1 se phosphorylent réciproquement, AtSnAK1 activant sa cible (P-Thr175) et AtSnRKi1
rétro-inhibant sa kinase amont (P-Ser206). Les modeéles ont été réalisés par P. Crozet au cours de sa thése en
collaboration avec S. Nessler, AtSnAK1 a partir de la structure de MEK1 (PDB 3E8N) et AtSnRK1a1 a partir de
AMPK a2 (PDB 2H6D).
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temps que AtSnRK1a1 au début du développement de la jeune plantule et que ceci pouvait étre
corrélé avec la phosphorylation activatrice de la Thr175 de AtSnRK1a1 (Figure 52C) (Shen et al.,

2009).

Les travaux menés en parallele par 'équipe de L. Hanley-Bowdoin et au sein de notre
laboratoire ont établi la relation étroite existant entre ces kinases amont et les sous-unités
catalytiques des complexes SnRK1. Le premier élément liant les deux acteurs est I’activation par
phosphorylation de la thréonine 175 d’AtSnRK1au1, située sur la boucle d’activation conservée chez
les protéines kinases (Thr176 dans le cas d’AtSnRK1az2) (Figure 53) (Shen et al., 2009; Crozet et al.,
2010). Cette activation est cohérente avec I'observation faite par ces auteurs qu’une protéine
recombinante AtSnRK1a1 produite chez E. coli ne posséde qu’une trés faible activité basale si ce
résidu n’est pas phosphorylé. La séquence compléte de régulation des kinases végétales
AtSnRK1a1/2 par AtSnAK1/2 s’avére étre un mécanisme complexe (Crozet et al., 2010). Dans un
premier temps, AtSnAK1 s’auto-phosphoryle sur sa thréonine 153 (154 dans le cas de AtSnAK?2), ce
qui active la protéine. Par la suite, les deux kinases se phosphorylent I’'une et ’autre. Tandis que la
kinase amont active sa cible AtSNRK1a1/2 sur les résidus Thr175/176 comme décrit précédemment,
cette derniére est capable de rétro-inhiber AtSnAK1 en ciblant le résidu Ser260 (ou Ser261 dans le

cas de AtSnAK?2) (Figure 54).

La relation entre ces deux kinases végétales, inédite chez les eucaryotes, peut étre

interprétée comme un mécanisme finement contrélé de 'activation des complexes AtSnRK1.

Objectifs et stratégies

Dans cette optique de compréhension de la régulation de la voie de signalisation SnAK/SnRK1,
nous avons opté pour une approche biochimique des kinases activatrices SnAK1 et 2 en paralléle
de I’étude des mutants perte-de-fonction correspondants. Dans un premier temps une approche
in vitro nous a permis de simplifier notre modéle et de nous pencher sur I’étude d’une éventuelle
régulation métabolique de ces kinases. En second lieu, les mutants d’insertion ADN-T se sont
révélés un outil pertinent d’analyse de la fonction de ces protéines dans les stades précoces du

développement d’Arabidopsis.
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Un nouveau lien entre homéostasie
énergétique et prolifération

cellulaire chez les plantes

Manuscrit soumis a la revue « The Plant Journal » le 19 octobre 2012

(Annexe Il, p. 134)
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Figure 70. Schématisation du cycle cellulaire chez les eucaryotes. Le cycle se
déroule en 4 phases: deux phases dites « Gap » (G1 et G2) séparant la phase de
réplication de ’ADN nucléaire S et la phase de division mitotique M. Les
« cyclin-dependent kinase » (CDK) majeures d’Arabidopsis intervenant dans les
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Figure 71. Structure du complexe CDK2/cycA/p27X"" de mammiféres. Les
fragments suivants ont été cristallisés: CDK2, résidus 13 a 298 (Cyclin-Dependent
Kinase, en cyan); cycA, résidus 175 a 432 (cycline, en jaune); p27¢™, résidus 25 a 93
(p27X'P' « cyclin-dependent kinase inhibitor », en rouge). La boucle d’activation (T-
loop) de la CDK est en orange et son domaine d’interaction « PSTAIR » avec la
cycline en violet. Le domaine conservé avec les KRP (« KIP-Related protein
kinase ») est en noir (cf. figure IR3.3) (PDB 1JSU).
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4. UN NOUVEAU LIEN ENTRE HOMEOSTASIE ENERGETIQUE ET PROLIFERATION CELLULAIRE CHEZ

ARABIDOPSIS

4.1. Introduction

Contrairement a son orthologue animale, peu de cibles directes de SnRK1 ont été
caractérisées a ce jour (cf. figure 21). La fonction primaire de gardien de I’homéostasie
énergétique semble bien conservée chez les plantes, mais par quelles voies traduit-elle cette
fonction sur le métabolisme et la cellule ? De plus, cette fonction apparaissant dogmatique, il est
intéressant de se demander si un tel régulateur, a I'image d’autres protéines telles que AKT ou
TOR, pourrait s’en écarter et accomplir d’autres fonctions. Récemment, la mise en évidence d’une

nouvelle cible de PAMPK, Pinhibiteur de cycle cellulaire p27 "™

, a retenu notre attention.
L’existence de la petite famille multigénique des KRP, orthologues de cette kinase chez A.
thaliana, nous a amenés a rechercher si un tel lien entre métabolisme et cycle cellulaire existait

chez les plantes.

Le cycle cellulaire chez les eucaryotes

Chez les eucaryotes, le cycle cellulaire se divise en deux étapes principales, la réplication ou
synthése de I’ADN durant la phase S et la répartition du matériel génétique répliqué en deux
cellules filles lors de la mitose (ou phase M). Ces deux intervalles sont séparés par deux phases
dites « gap », G1 précédant la phase S et G2 précédant la phase M. Lors de la phase G1, la cellule
intégre les signaux favorables ou non a la division cellulaire (facteurs mitogénes ou anti-
mitogenes). La phase G2 est une période de latence nécessaire a la vérification du matériel
génétique néo-synthétisé ainsi qu’a la synthese des protéines intervenant dans la suite du cycle
(Figure 70) (Komaki & Sugimoto, 2012). Une « déviation » de ce cycle peut intervenir lorsque les
cellules abandonnent la prolifération au profit de la différenciation. Cette étape peut
s’accompagner d’une augmentation de la ploidie par le phénoméne d’endoréplication.
L’augmentation stable du génome résultant d’une succession de phases S sans mitose, peut étre
associée a une croissance cellulaire (Komaki & Sugimoto, 2012). Chez les plantes, le phénoméne
de différenciation est réversible, on parle de totipotence des cellules végétales, celles-ci étant
capables de réintégrer un cycle prolifératif.

Un premier point de contréle intervient a la transition G1-S, n’autorisant la réplication de ’ADN
que si les conditions endogénes et environnementales sont favorables. Un second intervient a la
transition G2-M, ne permettant I'entrée en mitose que si les protéines nécessaires ont été

synthétisées. Les mécanismes régulant la progression du cycle cellulaire impliquent trois groupes
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Figure 72. La famille AtKRP, orthologues fonctionnels de p27X"®' chez A. thaliana. (A) Localisation de la
séquence partagée entre p27XP' de rat et les KRP (en gris). Le domaine d’interaction avec les complexes
CDK-cycline est en violet. (B) Les protéines AtKRP1-7 sont les homologues de p27%" sur la base de
I’lhomologie d’une partie du domaine d’interaction avec le complexe CDK-cycline. (C) Les 7 protéines AtKRP
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avec Rnp27X" varie de 48 a 82% entre les AtKRP et de 48 a 68% entre les AtKRP et Rnp27X'P".
Rn, Rattus norvegicus.
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majeurs de protéines. Les « Cyclin-Dependent Kinases » (CDK) s’associent avec des cyclines (cyc)
afin de réguler les deux transitions G1-S et G2-M. Ce module hétérodimérique CDK-cycline est tres
bien conservé chez les eucaryotes. Les derniers acteurs de ce module de contréle sont les
inhibiteurs du cycle cellulaire ou « CDK Inhibitors » (CKI). Dés 1996, Russo et collégues ont résolu

la structure du complexe CDK2-cycA-p27""

(Figure 71) (Russo et al., 1996). Une des difficultés
surmontées par cette équipe est inhérente a une particularité de cet inhibiteur. En effet, il s’agit
d’une protéine dite intrinsequement non conformée ou non-structurée (IDP, «Intrinsically
Disordered Protein ». En ne produisant qu’un fragment recombinant de cette protéine (du résidu
25 au résidu 93) les auteurs ont réussi a montrer qu’il présentait un repliement partiel en hélice
alpha au contact du complexe CDK2-cycA.

Chez Arabidopsis, ce sont principalement la CDKA;1 d’une part et les CDKB1 et 2 d’autre part
qui régissent respectivement les transitions G1-S et G2-M. L’orchestration de ces acteurs est a
P’origine d’un controle complexe et fin du cycle cellulaire (De Clercq & Inzé, 2006; Van Leene et dl.,
2007, 2011; Komaki & Sugimoto, 2012). Une particularité des végétaux est de compter un grand
nombre de membres de chacune de ces trois familles. Chez Arabidopsis, plusieurs familles de CDK
(A-G) sont décrites mais seule I'unique CDKA (CDKA;1) s’apparente aux CDK humaines et
complémente le mutant de levure thermosensible cdc2/cdc28 (De Clercq & Inzé, 2006). La CDKA;1
est la kinase majeure régulant la transition G1-S tandis que les CDKB1 et B2 contr6lent le passage
de la phase G2 a la mitose (Figure 70) (Komaki & Sugimoto, 2012). Ces kinases ne sont actives que
si leur T-loop est phosphorylée (notamment par les CDKD et F chez A. thaliana) et associées a une
cycline par lintermédiaire du domaine PSTAI/LR dans le cas des CDK de type A. Ces deux
événements permettent le positionnement correct de la boucle d’activation dans le sillon
catalytique de la kinase et en conséquence son activation (Figure 71) (Dissmeyer et al., 2007;
Takatsuka et al., 2009). Comme présenté précédemment, les CKI, qui ont principalement un effet
inhibiteur sur les complexes CDK-cycline, ont également un r6le majeur dans la régulation du cycle

cellulaire chez les végétaux (De Clercq & Inzé, 2006).

Les inhibiteurs du cycle cellulaire

Chez les mammiféres

Chez les mammiféres, il existe deux familles de CKI, les INK4 (avec 4 membres) et les Cip/Kip
(avec trois membres). Les INK4 sont connus pour leur capacité a entrer en compétition avec les
cyclines D dans l'interaction avec CDK4 ou CDK6, résultant en Pinhibition de leur activité kinase
(De Clercq & Inzé, 2006). La seconde famille d’inhibiteurs comprend p21“", p27**' et p57'™ qui
partagent un domaine d’interaction avec les complexes CDK-cyclines sur leur partie N-terminale.

CIP1

La surexpression de p21“"' conduit & I’arrét du cycle en phase G1 (Harper et al., 1995). p21“"et

68



C,
3 %
7
€

(&>
%
7

Phy Ps v
o
d
1849620 — AtKRP7 | \ \ ' _—
Atig DK B et
mcd\‘mB N

Iat3g19150 - AtKRP6 |

Pt1

Cr

At3g50630 — KRP2
At2g23430 — KRP1

JE"t3§2481o - KRP5

Os11g0614800
OsKRP3

050980459900
OsKRP6

At5g48820 - KRP3

050280762400
OsKRP1

Zmcdki2

At2g32710 - SIKrp1

L KRP4
) 050680213700
é}@(‘ OsKRP2
Q,
Ux

Figure 73. Arbre phylogénétique de la famille d’inhibiteurs du cycle cellulaire KRP et de leurs homologues
fonctionnels chez les végétaux et les animaux. Les relations ont été analysées sur la base de la conservation des
domaines d’interaction avec les complexes CDK-cycline (cf. figure IR3.3). Arbre réalisé avec le logiciel TreeView par le Dr

Yves Henry.
At, Arabidopsis thaliana; Ce, Caenorhabditis elegans; Dm, Drosophila melanogaster; Mm, Mus musculus; Os, Oryza sativa; Rn, Rattus norvegicus.
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p27""" s’associent aux complexes CDK1-cycA et inhibent tous deux leur activité (Chibazakura et dl.,

2004) (Figure 71). Ils sont également capables de s’associer aux complexes CDK2-cyclines (p21""

KIP1 KIP1

et p27° ") et CDK4-cycD (p27""). Toutefois, il a été montré que ces CKI sont capables d’interagir
avec des cyclines de type E dans un mécanisme favorable a la progression du cycle (Sherr &
Roberts, 1999). p27"" favorise en outre I’association et I'import dans le noyau des complexes

CDK4/6-cycD (Coqueret, 2003). De méme, il a été montré que p21“"

est présent en association
avec des complexes CDK-cycline dans des cellules cyclantes, dénotant deux fonctions

antagonistes, réintroduites et discutées plus loin dans ce chapitre (De Clercq & Inzé, 2006).

Chez Arabidopsis thaliana

Chez la plante modeéle, deux familles d’inhibiteurs sont connues. La famille SIM/SMR
(« Siamese/Siamese-related », identifiée relativement récemment, avait été précédemment
impliquée dans I’endoréplication (Walker et al., 2000). Les 14 protéines, la protéine SIM et 13 SMR,
ont par la suite clairement été décrites comme inhibitrices du cycle (Churchman et al., 2006; Peres
et al., 2007). Cette famille intervient notamment dans la différenciation des trichomes (Van Leene
et al., 2011). La seconde famille tient son nom de ’lhomologie, bien que limitée, avec I'inhibiteur

KIP1

animal p27""' (« Kip-Related Proteins » 1 a 7, KRP1-7) (De Veylder et al., 2001; Nakai et al., 2006).

L’homologie de séquence entre elles correspond au domaine d’interaction avec les complexes

CDK-cyclines situé sur la partie N-terminale de p27 "™

et a ’extrémité C-terminale des KRP (Figure
72). Ce domaine est en outre essentiel a I'activité inhibitrice des CKI. C’est sur la base de ce
domaine qu’a été réalis€é I'arbre phylogénétique de la figure 73 présentant la parenté
apparemment commune des CKI végétaux de cette famille. Nous pouvons également remarquer
que sur cette base KRP6 et KRP7 sont deux inhibiteurs du cycle d’Arabidopsis trés proches
phylogénétiquement. Par ailleurs, il a été montré, cette fois sur la base d’alignements de
séquences entiéres et par la réalisation d’'un modele évolutif des inhibiteurs végétaux (Torres
Acosta et al., 2011), que KRP1, KRP2, KRP6 et KRP7 forment un premier groupe capable d’interagir
avec les CDC2a et les cyclines de type D, et que KRP3, KRP4 et KRP5 forment un second groupe,

plus éloigné de p27™

, et n’interagissant qu’avec les cyclines de type D (Zhou et al., 2002).

Les KRP montrent des profils d’expression en partie redondants notamment au niveau des
feuilles (Figure 74A), ce qui explique certainement pourquoi les mutants d’insertion krp2, krp3,
krp6 ou krp7 d’A. thaliana ne montrent pas d’altération phénotypique apparente. De méme, les
doubles mutants d’insertion krp6/krp7 (ou des plantes modifiées par la méthode d’ARN
interférant ciblant ces deux genes) ne montrent pas de phénotype particulier. Enfin, méme le

triple mutant krp3/krp6/krp7 se développe comme une plante sauvage (Millan, 2011). Cette

absence de phénotype lorsque les deux génes KRP6 et KRP7 sont affectés peut cependant
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paraitre surprenante puisque ces deux inhibiteurs, proches phylogénétiquement, présentent des
profils d’expression différents au cours du développement floral. En effet, KRP6 est exprimé dans
le réceptacle floral puis fortement dans les grains de pollen tandis que KRP7 est exprimé dans les
anthéres, puis les grains de pollen et enfin, les gamétophytes femelles (Figure 74B). Par contre, la
surexpression des génes de cette famille entraine un phénotype tres caractéristique. Les plantes
surexprimant AtKRP1, AtKRP2, AtKRP3, AtKRP4 ou AtKRP6 ont des feuilles plus petites que les
plantes sauvages et présentant une forte dentelure (Figure 75). L’inflorescence de ces plantes est
dite « en grappe » et, de facon générale, la floraison a lieu de facon précoce (De Veylder et al.,
2001; Zhou et al., 2002; Liu et al., 2008). De plus, il a été montré chez le tabac que la surexpression
de NtKISta augmente la taille des cellules du mésophylle et réduit la capacité des cellules de

feuilles de rosette a la callogénese (Jasinski et al., 2002; Le Foll et al., 2008).

Les KRP et le cycle cellulaire

Profils d’expression des KRP

Sur la base de leur profil d’expression tissulaire, De Clercq et Inzé (2006) ont classé les KRP en
trois groupes, suggérant ’existence d’une ou plusieurs fonction(s) particuliere(s) pour chacun. Le
premier groupe comprend KRP1 et KRP2 dont I'expression semble cantonnée aux tissus en
endoréplication et leur rdle pourrait étre de promouvoir la polyploidie. Le second groupe est
constitué des genes KRP3, KRP6 et KRP7 exprimés dans les cellules en endoréplication et
cyclantes, indiquant un réle important de ces protéines a la fois dans la prolifération cellulaire et
dans I’endoréplication. Enfin, KRP4 et KRP5 ont une expression cantonnée au cycle mitotique et
leur role pourrait donc s’y restreindre (Figure 76) (Ormenese et al., 2004; Komaki & Sugimoto,
2012). D’autre part, des données d’expression obtenues a partir de suspensions cellulaires
permettent de visualiser des différences notables d’expression de ces génes au cours du cycle.
Par exemple, KRP2 et KRP7 sont exprimés tout au long du cycle tandis que certains inhibiteurs ont
des profils plus spécifiques. C’est le cas de KRP1, dont I’expression apparait comme spécifique des
transitions G1-S et G2-M ou de KRP5, spécifique de la phase S (Menges et al., 2005). L’ensemble
des données d’expression des génes KRP suggére une distribution tissulaire différentielle de ces
sept protéines (Figure 74), en fonction de I’état cyclant ou non des cellules, et améne ’hypothese
de roles variés des inhibiteurs d’Arabidopsis dans la progression du cycle (Figure 76).

KIP1

Réle de p27™"" et des KRP dans la transition G1-S du cycle cellulaire

KIP1

La protéine de mammiféres p27" ', tout comme les protéines végétales KRP, intervient

notamment dans la transition G1-S du cycle cellulaire. p27""™

, en se fixant aux complexes CDK2-
cycE, inhibe leur activité et maintient les cellules en phase G1. C’est uniquement lorsque les

complexes composés des CDK4 ou 6 et de la cycline D recrutent I'inhibiteur que les complexes
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Figure 75. Phénotypes de plantes surexprimant différents membres de la famille des KRP. (A)
Phénotype de feuilles d’Arabidopsis surexprimant KRP1 (zone encadrée en rouge) en comparaison
avec des feuilles de plantes sauvages (WT). (B) Phénotype de feuilles d’Arabidopsis surexprimant
KRP4. (C) Phénotype de rosettes et feuilles d’Arabidopsis surexprimant AtKRP6. (D) Phénotype de
rosettes et feuilles d’Arabidopsis surexprimant AtKRP2. (E) Taille des cellules du mésophylle
d’Arabidopsis surexprimant AtKRP2. Les barres correspondent a 10opm. (F) Taille des cellules du
mésophylle de plantes de tabacs surexprimant NtKIS1a. Les barres correspondent a 10opum. (G)
Aptitude a la callogénése altérée de disques foliaires de tabac surexprimant NtKIS1a. La barre
correspond a 1cm.

A, B et Cd’aprés Zhou et al., 2002. D d’aprés Jasinski et al., 2002 et Liu et al., 2008. E, F et G d’apreés
Jasinski et al.,2002 et Le Foll et al., 2008.
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Figure 76. Régulation de I'expression des transcrits des génes KRP au cours du cycle et réles putatifs dans
I’endoréplication et/ou le cycle mitotique. La famille KRP se répartit en trois profils d’expression tissulaire: le groupe 1
(AtKRP1 et 2) est exprimé dans les cellules en endoréplication, le groupe 2 (AtKRP3, 6 et 7) est exprimé uniquement
dans des cellules mitotiques et le groupe 3 (AtKRP4 et 5) comprend des KRP exprimées dans les deux types cellulaires.
Les fleches indiquent la présence des transcrits au cours du cycle.
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CDK2-cycE peuvent enclencher la transition G1-S et la poursuite du cycle (Winston et al., 1996). A

KIP1

ce stade, la CDK2 phosphoryle p27™"" sur sa thréonine 187, mécanisme conduisant I'inhibiteur vers

une dégradation dépendante du protéasome 26S (Figure 77) (Morisaki et al., 1997; Sheaff et dl.,
1997).

Chez Arabidopsis, la transition G1-S fait intervenir les complexes CDKA;t1-cycD (Figure 77)
(Kono et al., 2006; Van Leene et al., 2010). Ceux-ci nécessitent d’étre activés par les complexes
CDKD/F-cycH. En réponse a des facteurs anti-mitogenes, les hétérodiméres CDKA;1-cycD sont alors
inhibés par les KRP (Van Leene et al., 2010). L’engagement en phase S est rendu possible par
Pactivation des complexes CDKA;1-cycD/A. En effet, la phosphorylation des protéines RBR,
impliquées dans les interactions protéine-protéine, libére les facteurs DP/E2Fa-b activateurs de la
transcription d’une part et d’autre part la phosphorylation/inhibition des ensembles RBR/DP/EF2c
active la transcription. Il en résulte I’expression de génes essentiels pour la phase S, parmi
lesquels figurent en bonne place les CDKB (Van Leene et al., 2010, 2011).

KIP1

Régulation post-traductionnelle de p27™" " et ses conséquences au-dela du cycle cellulaire

La protéine p27 "

est sujette a de nombreux événements de phosphorylation (Vervoorts &
Luscher, 2008), conduisant pour certaines a I’export nucléaire ou la séquestration cytoplasmique
de linhibiteur (Figure 78A). Qu’en est-il alors des conséquences d’une telle relocalisation sur la
fonction de cette protéine ? Une fonction majeure associée a cette fraction cytoplasmique est la
régulation de la mobilité ou migration cellulaire. Plusieurs études ont en effet montré que p27""
est capable d’inhiber la mobilité cellulaire lors du développement embryonnaire ou neuronal. Ce
mécanisme implique I’association avec les protéines RhoA et I’'inhibition de leur activité favorable
a la synthese des filaments d’actine et aux interactions actine-myosine (Besson et al., 2004, 2008).
Récemment, la mutation de la kinase JNK (« c-Jun N-terminal Kinase ») a été corrélée a une baisse
du niveau de phosphorylation du résidu Ser10 et a une diminution de I’adhésion cellulaire (Kim et
al., 2012). Par ailleurs, Serres et collegues (2011) ont montré que la transformation de souris par

KIP1

une forme modifiée de p27"", incapable d’interagir avec les CDK-cyclines, résultait en

’augmentation du nombre et de I'agressivité des tumeurs chez ces animaux en comparaison a

KIP1-/-

des mutants KO p27™""", suggérant I'acquisition d’une nouvelle fonction en plus de la perte de

KIP' an tant

leur réle d’inhibiteur du cycle. Ces phénomeénes concordent avec la classification de p27
qu’oncogeéne, puisque le relachement du cytosquelette et la perte d’adhésion cellulaire sont tous
deux des facteurs associés au développement de zones tumorales.

La phosphorylation d’un méme site par différentes kinases est également intrigante. Ainsi,

KIP1

AKT phosphoryle p27™"" sur sa Thr157 mais SGK1 est également capable de cibler ce résidu. Il a été

montré que cet événement faisait intervenir les complexes TORC1. L’introduction générale a
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précédemment détaillé la relation existant entre ces kinases. Le complexe mTOR-Raptor se lie et

KIP1

active SGK1, promouvant la phosphorylation de la Thri57 de p27~"" et son exclusion du noyau

(Hong et al., 2008). Ceci est appuyé par I"accumulation de cet inhibiteur dans le noyau en réponse
a un traitement par la rapamycine (Moss et al., 2010). Toutefois, il ne s’agit pas de "unique relation
existant entre cet inhibiteur de mammiféres et les complexes TOR puisque, dans cette méme

étude, les auteurs démontrent que la migration cellulaire est affectée lorsque les transcrits des

génes codant les membres du complexe TORC2 sont inhibés, ceci étant dépendant de p27°"".

Par ailleurs, les fonctions de p27'"" dans les tissus en développement semblent différentes de

celles associées aux tissus cancéreux. Par exemple, Godin et collegues (2012) ont montré que

p27"" s’associe directement aux microtubules et promeut leur polymérisation, favorisant la

migration des neurones. Il est également intéressant de noter que, dans un contexte de stress

KIP1

métabolique (carence en glucose), p27"" ' est dégradé par le protéasome, mécanisme ayant pour

conséquence de réduire la mobilité cellulaire et potentiellement de prévenir la dégénérescence

cellulaire (Nagano et al., 2011).

KIP1

Enfin, une relation étroite a été établie entre p27~"" et ’AMPK dans plusieurs études

successives. En 2007, des travaux ont mis en évidence la phosphorylation de la Thr198 par TAMPK

(Liang et al., 2007). L'utilisation de protéines chimériques exprimant la protéine fluorescente YFP

T198D

montre que la forme mutée YFP-p27 (Thr198 mutée en aspartate, modification mimant une

phosphorylation constitutive de par la charge négative apportée) est plus stable que les formes

T198A

sauvage YFP-p27"" et non phosphorylable YFP-p27 (Thr198 mutée en alanine). Les auteurs

T198D

précisent que la forme «phosphorylée » p27 induit I’arrét en phase G1 du cycle, résultat

logique aux vues du réle de p27""

a lintérieur du noyau de cellules cyclantes mais incohérent
avec les observations faites plus loin dans cette étude. En effet, les auteurs observent une
augmentation du nombre de vésicules autophagiques dans le cytoplasme de cellules exprimant
p27"" en comparaison a des cellules p27*". En 2008, un second événement de phosphorylation
de cet inhibiteur par FAMPK est mis en évidence sur le résidu Thr170, cette phosphorylation
provoquant la séquestration cytoplasmique de p27“™ (Short et al., 2008). Ce n’est qu’en 2010 que
cette méme équipe parvient a associer ces deux phosphorylations séquentielles en proposant un

KIP1

modele selon lequel p27™"" serait primo-phosphorylée sur sa Thr170, puis, apres la relocalisation

cytoplasmique engendrée, phosphorylée une seconde fois par ’AMPK sur son résidu Thr197

(correspondant au résidu Thr198 de p27 "™

chez le rat) (Short et al., 2010). Ceci réorienterait
P’inhibiteur du cycle vers une fonction favorable au maintien de I"autophagie. Ce mécanisme, ainsi
que sa pertinence physiologique prenant en considération le r6le de ’AMPK, sont discutés a la fin

de ce chapitre.
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phosphorylation par AKT de la Thr157 qui induit I'interaction avec une protéine de type 14-3-3 et la séquestration dans le
cytoplasme (Shin et al., 2002/2005; Liang et al, 2002; Viglietto et al., 2002) (3). La P-Thr170 a un effet similaire. Plusieurs
sites ont un role de stabilisation de la protéine dans le cytoplasme (Ser10, Thr157 et Thr198) conduisant p27X'F* vers
d’autres fonctions., notamment le réarrangement du cytosquelette par I'intermédiaire des GTPases RhoA. Les

phosphorylations ayant un effet positif sur p27/" sont en bleu, celles ayant un effet négatif en rouge .

AMPK, « AMP-activated kinase »; AKT, « Ak-thymoma »; CDK, « cyclin-dependent kinase »; hKIS, « human kinase interacting stathmin »;
INK, « c-Jun N-terminal kinase »; MIRK, « minibrain-related kinase »; NES, « nuclear export signal »; NLS, « nuclear localisation signa »l; S6K,
« S6-kinase »; SGK1, « stress-activated protein kinase interacting protein 1 »; Stab. (14-3-3), « stabilisation par interaction avec une protéine

de type 14-3-3 »
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Objectifs

La relation décrite entre p27""™

et PAMPK chez I'animal a ouvert un nouveau pan
d’investigation. Dans ce contexte, la question de I’existence de cette relation, et plus largement,
du lien entre métabolisme et cycle cellulaire, nous a semblé trés intéressante. Dans un premier
temps, nous avons recherché un lien biochimique entre SnRK1a1 et les membres de la famille KRP
d’Arabidopsis. La mise en évidence d’un tel lien entre les deux partenaires a soulevé la question de
la fonction biologique de cette relation. Afin d’y répondre, des expériences en systeme
hétérologue ont été conduites. Finalement, nous avons souhaité comprendre quel était I'impact a

I’échelle de la plante entiere d’un tel mécanisme et quelle était sa pertinence physiologique dans

le cadre des fonctions connues de SnRK1.

73



A

AtKRP1 e
AtKRP2 )
AtKRP3 B |-_P.| .
AtKRP4 9 e B
AtKRP5 . ]
AtKRP6 E| h
AtKRP7 k
domaine Séquestration stabilité
B conservé cytoplasmique (14-3-3)
g | parer
IAKNSS9'SFGV VRKTPT‘5.2AAEI ‘
% | AtKRP6 M
Q 5 : :
o : : 20 aa
S MEKSPT'5'QAE
% H q
< | AtkrP7 ﬂgf :

‘e >
domaine d’interaction avec
le complexe CDK-cycline

Figure 79. Les protéines AtKRP présentent des sites de phosphorylation SnRK1-consensus. (A) L’analyse in silico des 7
membres de la famille AtKRP1-7 avec la séquence consensus [ MLVFI]-X(0,1)-[RKH]-X(2,3)-[ST]-X(3)-[MLVFI] révele des
sites de phosphorylation potentiels par SnRK1 (ExPaSy, ScanProsite, DeCastro et al., 2006). (B) Les protéines AtKRP1-7
sont les orthologues de p27X™ sur la base de I’lhomologie d’une partie du domaine d’interaction avec le complexe
CDK/cycline. Les sites de phosphorylation potentiels par AtSnRK1 ont été positionnés, le résidu potentiellement
phosphorylé est en rouge.
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4.2. La phosphorylation de KRP6 et 7, homologues de p27KIP1, par SnRKi1, relie

’homéostasie énergétique et la prolifération cellulaire chez Arabidopsis

Les résultats présentés dans ce chapitre sont le fruit de travaux menés en collaboration
étroite avec Laurine Millan au cours de sa thése (en particulier pour les expériences de levure).
Frangois Rey et Mélanie Héry, respectivement stagiaires de M2 et de BTS en 2011, ont également
largement contribué a ces travaux qui n’auraient vu le jour sans la curiosité scientifique de Pierre

Crozet.

Les CKI d’Arabidopsis présentent des sites consensus de phosphorylation par SnRK1

Dans un premier temps, une étude in silico des 7 membres de la famille AtKRP a permis de
mettre en évidence la présence de sites de phosphorylation consensus de SnRK1 ([MLVFI]-X(0,1)-
[RKH]-X(2,3)-[ST]-X(3)-[MLVFI]) sur les protéines AtKRP3, 4, 6 et 7 (Figure 79A). De maniére
intéressante, AtKRP6 et 7 présentent un site de phosphorylation sur un résidu conservé (Thr 152
et 151 respectivement), situé dans le domaine d’interaction avec le complexe CDK/cycline (Figure
79). De plus, il est intéressant de noter I'existence d’un second site de phosphorylation (Serg1) sur
AtKRP6, absent de la protéine AtKRP7. L’alignement protéique présenté en figure 79B. de ces
deux protéines avec ’homologue p27"" du rat indique clairement que les sites prédits différent
de ceux déja identifiés chez ce dernier, présentés dans I'introduction de ce chapitre, et

caractérisant la relation entre ’TAMPK et I'inhibiteur de mammiféres.

Production et défauts de migration des protéines AtKRP6 et AtKRP7

Comme présenté précédemment (Chapitre | des résultats), la production des sous-unités du
complexe s’est préalablement apparentée a un défi et seule la fusion a une étiquette GST, située
en amont de la séquence d’intérét, a permis d’obtenir suffisamment de protéines dans la fraction
bactérienne soluble (Crozet, 2010). La production des inhibiteurs du cycle cellulaire AtKRP6 et
AtKRP7 a également nécessité plusieurs étapes de mise au point avant d’obtenir des rendements
satisfaisants. Une stratégie semblable a celle utilisée pour les protéines SnRK1 a finalement été
adoptée. Les phases ouvertes de lecture, apres avoir été clonées par restriction dans le vecteur
d’entrée du systéme Gateway®, ont été transférées par recombinaison dans le vecteur pDEST15,
permettant la fusion d’une étiquette GST a I’extrémité N-terminale. Ces protéines chimériques ont
ensuite été produites chez E. coli dans les conditions récapitulées dans le tableau 7.
L’autoradiographie (Figure 80) atteste de la qualité des productions des protéines de fusion GST-
AtKRP6 et GST-AtKRP7.

Il est ici nécessaire de souligner une particularité des protéines GST-AtKRP6 (21,4kDa) et

AtKRP7 (21,9kDa) (Tableau 5). Ces deux inhibiteurs présentent un index de repliement négatif
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Figure 80. Production des protéines recombinantes
AtKRP6 (sauvage et formes mutées) et AtKRP7,
étiquetées avec la GST. Autoradiographie apres
expérience de western blot. Les formes sauvages
(AtKRP6WT, AtKRP7VT) et mutées (AtKRP6ET'S0A,
AtKRP65°P  AtKRP6T52A,  AtKRP6'52P) ont été
produites fusionnées en N-ter a une étiquette GST.
La révélation par des anticorps dirigés contre la GST
atteste de la qualité des productions protéiques.

PN —
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Tableau 5. Détail des masses moléculaires
apparentes et réelles des protéines
AtKRP6 et 7.

Protéine Protéine Masse
(kDa) +GST  observée

(kDa)  surgel
(kDa)

AtKRP6 21,4 46,4 ~65
AtKRP7 21,9 46,9 ~60

Rat A. thaliana
p27471(91%) KRP6 (77%) KRP7 (78%)
0.75
B structuré
Il non-structuré
0.38 I
x
(0]
o
£ o0.00
o
o
L
-0.38
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o o o o ~ © o o o o © o o o n
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Position du résidu Position du résidu Position du résidu

Figure 81. Les protéines AtKRP6 et 7 sont des protéines intrinsequement non structurées. L’analyse
des séquences protéiques avec le logiciel Foldindex© (Prilusky et al., 2006) révéle un index de
repliement négatif sur 77% de la protéine pour KRP6 et 78% pour KRP7. Cette caractéristique est
connue pour leur homologue p27X*'(91% chez le rat).
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d’une grande partie de leur séquence (77% pour KRP6 et 78% pour KRP7), ce qui est le cas

également pour la protéine p27"™

avec 91%, alors que ce taux n’est respectivement que de 29% et
33% pour SnRK1a1 et CDKA;1 (Foldindex®) (Prilusky et al., 2005) (Figure 81). Cet index de
repliement négatif élevé suggere que ces protéines n’adoptent pas de conformation et sont
intrinséquement non-structurées. De ce fait, de telles protéines peuvent présenter des défauts de
migration sur gel SDS-PAGE comme le soulignent Westerhuis et collegues dans leur analyse du
comportement de différentes protéines soumises a électrophorese en gel de polyacrylamide
(Westerhuis et al., 2000). Ainsi, lors des expériences d’électrophorese effectuées au cours de nos
travaux, GST-AtKRP6 et GST-AtKRP7 migrent a des distances correspondant a des masses

moléculaires d’environ 65kDa et 60kDa respectivement, alors que leurs valeurs théoriques sont

de 46,4kDa et 46,9kDa (Tableau 7).

AtSnRK1a1 phosphoryle AtKRP6 et AtKRP7 in vitro

Des essais kinases ont été effectués pour tester la capacité de la protéine recombinante GST-
AtSnRK1a1 a phosphoryler les protéines GST-AtKRP6 et GST-AtKRP7. Ces tests d’activité ont été
effectués dans un milieu contenant la kinase GST-AtSnRK1a1, sa kinase amont GST-AtSnAK2
activatrice ainsi que GST-AtKRP6/7, en présence d’ATP radiomarqué. Aprés électrophorése, les
phosphorylations croisées entre AtSnRK1a1 et ses kinases amont AtSnAK1 et 2 (Crozet et al., 2010)
va se traduire par la mise en évidence de deux signaux autoradiographiques. Ainsi le signal
observé a 83kDa traduit la phosphorylation/activation de la sous unité AtSnRK1a1 par AtSnAK2
(Figure 82, pistes 1,3,5, bande a), alors que «celui a 68kDa reflete a la fois
I’autophosphorylation/activation de AtSnAK2 et la rétrophosphorylation/finactivation de AtSnAK2
par AtSnRK1a1 (Figure 82 pistes 1-5, bande b). La présence additionnelle de signaux a ~65kDa
(Figure 82 piste 5, bande ¢) et ~60kDa (Figure 82 pistes 3, bande d) s’est avérée un résultat tres
encourageant quant a la réalité in vitro d’un événement de phosphorylation de AtKRP6 et
AtKRP7. De plus, cette modification post-traductionnelle apparait bien SnRKi-dépendante
puisque la kinase AtSnAk2 seule s’avere incapable d’incorporer du phosphate radiomarqué sur ces
inhibiteurs du cycle cellulaire (Figure 82 pistes 2,4).

L’analyse en spectrométrie de masse (tandem MS/MS, travail réalisé par Benoit Valot,
plateforme PAPPSO, INRA du Moulon) a permis d’identifier clairement le résidu Thri51 de AtKRP7
comme cible de la phosphorylation (Tableau 6). Par contre, lors d’une premiére série d’analyses
LC-MS/MS, il n’a pas été possible de discriminer les deux thréonines 150 et 152 de AtKRP6, ces
deux résidus se trouvant sur le méme peptide. La modification de masse de 79,9 g.mol’
correspondant a I'ajout d’un phosphate (PO;*) nous avait néanmoins informés de I’existence d’un

événement de phosphorylation unique sur ce peptide. Nous avons donc décidé de mettre en
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Figure 82. Les protéines recombinantes GST-AtKRP6 et
GST-AtKRP7 sont phosphorylées in vitro par
AtSnRKia1. (A) Coloration au bleu de Coomassie des
protéines aprés SDS-PAGE des milieux réactionnels de
phosphorylation de GST-AtKRP6 et GST-AtKRP7 par
AtSnRK1a1. (B) Autoradiographie du gel révélant
incorporation de [y-32P]ATP sur les protéines GST-
AtSnRK1a1 (a), GST-AtSnAK2 (b) GST-AtKRP6 (c) et
GST-AtKRP7 (d).

Tableau 6. Identification par spectrométrie de masse des résidus phosphorylés sur GST-AtKRP7, GST-AtKRP6"T,
GST-AtKRP6150A, GST-AtKRP6T1500, GST-AtKRP6'152A et GST-AtKRP67152° par GST-AtSnRK1al.

Numérodu Description Nbde  Pourcentagede Peptide Résidu et
génechez  dugeéne peptides couverture dela modification de
Arabidopsis protéine I ENNS
At1g49620 KRP7 9 52 SPTQAELDDFFSAAER T3:+79.96633
At3gi9150  KRP6 7 54 KTPT152AAEIEDLFSELESQDDKKK T4:+79.96633
ELAEEAS13STSFSPLKK
KRP6T150A 13 54 KAPT152AAEIEDLFSELESQDDKKK T4:+79.96633
KRP6T'50D 10 54 KDPT152AAEIEDLFSELESQDDKKK T4:+79.96633
KRP6T152A 9 54 T150PAAAEIEDLFSELESQDDKKK no
ELAEEAS13STSFSPLKK(K) S7:+79.96633
KRPET52P 9 54 T150PAAAEIEDLFSELESQDDKKK no

ELAEEAS13STSFSPLKK S7: +79.96633
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place une approche de mutagénése dirigée afin d’identifier sans ambiguité la Thr concernée. Les
formes mutées suivantes ont été produites chez E. coli : GST-AtKRP6™™**, GST-AtKRP6'">°°, GST-
AtKRP6'>** et GST-AtKRP6'"*° (les conditions de culture de chaque forme sont récapitulées dans
la partie Méthodes, Tableau 1). La mutation d’une thréonine en alanine rend impossible la
phosphorylation tandis que la mutation en aspartate (chargé négativement) mime une protéine
constitutivement phosphorylée. La figure 83 présente la phosphorylation par SnRKia1 de
I’ensemble de ces variants protéiques. Comme décrit précédemment, nous retrouvons les
phosphorylations des protéines GST-AtSnAK2 et GST-AtSnRK1 a1 (bandes bleue et orange). Pour
I’ensemble des formes sauvage et mutantes d’AtKRP6 testées, un signal radioactif plus ou moins
intense selon les pistes est détecté. Malgré la volonté d’utiliser des quantités égales de chacune
des protéines (dosages effectués au nanodrop et par la technique de Bradford), il s’avére que
Iintensité des signaux varie fortement d’un puits a 'autre pour la protéine AtKRP6 mais
également pour les deux kinases AtSnRK1ia1 et AtSnAK2, empéchant par conséquent toute
conclusion relative a une quantification ou a une comparaison du niveau de phosphorylation.
Cette manipulation a été répétée 4 fois avec, a chaque reprise, des résultats variables pour les
formes mutantes (la forme sauvage GST-AtKRP6"" donnant cependant toujours lieu & un signal
radioactif). Il ne nous a donc pas été possible de conclure clairement par cette seule approche et
une analyse en spectrométrie de masse s’est avérée nécessaire. Les résultats de Ianalyse en
tandem MS-MS, détaillés dans le tableau 6, statuent clairement en faveur de la phosphorylation
du résidu Thri52 de la protéine GST-AtKRP6. Il est en second lieu trés intéressant de noter
I’existence d’un second site de phosphorylation lorsque ce résidu 152 est muté et donc non-
phosphorylable par la kinase. Ce site (Ser13) a été également détecté, aprés une seconde analyse
des échantillons, sur la forme sauvage GST-AtKRP6"' mais jamais sur les formes GST-
AtKRP6™*%et GST-AtKRP6'™°°, révélant une possible relation entre ces deux événements de
phosphorylation (Thri52 et Ser13). Enfin, cette analyse a également révélé trois sites de
phosphorylation sur la GST (Thr16, Ser108 et Thr 194) expliquant, au-dela de Ia
multiphosphorylation des formes GST-AtKRP6"", GST-AtKRP6">** et GST-AtKRP6'"°, la difficulté
a analyser correctement les autoradiographies (Figure 83B).

Par ailleurs, nous avons confirmé ce résultat en analysant la capacité de complexes
immunopurifiés a partir d’extraits protéiques de feuilles d’A. thaliana a phosphoryler les protéines
recombinantes GST-AtKRP6"" et GST-AtKRP7"". Deux signaux autoradiographiques sont visibles
sur la figure 84B correspondant aux tailles des deux protéines recombinantes. Ce résultat est tres
encourageant puisqu’attestant de la capacité des complexes immunopurifiés natifs a

phosphoryler GST-AtKRP6"™" et GST-AtKRP7"'. Une analyse en tandem MS/MS s’avérera
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Figure 83. Test de phosphorylation des formes
sauvage et mutées des protéines GST-AtKRP6 par
AtSnRK1a1 recombinante. (A) Gel SDS-PAGE de
dissociation des milieux réactionnels radioactifs (3h
d’incubation a 30°C en présence de 2uCi de [y-
32P]ATP, 1ug de GST-SnAK2, 3ug de GST-SnRK1a1 et
2pg de GST-KRP6/7). (B) Autoradiographie du gel.
(C) Gel SDS-PAGE de dissociation des milieux
réactionnels sans ATP radiomarqué (ATP 1mM); les
bandes encadrées ont été analysées en LC-MS/MS.
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Figure 84. Test de phosphorylation de
GST-AtKRP6 and GST-AtKRP7 par
AtSnRK1 immunopurifié . (A) Gel SDS-
PAGE de dissociation des milieux
réactionnels radioactifs (3h
d’incubation a 30°C en présence de 2uCi
de [y-32P]ATP, 2pg de GST-KRP6/7 et
17uL de complexe immunopurifié (cf.
Méthodes 2.2)). (B) Autoradiographie
du gel.
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Figure 85. AtSnRK1a1 et AtKRP6 interagissent physiquement dans le noyau de protoplastes de
tabac BY-2. La technique de BiFC a permis de mettre en évidence I'interaction de la protéine
AtKRP6-YFPN avec les protéines de fusion AtSnRK1a1-YFP¢ (A) et YFPS- AtSnRK1a1 (B).
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nécessaire afin de confirmer que les événements de phosphorylation se situent bien sur les sites

identifiés lors des essais précédents.

AtKRP6 interagit physiquement avec AtSnRK1at1 et la phosphorylation sur la thréonine 152
ne modifie pas sa localisation nucléaire

Suite a ces expériences visant a mettre en évidence la réalité biochimique d’une modification
post-traductionnelle liant AtSnRK1 et AtKRP6, il nous a semblé essentiel de vérifier si ces deux
acteurs étaient capables d’interagir physiquement in vivo. Pour ce faire, des protoplastes de tabac
BY-2 ont été transformés avec les plasmides pUC-SPYCE et pUC-SPYNE porteurs des phases
ouvertes de lecture des génes AtKRP6 et AtSNRK1ia1 respectivement. La technique de BiFC
(« Bimolecular Fluorescence Complementation ») a permis de mettre en évidence I'interaction de
la protéine AtKRP6-YFPN avec AtSnRK1a1-YFPC (Figure 85A) ou YFPC- AtSnRKi1a1 (Figure 85B)
exclusivement dans le noyau. Cette co-localisation est en accord avec les données de localisation
intracellulaire de ces deux protéines. En effet, I'inhibiteur AtKRP6 est localisé dans le noyau (Bird
et al., 2007) et AtSnRK1a1 est une protéine nucléo-cytoplasmique (Jossier, 2007; Bitrian et al.,
2011).

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a I'impact direct de la phosphorylation
du résidu 152 sur cette localisation. En effet, chez les mammiféres, la phosphorylation de la Thr170

KIP1

de p27~"" entraine I’exclusion du noyau et la séquestration dans le cytosol de I'inhibiteur. Pour
rechercher si un tel mécanisme existe lors de la phosphorylation de AtKRP6 par AtSnRK1a1 chez
Arabidopsis, nous avons suivi le comportement de protéines chimériques GFP-AtKRP6"", GFP-
AtKRP6'™>** et GFP-AtKRP6'® exprimées transitoirement dans des protoplastes d’Arabidopsis
(Figure 86). La forme sauvage, comme attendu, est présente dans le noyau, a I’exclusion du

nucléole. C’est également le cas des deux formes mutées (GFP-AtKRP6™**

non-phosphorylable et
GFP-AtKRP6'>*® mimant une phosphorylation). Ceci nous indique donc que, tout au moins dans
ces conditions, la phosphorylation du résidu Thr152 n’entraine pas la relocalisation de l’inhibiteur

AtKRP6 chez Arabidopsis.

La forme AtKRP6'">*°, mimant une protéine constamment phosphorylée, perd sa capacité a
inhiber la division de la levure

Sur la piste de la caractérisation de la fonction biologique du lien biochimique précédemment
caractérisé entre AtSnRK1 et AtKRP6, nous nous sommes efforcés d’apporter des preuves de
Ilimpact de cette phosphorylation in vivo. Dans cette démarche, Laurine Millan a mis en place au
laboratoire une expérience élégante en systéme hétérologue. Une souche de levure sauvage est
bien entendu capable de se diviser normalement a 25°C et 35°C (Figure 87A). Lorsque son unique

CDK, la Cdc28-4, est mutée, S. cerevisiae ne peut se diviser qu’a la température dite « permissive »
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Figure 86. Les formes mutées GFP-KRP6™5?A et GFP-KRP6''52P tout comme la forme
sauvage GFP-KRP6WT sont localisées dans le noyau des cellules du mésophylle
d’Arabidopsis.
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de 25°C et perd sa capacité a se diviser a 35°C (Figure 87B). Complémentée par la CDC28-4 de
levure ou par la CDKA;1 d’Arabidopsis, porteuse des mutations T14A et Y15F (CDKA;1-AF, forme
constitutivement active), la levure retrouve sa capacité a se diviser (Figure 87A et C). Comme
attendu, cette capacité n’est pas retrouvée lorsque la souche mutante est co-transformée par
CDKA;1 et Pinhibiteur AtKRP6" (forme sauvage, figure 87D) ou AtKRP6'* (forme non
phosphorylable, figure 87E). Cependant, lorsque la co-transformation est effectuée avec CDKA;1
et la forme AtKRP6'™*" (Figure 87F), la souche de levure se divise aussi bien qu’en absence
d’inhibiteur. Ceci indique qu’un état phosphorylé de la protéine (ou tout au moins la présence
d’une charge négative en position 152) empéche la fonction d’inhibiteur du cycle cellulaire.

Suite a ce résultat, nous avons souhaité rechercher si cette modification post-traductionnelle
était en mesure d’affecter la formation des hétérotrimeres KRP-CDK-cycline et, si oui, quel était le
mécanisme moléculaire impliqué. Pour ce faire, des tests d’interactions en systéme double-
hybride dirigé entre I'inhibiteur et la CDK d’une part et la cycline d’autre part ont été menés
(Figure 88). Des travaux antérieurs avaient déja montré que AtKRP6 interagit avec la CDKA ;1
d’Arabidopsis (De Veylder et al., 2001), résultat que nous avons également observé lors de nos
expériences (Figure 88A). Lorsque la thréonine 152 est mutée en aspartate (AtKRP6'),
I’interaction avec la CDKA;1 persiste, indiquant que la mutation de ce résidu ne semble avoir aucun
impact sur la capacité d’interaction des deux partenaires. De la méme facon, la forme sauvage
(AtKRP6"") interagit avec la cycline D3;1. Par contre, de facon trés intéressante, la forme
AtKRP6'>*” perd nettement sa capacité d’interaction avec cette cycline (Figure 88B).

Prises dans leur ensemble, ces expériences en systéme hétérologue nous indiquent que Ia
phosphorylation du résidu Thri52 d’AtKRP6 contrecarrerait la fonction inhibitrice de I’activité des

complexes CDK-cycline en empéchant ce CKI d’interagir avec la cycline.

Les phénotypes caractéristiques des surexpresseurs OE-AtKRP6 sont atténués lorsque les
plantes ont un niveau accru de phosphorylation de la thréonine 152

Tous ces éléments biochimiques, de localisation et d’interaction en systéme hétérologue nous
ont fortement encouragés a rechercher 'existence, chez la plante entiére, de ce lien entre un
régulateur clé du métabolisme (SnRK1) et un acteur central du cycle cellulaire (KRP) ainsi que son
impact sur le développement de la plante. L’utilisation de mutants s’est avérée impossible. En
effet, d’une part aucun mutant d’insertion n’est disponible a ce jour, ni dans la séquence du gene
At3go1090 (AtSnRK1a1), ni dans celle du gene At3g29160 (AtSnRK1a2) (ceci reflétant le rdle
crucial de la sous-unité SnRK1a chez Arabidopsis). De méme, les doubles mutants obtenus par
Baena-Gonzalez et collegues en éteignant le géne KIN11 par la technique du VIGS (« Virus-Induced

Gene Silencing ») dans des lignées ARNi KIN10 (Baena-Gonzalez et al., 2007) (cf. figure 18B) ont un
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Figure 87. La forme AtKRP6'52P, mimant une protéine constitutivement phosphorylée, perd sa
capacité d’inhibition de la cycline CDKA;1 d’Arabidopsis (D’aprés Millan 2011). La souche mutante
Saccharomyces cerevisiae cdc28-4 (B) incapable de se diviser a été complémentée par la cycline
CDKA;1-AF d’Arabidopsis (C). L’ajout de la forme sauvage (AtKRP6"T, D) ou non phosphorylable
(AtKRP6™52A) E) de I'inhibiteur du cycle cellulaire AtKRP6 empéche la division de la levure tandis que
la mutation mimant une forme constitutivement phosphorylée (AtKRP6'52P, F) rend possible cette

division.
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développement beaucoup trop altéré pour étre utilisés dans nos d’analyses. D’autre part, comme
présenté précédemment, aucun mutant de la famille AtKRP, ni méme la combinaison de plusieurs
mutations ne montrent un phénotype évident. Par contre, la surexpression de AtSNRK1a1 et de
KRP s’était avérée plus fructueuse. Au laboratoire, Mathieu Jossier avait précédemment
caractérisé des plantes surexprimant la sous-unité AtSnRK1a1 (OE-AtSnRK1a1) (Jossier et al.,
2009). Ces plantes ont un niveau d’activité kinase AMARA-spécifique (cf. Méthodes 2.2) 30%
supérieure aux plantes sauvages et des phénotypes associés tels qu’une hypersensibilité au
glucose et au saccharose. Par ailleurs, lors de sa theése, Laurine Millan avait généré des plantes
surexprimant AtKRP6 et présentant un phénotype caractéristique de cette famille d’inhibiteurs
(cf. figure 75) (Zhou et al., 2002; Millan, 2011).

Nous avons donc adopté une stratégie visant a produire des plantes surexprimant a la fois
AtSnRK1a1 et AtKRP6 afin de mettre en évidence un éventuel lien génétique entre ces deux
éléments. Dans un premier temps, I’analyse des simples surexpresseurs OE-AtKRP6"" a permis de
fixer une référence phénotypique. Il faut noter que l'intensité du phénotype au sein d’une
population de transformants OE-KRP6 est totalement dépendante du niveau de surexpression
des transcrits du géne AtKRP6. Ainsi, nous avons observé différents niveaux d’altération du
développement d’Arabidopsis qui nous ont permis de classer les plantes en cing groupes (Figure
89A):

e «wild-type-Like » (wt-L), incluant toutes les plantes transformées présentant un
phénotype comparable aux plantes sauvages ;

e «Lightly Serrated » (LS), regroupant les plantes Iégérement altérées ;

e «Moderately Serrated» (MS), dont les plantes ont un phénotype marqué, en

particulier concernant la dentelure des feuilles ;
e «Highly Serrated » (HS), incluant des plantes trés affectées dans leur développement

(taille de la rosette réduite, feuilles tres dentelées) ;

e «Severely Serrated » (SS), dont les plantes, extrémement altérées, ne survivent pas
toutes au-dela de quelques jours aprés repiquage sur terreau.

Ces classes ont été caractérisées aux niveaux visuel (dentelures, figure 89A) comme décrit ci-
dessus, cellulaire (taille des cellules, figure 89B), tissulaire (aptitude a la callogénese, figure 89C)
et confirmées au niveau moléculaire (niveaux de transcrits, figure 89E). L’analyse de la répartition
de la population OE-ATKRP6"" réveéle que seuls 12% des plantes ont un phénotype comparable aux
plantes sauvages et qu’il s’agit toujours de plantes présentant une faible surexpression de AtKRP6
(niveau de transcrits proche des plantes non transformées figure 89E). Par contre, lorsque

Pinhibiteur est surexprimé dans le fond génétique OE-AtSnRK1a1 (des plantes surexprimant
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Figure 88. La forme AtKRP6™52®, mimant une protéine constitutivement phosphorylée, est capable d’interagir
avec la AtCDKA;1 d’A. thaliana mais perd sa capacité d’interaction avec la cycline D3;1 (D’aprés Millan 2011). (A)
Interaction entre les formes sauvage (AtKRP6™T) et mutée (AtKRP67'52P) et la CDKA;1-AF. (B) Interaction entre les
formes sauvage (AtKRP6"T) et mutée (AtKRP6''52P) et la cycline D3;1. La souche de levure PJ69 a été transformée
avec différentes combinaisons AD+BD (AD, domaine activateur; BD, domaine de liaison). Les vecteurs vides AD et
BD (pGAD424 et pGBT9) ont servi de contréles négatifs. Différentes dilutions (DO60onm=1; 0,005; 0,0005) sont
placées sur le milieu sélectif approprié (-LW, sans leucine et tryptophane; -LWH, sans leucine, tryptophane et
histidine; + 3-AT, milieu supplémenté par du 3-amino-triazol) puis incubées pendant 3 jours a 30°C.
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AtSnRK1a1 ont été transformées avec une construction permettant la surexpression du géene
AtKRP6), un déplacement net de la population vers les classes moins altérées est observé. En
effet, méme si 21% (en comparaison avec 23% pour le simple surexpresseur ATKRP6"") des plantes
ont un phénotype séverement affecté (SS), seules 56% des plantes (contre 65% pour les
surexpresseurs OE-AtKRP6"") présentent des phénotypes dits « intermédiaires » (i.e. LS, MS et
HS). Enfin, deux fois plus de plantes (23% pour la population de doubles surexpresseurs, 12% pour
la population OE-AtKRP6"") ne se distinguent pas des plantes sauvages (Figure 89D). Au-dela de
I’atténuation claire du phénotype OE-AtKRP6 dans un contexte surexprimant la kinase AtSnRK1a1,
il est intrigant de noter que la proportion de plantes grandement affectées dans leur
développement semble par contre rester constante. Une explication plausible serait qu’un
ajustement stoechiométrique entre les deux acteurs a lieu in planta et que I'activité de AtSnRK1
incrémentée de 30% dans les plantes OE-AtSnRK1a1 (Jossier et al, 2009) ne suffit pas a
phosphoryler ’ensemble des inhibiteurs présents dans les plantes ou les transcrits AtKRP6 sont
trés abondants (Figure 89E).

Afin de confirmer et approfondir ces premiers résultats, nous avons généré des plantes

surexprimant la protéine AtKRP6'°

, mimant une forme constamment phosphorylée de
Iinhibiteur. De facon trés intéressante, aucune plante OE-AtKRP6'>*° ne présente un phénotype
trés altéré (SS) et 43% des plantes ont montré un développement semblable aux plantes sauvages
(Figure 89D). Le classement de ces plantes en différentes catégories, fonction du phénotype, a
été validé par I'observation des autres caractéres (taille des cellules et capacité a la callogénese).
Ces données attestent d’une tres forte corrélation entre le statut de phosphorylation de

Pinhibiteur AtKRP6 sur sa thréonine 152 et le niveau de division cellulaire et suggérent que

AtSnRK1 est capable de phosphoryler AtKRP6 in planta.
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Figure 89. L’augmentation du niveau de phosphorylation de la thréonine 152 atténue les phénotypes
caractéristiques des plantes surexprimant AtKRP6. Les transformants ont été classés selon le niveau de dentelure
de leurs feuilles (A) allant de plantes semblables aux plantes sauvages (wt-L), légérement dentelées (Lightly
Serrated , LS), modérément dentelées (Moderately Serrated, MS), jusqu’a des plantes tres dentelées (Highly
Serrated, HS) et extrémement affectées (Severely Serrated, SS). Ces classes ont été corrélées a 'augmentation de
la taille des cellules du mésophylle (B) et a I’aptitude a générer des cals (C) ainsi qu’aux niveaux de transcrits du
gene ATKRP6 (E). La surexpression d’ATKRP6 dans un fond génétique surexprimant KIN1o (SnRK1a1) ou la
surexpression de la forme ATKRP675?A de Iinhibiteur atténuent ces phénotypes (D). Les répartitions des
transformants ont été effectuées a partir de populations de 126, 129 et 76 plantes. Les échelles représentent 1cm
(A), 100uM (B) et smm (C).
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4.3. Discussion

Les travaux récents concernant la phosphorylation de I'inhibiteur de cycle cellulaire p27"'par

’AMPK nous ont amené a rechercher un nouveau lien, chez la plante modeéle A. thaliana, entre la
régulation de ’homéostasie énergétique, via son régulateur central AtSnRK1, et la prolifération

KP! avait récemment été la source de plusieurs

cellulaire. En effet, chez les mammiféeres, p27
publications ayant abouti a la description d’un mécanisme moléculaire fin dans lequel ’AMPK
phosphoryle a deux reprises I'inhibiteur entrainant sa relocalisation subcellulaire (Liang et dl.,
2007; Short et al., 2008, 2010). Notre travail biochimique sur protéines recombinantes a permis de
confirmer qu’un des sites prédits in silico sur AtKRP6 et AtKRP7, homologues fonctionnels de

Iinhibiteur mammifére du cycle cellulaire p27 ™

, est réellement phosphorylé par la sous-unité
catalytique a1 des complexes AtSnRK1 (Thr152 et Thri51 respectivement). De plus il s’agit de la
premiére modification post-traductionnelle mise en évidence sur les protéines KRP chez les

végétaux.

AtSnRK1 favorise la division cellulaire dans les tissus ou la division est tres active

Bien que la fonction inhibitrice des complexes CDK/cyclines (CDKA;1-cycD2 et CDKB-cycD2) par
les KRP ait été clairement établie (Nakai et al., 2006), nous apportons dans cette étude de
nouveaux éléments appuyant le réle de KRP6 dans I'inhibition du cycle cellulaire. En effet, dans
des levures mutées pour leur seule cycline cdc28 et complémentées par AtCDKA;1, ’expression de
la forme sauvage AtKRP6"" conduit & I’arrét de la prolifération cellulaire. De plus, la surexpression
de cette forme de linhibiteur chez Arabidopsis (OE-AtKRP6"") conduit & des phénotypes
caractéristiques de cette famille de CKI. Les détails de notre analyse révelent que les
surexpresseurs OE-AtKRP6"' montrent un phénotype de dentelure des feuilles graduel,
dépendant du niveau de surexpression de linhibiteur et que celui-ci s’accompagne d’une
augmentation de la taille des cellules du mésophylle et d’une capacité réduite (ou abolie chez les
phénotypes les plus séveres) des cellules a la callogénese. Cependant, lorsque la Thr 152 de KRP6
est mutée ( AtKRP6'™*"), de facon & mimer une phosphorylation constitutive de ce résidu, cette
protéine n’est plus en mesure d’inhiber la division cellulaire de la levure. Cette méme forme,
surexprimée chez Arabidopsis, ainsi que la co-surexpression de AtSnRK1a1 et AtKRP6"" atténuent
les phénotypes décrits précédemment. L’ensemble de ces observations indique qu’AtSnRK1
semble inhiber la fonction de AtKRP6 et que ceci conduit a la « libération » du cycle cellulaire. Le
mécanisme moléculaire sous-jacent semble difféerer de celui décrit chez P’animal. Short et

KP1 gtait relocalisé dans le cytoplasme suite a la

collegues (2008) ont démontré que p27
phosphorylation de la Thr170, résidu situé prés du NLS. Cette relocalisation est corrélée a une

augmentation de Pactivité de la CDK2 dans des cellules MEF tsc2” dans lesquelles I’activité AMPK
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est élevée. Les expériences que nous avons menées n’ont jamais montré de relocalisation de
KRP6, que la thréonine impliquée soit mutée en alanine ou en aspartate. Toutefois il est tres
intéressant de remarquer que, contrairement aux animaux, le résidu concerné par la
phosphorylation est situé dans le domaine d’interaction avec le complexe CDK-cycline. Il n’est
donc pas incongru de penser que cette modification post-traductionnelle seule est en mesure de
modifier la capacité de I'inhibiteur a se lier aux complexes CDK-cycline. L’expérience de double
hybride dirigé menée avec la forme AtKRP6™>*° en comparaison avec la forme sauvage confirme
cette hypothése en montrant que, bien que son interaction avec la CDK ne soit pas modulée, la
forme mutée interagit nettement moins avec la cycline (cf. figure 89). Trés récemment, Yoon et
co-auteurs (2012) ont proposé un modeéle séquentiel d’interaction et d’inactivation des

KIP1

hétérotrimeres CDK2/cycA/p27""" (Figure 90). Le processus comprend deux étapes avec, en

KIP1

premier lieu, la liaison d’une partie flexible de 'extrémité N-terminale de p27""" avec la cycline.

“P! hon structurée, située en aval de I’hélice a naissant au

Ensuite, une seconde partie de p27
contact de I'hétérodimeére CDK2-cycA, se lie a la CDK2, obstruant le site catalytique en imposant
une légere restructuration de la CDK2 et en occupant le site de fixation de I’ATP. Nos résultats
concordent donc avec la possible existence d’un mécanisme similaire chez les plantes. Un

KIP'' 3 1a famille des IDP.

élément supplémentaire allant dans ce sens est "appartenance de p27
Comme nous I'avons montré par une approche in silico, AtKRP6 et AtKRP7 appartiennent
également trés probablement aussi a cette famille de protéines dont la flexibilité permet ce type
d’interactions protéine-protéine. Pris dans leur ensemble, ces résultats montrent que la
phosphorylation d’AtKRP6 par AtSnRK1 serait susceptible de lever I'inhibition du cycle cellulaire

opérée par AtKRP6 en ’empéchant d’interagir avec les hétérodimeres CDK-cycline.

En 1999, des travaux chez la levure avaient déja suggéré I'implication de SnRK1 dans la division
cellulaire (Dickinson et al., 1999). Dans un premier temps, les auteurs ont démontré que RKIN
(géne codant SnRK1 chez le seigle), placé sous le controle du promoteur de la phosphoglycérate
kinase, complémente le mutant snf1 et est capable de pousser sur glycérol comme seule source
de carbone. Ce méme géne, placé sous le contréle du promoteur fort 35S donne lieu a une forte
diminution de Ia taille des cellules impliquant de ce fait la kinase dans le contréle de la division
cellulaire. Les auteurs de cette étude discutent de la difficulté a mettre en évidence ce réle par
’intermédiaire de plantes surexprimant SnRK1. |l apparait en effet délicat d’analyser les
observations faites sur des plantes surexprimant de facon importante un tel régulateur.
Néanmoins, dans le contexte de notre étude, les phénotypes particuliers et marqués des

6WT

surexpresseurs du géne AtKRP6"' nous ont permis d’interpréter les observations faites sur les

doubles surexpresseurs OE-AtKRP6"'/AtSnRK1ia1. L’hypothése selon laquelle le module
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Figure 90. Modéle d’interaction de p27XIP* avec ses partenaires CDK2 et cycA (D’aprés Yoon et al., 2012). (A)
Structure du complexe CDK2/cycA/p27X"" de mammiféere. Les fragments suivants ont été cristallisés: CDK2, résidus
13 a 298 (cyclin-dependent kinase, en cyan); cycA, résidus 175 a 432 (cycline, en jaune); p27X'™, résidus 25 a 93 (p27
cyclin-dependent kinase inhibitor, en rouge). La boucle d’activation (T-loop) de la CDK est en orange et son domaine
d’interaction « PSTAIR » avec la cycline en violet. (PDB 1JSU). (B) Modéle d’interaction en deux étapes entre les trois
membres des complexes CDK2/cycA/p27XP'. En (1) les complexes CDK2-cycA sont actifs. L’inhibiteur p27KIP1 peut se
fixer soit sur la cycline (2) soit sur la CDK (3), la premiére possibilité paraissant la plus probable d’apres les auteurs.
Enfin, la seconde partie flexible de p27KIP1 (c6té N-terminal) se fixe sur la CDK (4), inhibant I’activité du complexe.
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AtSnRK1a1/AtKRP6 jouerait un réle important dans les zones ou la division cellulaire est trés active
apparait comme fortement plausible. Comme le montre la planche de la figure 91, les génes
AtSnRK1a1 et AtKRP6 sont exprimés tous deux dans des tissus ou la division est intense. La sous-
unité catalytique des complexes SnRK1 est par exemple exprimée dans les primordia foliaires
(Pien et al., 2001) et des données bioinformatiques synthétisant des analyses a grande échelle

localisent son expression dans les organes floraux et dans les méristémes racinaire et apical

(http://BAR.utoronto.ca) (Hruz et al., 2008). Cette localisation de I’expression dans le méristeme
apical et dans les grains de pollen est confirmée par des résultats non publiés obtenus au
laboratoire a I'aide de plantes transgéniques fusion promoteurAtSnRK1a1::géne rapporteur GUS
(Bouly, 1998). De méme, des analyses de l'activité du promoteur du gene AtKRP6 (fusion
promoteurKRP6::géne rapporteur GUS) montrent que ce géne est exprimé dans les zones
méristématiques apicale et racinaire ainsi que dans les grains de pollen (Millan, 2011). Par
conséquent, un ajustement stoechiométrique entre les deux acteurs pourrait avoir lieu en faveur
de la division cellulaire dans ces régions de division intense ou les deux génes montrent des profils

d’expression trés semblables.

Perspectives du chapitre Il

Les résultats présentés dans ce chapitre attestent d’un lien inédit chez les plantes entre
SnRK1, acteur prépondérant dans la régulation du métabolisme, et la famille KRP d’inhibiteurs du
cycle cellulaire chez A. thaliana. En phosphorylant directement AtKRP6, les complexes SnRK1
réguleraient I’entrée en phase S du cycle cellulaire et plus largement, la division des cellules. Des
analyses complémentaires utilisant des plantes transgéniques surexprimant d’autres formes
mutées de KRP6 (par exemple AtKRP6''>**) pourraient compléter les résultats obtenus.

Comme cela a été exposé au cours de ce chapitre, la famille KRP est une petite famille

composée de 7 membres s’apparentant a I'inhibiteur p27""™

et possédant a la fois une certaine
redondance de fonction et des spécificités. Plusieurs éléments indiquent que ce lien SnRK1-KRP6
ne serait pas exclusif. En effet, I’analyse in silico a révélé que KRP3, KRP4 et KRP7 possedent
également des sites de phosphorylation spécifiques de la kinase SnRK1. Nous avons d’ores-et-déja
montré que cette kinase est capable de phosphoryler KRP7, la protéine KRP la plus proche
phylogénétiquement de KRP6, sur un site équivalent au site ayant fait I’'objet de ces travaux. Des
résultats trés préliminaires obtenus par F. Rey au laboratoire semblent indiquer que KRP3 serait
également phosphorylé directement par SnRK1. Il serait intéressant de mener des expériences

semblables a celles réalisées sur KRP6 (complémentation de levure, plantes transgéniques pour

KRP7) afin de comparer les événements de phosphorylation de KRP6 et KRP7 dans le domaine
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Figure 91. Les génes AtSnRK1a1 et AtKRP6 sont exprimés dans des zones de division intense. (A) Profil d’expression
du gene AtSnRKa1. (1) Hybridation in situ dans le méristéme apical ou le géne présente un profil asymétrique entre
la zone méristématique (m) et le primordium foliaire (fleche). (D’aprés Pien et al., 2001). (2) Profil d’expression du
gene AtSnRK1a1 dans la jeune plantule (tissus conducteurs, racine et méristéeme apical) et dans les fleurs (pollen).
Colorations histochimiques GUS. (D’aprés Bouly, 1999). (3) Données issues du site BAR eFP Browser. (4) Données
issues de Genevestigator. (B) Profil d’expression du géne AtKRP6 dans la jeune plantule (tissus conducteurs et
méristeme apical), la fleur (pollen) et dans la racine principale (vaisseaux et zone apicale). Colorations

histochimiques GUS. (D’aprés Millan, 2011).
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d’interaction avec le domaine CDK-cycline mais également sur KRP3 voire KRP4 qui possédent des
sites potentiels de phosphorylation par SnRK1 mais localisés dans d’autres domaines.

Par ailleurs, les analyses en spectrométrie de masse ont révélé la présence d’un second
événement de phosphorylation par SnRK1 sur AtKRP6. Ce résidu (Ser13) pourrait, a I'image du

KIP1

mécanisme moléculaire de son homologue fonctionnel p27™"", conduire KRP6 vers des fonctions

indépendantes du cycle cellulaire. En outre, la multiplicité des événements de phosphorylation
connus pour p27"™" (Vervoorts & Liischer, 2008) nous améne a considérer que d’autres acteurs
pourraient intervenir également pour les protéines KRP. En effet, un crible double-hybride mené
au laboratoire en utilisant KRP6 comme proie a révélé linteraction (confirmée par des
expériences de BiFC) avec une kinase de fonction inconnue (N. Glab, communication
personnelle). Il serait intéressant a moyen terme de déterminer le site de phosphorylation sur
KRP6 reconnu par cette kinase ainsi que les interactions potentielles entre ces deux événements
de phosphorylation. Nous pourrions mettre en place des expériences de co-immuno-
précipitations avec des anticorps dirigés contre KRP6 ou contre une étiquette sur des fractions
protéiques cytosoliques ou nucléaires. Ainsi, il serait éventuellement possible de révéler
Pexistence d’autres kinases (telles que les intégrateurs présentés dans I'introduction générale)

impliquées dans la réorientation fonctionnelle de ces inhibiteurs. La surexpression en

protoplastes d’Arabidopsis pourrait étre un outil précieux dans ce contexte.
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5. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

5.1. Le paradoxe du réle de AtSnRK1 dans la division cellulaire

Les introductions des différents chapitres de ce manuscrit ont régulierement mis I’accent sur
le role clé de SnRK1 dans la régulation du métabolisme, kinase qui est, tout comme I"’AMPK,
activée en réponse a un stress. Dans leur étude, Baena-Gonzalez et Rolland (2007) ont clairement
démontré que AtSnRK1 répondait a toute une batterie de stress, de I'hypoxie a I'obscurité
prolongée en passant par I'inhibition de la photosynthese. Le réle de ces kinases (AMPK/SnRK1)
dans ce contexte est d’activer les voies cataboliques et d’inhiber les voies anaboliques dans le seul
but de préserver I’énergie pendant la durée du stress (Polge & Thomas, 2007; Hardie, 2007; Hardie
et al., 2012). Nous avons caractérisé au cours de ce travail un nouveau type de cibles directes de
SnRK1, les protéines KRP6 et 7, inhibitrices du cycle cellulaire (cf. chapitre Ill). Nos résultats
suggérent qu’en phosphorylant AtKRP6, AtSnRKia1 ’empéche d’inhiber les complexes CDK-
cycline. Cette interprétation des résultats se heurte a un paradoxe flagrant ol un processus

extrémement demandeur en énergie, la division cellulaire, serait favorisé par SnRK1.

C’est d’ailleurs ce que souligne D. G. Hardie dans une trés récente revue au sujet de
’implication de TAMPK dans la regulation du cycle cellulaire : « It is not immediately apparent why
a kinase activated by energy stress should be required for passage through mitosis. Perhaps mitosis
is accelerated by AMPK in cells undergoing stress so that an orderly cell cycle arrest can occur in the
ensuing G1 phase. However, it may be that this is an ancillary function of AMPK that is unrelated to its
role as an energy sensor » (Hardie et al., 2012). Les connaissances actuelles ne permettent pas de
statuer clairement quant au réle de ’AMPK dans la division cellulaire. Des études montrent que
I’activation de ’AMPK cause un arrét du cycle en phase G1 tandis que d’autres I'impliquent dans la
progression du cycle, notamment au travers de la régulation du complexe APC1 (« Anaphase

Promoting Complex 1») (Banko et al., 2011; Hardie et al., 2012).

Ces différents points nous aménent a considérer la situation dans deux contextes

physiologiques différents.

Hors du contexte stress
Si ’on considéere notre modele dans un contexte «normal » (i.e. hors stress), les plantes

surexprimant AtKRP6" voient leur stoechiométrie AtSnRK1a1:AtKRP6 largement perturbée en
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faveur de I’inhibiteur du cycle. Dans ces conditions, les phénotypes observés s’expliqueraient
aisément par une incapacité des cellules concernées a accomplir un cycle cellulaire complet. La
surexpression d’AtSnRK1a1 dans ces mémes plantes permettrait alors de rééquilibrer le rapport
protéique AtSnRK1a1:AtKRP6. Ainsi, une plus grande fraction du pool d’inhibiteurs serait
phosphorylée/inhibée et la situation physiologique reviendrait vers le statu quo observé chez des
plantes sauvages. La tendance de retour vers le phénotype sauvage, observée dans ces doubles
surexpresseurs et renforcée dans les plantes surexprimant la forme AtKRP6'™*°, concorde avec
cette hypothése. Ainsi, la fonction «auxiliaire » mentionnée par D. G. Hardie, échappatoire
manifeste au paradoxe du réle de TAMPK dans le cycle cellulaire, pourrait étre réelle et n’opérer

chez les plantes que dans les zones de division intense.

Dans le contexte d’un stress
Un second point de vue serait de se placer dans un contexte de stress, dans lequel le réle de
SnRK1 et de son orthologue de mammiferes sont cohérents. Si l'on reconsidére la double

KIP1

phosphorylation de p27™"" par ’AMPK, il ne fait aucun doute que ceci joue, au moins dans un
premier temps, en faveur de la transition G1-S et du déroulement du cycle cellulaire. D’autres
éléments vont dans le sens de I’exclusion nucléaire de I'inhibiteur. Ainsi, La S6K, la SGK1 et AKT

KIP1

phosphorylent également p27""" avec un effet similaire (Vervoorts & Liischer, 2008). La cellule est

donc clairement en mesure, sous l'influence de signaux divers comme le suggére implication de

kinases répondant a des voies antagonistes, de remobiliser p27*"

vers le cytoplasme pour
d’autres fonctions telles que la décision d’entrainer les cellules vers Papoptose ou dans
’autophagie (Liang et al., 2007), ou une implication dans la dynamique du cytosquelette (Besson
et al.,, 2004, 2008; Godin et al., 2012). Les contextes sous-jacents sont ceux liés d’une part au
déclenchement de mécanismes de secours extrémes (apoptose et/ou autophagie) en cas de
stress importants et d’autre part a la perte d’adhésion et de mobilité cellulaire, prémices de
dégénérescence cellulaire allant jusqu’a la prolifération de cellules cancéreuses. Il n’est pas exclu
que de tels mécanismes existent chez les plantes. Bien que nos expériences ne montrent pas de

relocalisation cytoplasmique de KRP6 (variant AtKRP™*")

, il n'est pas exclu que d’autres
modifications post-traductionnelles (engendrées ou non par SnRK1) pourraient conduire KRP6

vers d’autres fonctions.

5.2. To be stressed or not to be...

Depuis deux décennies, la famille de kinases SNF1/AMPK/SnRK1 s’est imposée comme

véritable jauge régulatrice du métabolisme (Carling et al., 2011; Hardie et al., 2012). Les complexes
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Figure 92. Schéma intégratif des réles des complexes SnRK1 a I’échelle de la plante entiére. Le réle « classique » de
régulateur du métabolisme des complexes SnRK1 en réponse a un stress, observé dans les organes végétatifs (1), ne
serait ni a 'ceuvre dans les organes puits (2) ou la régulation par le T6P en faveur de I’'anabolisme et du stockage

prévaudrait, ni dans les zones de division intense (3) ou ils agiraient en faveur de la division.
CE, charge énergétique; Fru, fructose; F6P, Fru-6-phosphate; Glc, glucose; G1P, Glc-1-phosphate; SnRK1, SNFi-related kinase 1; T6P,
tréhalose-6-phosphate
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SnRK1 de plantes ne font pas exception a ce dogme (Polge & Thomas, 2007; Robaglia et al., 2012).
Cependant ’engouement scientifique suscité par ces protéines essentielles dans I'intégration et la
mise en place de réponses a I’échelle cellulaire et de I'organisme entier chez I’animal, a permis de
pointer de nouvelles cibles et fonctions jusqu’alors insoupconnées pour cette famille de
régulateurs. La complexité d’étude de ces triméres a contraint les groupes s’intéressant a cette
problématique a disséquer et tenter de simplifier les systémes d’études. Ainsi, I'utilisation de
lignées cellulaires ou le cantonnement a ’échelle d’un seul organe (muscle squelettique, coeur,
hypothalamus, foie...) chez I’'animal, ou encore [I'utilisation de protoplastes ou I’attention
particuliere vers les organes puits (tubercule de pomme de terre, grain de mais) chez la plante,
ont apporté de nombreuses données qu’il est désormais indispensable d’intégrer a I’échelle de
I’organisme entier, sans quoi de nombreuses incohérences font surface. Dés lors, la notion de

stress n’est plus a associer systématiquement aux complexes SNF1.

Ainsi, considérant ’ensemble des données présentées dans cette thése, voici dans quel

contexte nous proposons que les complexes SnRK1 devraient étre considérés (Figure 92).

En premier lieu, les conditions de stress activeraient ces hétérotrimeres dans les tissus
végétatifs ol leurs grandes fonctions sur le métabolisme pourraient étre exercées. Dans ce type
de tissus (feuilles, tige, racines...), les complexes SnRK1 pourraient jouer leur role « classique »
d’activateur du catabolisme et d’inhibiteur de I’anabolisme en réponse a un stress. Comme le
précisent les travaux de Baena-Gonzadlez/Rolland et al. (2007), la phosphorylation n’est pas
I’élément clé de I’activation des sous-unités catalytiques AtSnRKia1. Cette observation est
appuyée par deux résultats récents. D’une part nous avons montré que des complexes immuno-
purifiés de feuilles de rosettes d’Arabidopsis ne peuvent étre activés que d’environ 30% lorsqu’ils
sont incubés avec la protéine recombinante GST-AtSnRK2. Ceci suggere qu’il existe un pool
majoritaire de complexes phosphorylés « préts-a-I’emploi» a I'intérieur de ces tissus. De plus,
Martinez-Barajas et collégues (2011) précisent que malgré des teneurs en T6P variables de tissu a
tissu, ’activité des complexes SnRK1 de blé ne varie pas lorsqu’elle est mesurée in vitro i.e. hors de
son contexte environnemental intracellulaire. Tout ceci concorde avec notre hypothése de
I’existence d’une régulation métabolique des complexes, indépendante de I’activation directe par

phosphorylation et particuliére aux cellules végétales.

En second lieu, les zones méristématiques et/ou les organes puits pourraient étre insensibles
ou ne pas répondre aussi directement a ce dogme métabolique. SnRK1 pourrait y promouvoir la

division cellulaire (cellules prolifératives) ou étre exclue des mécanismes régulant les processus
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de stockage (organes puits). Les zones de division intense ne représentent qu’une faible
proportion de I’ensemble des tissus de la plante, il est donc possible de considérer une certaine
dualité de fonction des complexes SnRK1 appuyée par le fait que plusieurs complexes, avec des
compositions a/B/y différentes, co-existent chez les plantes et pourraient étre associés a des
fonctions distinctes (Polge & Thomas, 2007; Polge et al., 2008). Puisqu’il est admis que la survie
des organismes en cas de danger/stress passe par une division cellulaire trés active, spécialement
au niveau des organes reproducteurs, cette hypothése prend alors tout son sens. Plus largement,
la voie SNAK/SnRK1 pourrait jouer un réle dans les stades cruciaux du développement, telle que la
transition hétérotrophie/autotrophie de la jeune plantule ou la remobilisation de réserves, comme

le suggerent les résultats préliminaires obtenus dans le chapitre II.

A I'image de certaines incompréhensions émanant de récents travaux et impliquant les
complexes AMPK dans de nouvelles fonctions intracellulaires étroitement liées au statut cellulaire
(conditions normales ou de stress, statut cyclant ou non des cellules, organe étudié...), les
complexes SnRK1 nécessitent qu’un intérét particulier soit accordé aux modeles d’étude, a
I’échelle considérée, a I’état développemental et aux conditions de croissance des végétaux ol ils

sévissent.

5.3. Perspectives

Les perspectives de ce travail sont nombreuses et passionnantes. Des propositions a court et
moyen termes concernant spécifiquement chacun des trois chapitres ont déja eté formulées. En
considérant les réflexions plus générales présentées ci-dessus, des pistes d’étude a plus long
terme peuvent étre proposées. Pour cela, des systémes d’étude déja éprouvés sont a privilégier.
Ainsi, 'utilisation de protoplastes d’Arabidopsis offre bon nombre d’avantages. La surexpression
transitoire s’y effectue rapidement et peut étre adaptée a nos questions. Ainsi, un crible des
différents membres de la famille KRP présentant des sites de phosphorylation prédits pourrait
étre mis en place, permettant de révéler I'existence in cellulo de ces événements de
phosphorylation, soit par le biais de ['utilisation d’anticorps anti-site phosphorylé, soit par
spectrométrie de masse. Une autre possibilité d’exploitation de cette approche est la co-
surexpression de plusieurs sous-unités des complexes afy dans des protoplastes d’A. thaliana.
L’utilisation notamment de variants de la sous-unité y, mutés dans les résidus conservés parmi
ceux importants pour la fixation des adénylates, permettrait de comprendre dans quelle mesure
et de quelle facon ’AMP, ’ADP, I’ATP et éventuellement d’autres adénylates se fixent et agissent

sur Pactivité des complexes SnRK1. Il a été montré que la surexpression ciblée d’une sous-unité
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chez P’animal prenait le dessus sur les formes endogénes et qu’ainsi, les réponses observées
étaient directement imputables a la forme imposée. Une fois encore, la complexité inhérente a
I’étude des complexes SnRK1 impose des limites a ce systeme. Ainsi, il est probable que ces
protoplastes constituent un environnement constamment activateur puisqu’en situation de
stress continu. De plus, la B-myristoylation des sous-unités de type B indique que la régulation des
hétérotrimeres implique la membrane plasmique, élément perturbé de facto dans des
protoplastes. Enfin, cette approche n’offre pas d’accés aux variétés de tissus de la plante, sauf si,
comme cela a été fait dans notre laboratoire (cellules du mésophylle), les cellules générant ces

protoplastes sont spécifiquement choisies (feuilles jeunes ou agées, racines...).

L’'un des grands pans non exploité chez les végétaux a ce jour est la production de trimeres
recombinants. C’est sans conteste le verrou technique qui, une fois débloqué, a offert chez la
levure et les animaux les données les plus précises et exhaustives des mécanismes moléculaires
de régulation de ces complexes. La production de tels complexes recombinants chez les végétaux
permettrait de répondre a de nombreuses questions parmi lesquelles : 1) quelles compositions
aPy sont capables de s’assembler pour former des triméres ? 2) des trimeres de composition afy
diverses répondent-ils différemment aux régulations par les kinases amont, les adénylates et le
citrate ? 3) existe-t-il des sites de fixation des adénylates sur les sous-unités SnRK1y et SnRK1By et
sont-ils comparables a ceux de SNF4 et de PTAMPKYy ? 4) les sous-unités spécifiques des plantes
SnRK1(33 et SnRK1By entrainent-elles des régulations particuliéres des complexes les comportant ?
Des analyses biochimiques ainsi, bien entendu, que la détermination de structures apporteraient
de nombreuses réponses a ces questions. L’utilisation de vecteurs tricistroniques porteurs des
séquences codantes des 3 sous-unités afy pourrait déverrouiller les barrieres techniques
rencontrées lors de ce travail mais c’est trés probablement I'utilisation d’autres systémes de
production (telles que les cellules d’insectes COS-9) qui semble étre la stratégie la plus

prometteuse.

D’autres approches, a I’échelle de la plante entiére, peuvent étre proposées. Les double
mutants homozygotes snakisnak2 seront un outil précieux, d’une part pour comprendre dans
quelles conditions et environnement les protéines AtSnAK1 et 2 sont impliquées dans I'activation
de SnRK1 et pour rechercher les autres acteurs se substituant a ces kinases, et d’autre part pour
comprendre I'implication de ces protéines dans la transition hétérotrophie/autotrophie et
I’allocation des réserves carbonées de la jeune plantule. A plus grande échelle, des analyses du
phosphorylome de trés jeunes plantules sauvages ou mutées dans les genes AtSnAK1 et/ou

AtSnAK2 permettraient de connaitre de fagon exhaustive les cibles de la voie SnAK/SnRK1.
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Comme nous 'avons suggéré dans notre modele global, les fonctions des complexes SnRK1
pourraient varier selon la localisation tissulaire et le statut développemental de la plante. Il serait
intéressant de relier le modéle d’inhibition par le T6P a ces fonctions variables. Les profils
métaboliques en sucres de différents organes ou tissus pourraient suggérer des liens logiques
entre la présence de T6P (en considérant le réle de I'intermédiaire encore inconnu et nécessaire a
Pinhibition) et I'activité de SnRK1. Par exemple, une étude a montré que dans des tubercules de
pomme de terre les quantités de nombreux sucres (amidon, saccharose, fructose, glucose, G1P...)
varient positivement avec les niveaux de T6P et donc inversement a I’activité de SnRK1 (Debast et

al,, 2011).

Enfin, ’hypothése de fonctions inédites dans les zones de division intenses telles que le
méristéme apical ou le méristéme racinaire pourrait étre étudiée en surexprimant ou éteignant de
facon tissu-spécifique les kinases SnRK1a1/2 (utilisation de promoteurs de genes spécifiquement
exprimés dans les différentes couches cellulaires par exemple). L’observation des conséquences
de ces modulations sur la division cellulaire in planta confirmerait les résultats présentés dans le
chapitre IIl et dévoilerait éventuellement d’autres réles liés a cette relation entre régulation du

métabolisme et prolifération cellulaire.
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Tableau 7. Récapitulatif des conditions de production des différentes protéines recombinantes.

Protéine(s) Plasmide(s) Milieude Température (°C) DOgoonm  Concentration Durée de
culture d’induction enIPTG (uM) production

Avant Apres
induction induction

GST-

AtSPRKia1/2  PPESTS 37 0,4 300 4h

GST-

AtSRAK1/2 PDEST15 37 0,4 300 4h

GST-AtKRP6/7 ~ pDEST15 37 0,8-0,9 500 1h30

Trimeres PET21-d ou LB 0,4 100

«aB3py » et pDEST17 (a) et 37 - -
pACYCDuet-1 - ' ‘

«aly» ZYM5052 milieu auto-inductif

(B+y)
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6. MATERIEL ET METHODES
6.1. Matériel biologique
Matériel végétal

Arabidopsis thaliana
Tous les travaux sur plantes effectués pendant cette thése ont été réalisés avec I’écotype

Columbia (Col-0) d’Arabidopsis thaliana.

Le mutant (SALK 015230, AtSnAK1), issu de la collection du Salk Institute (Alonso et al., 2003),
a été généré par insertion de ’ADN-T du vecteur pDAP101 dans la séquence du gene At5860550
(SnAK1).

Le mutant (GABI-KAT 713C09, AtSnAK?2), issu de la collection du Gabi-Kat (Rosso et al., 2003), a
été généré par insertion de ’ADN-T du vecteur pAC106 dans la séquence du géne At3g45240
(SnAK2).

Les conditions de culture varient en fonction de I’espace de culture :

Serre: les plantes, directement semées sur terreau, sont cultivées en jours courts (8h de
photopériode a 150pE, 21°C et 70% d’hygrométrie le jour; 17°C et 65% d’hygrométrie la nuit)
pendant 3-4 semaines avant d’étre transférées en jours longs afin d’induire la floraison (16h de
photopériode, 21°C et 70% d’hygrométrie le jour ; 17°C et 65% d’hygrométrie la nuit).

Chambres de culture terreau: en fonction de I’expérience, les plantes sont soit cultivées en
jours courts (8h de photopériode a 150pE, 20°C et 65% d’hygrométrie ; 18°C et 65% d’hygrométrie la
nuit), soit directement placées en jours longs (16h de photopériode, 20°C et 65% d’hygrométrie ;
18°C et 65% d’hygrométrie la nuit) afin d’accélérer le développement des plantes.

Chambre de culture in vitro : les plantes sont cultivées en jours courts (8h de photopériode a
150E, 20°C; 18°C la nuit).

Suspension cellulaire de tabac Bright Yellow-2 (BY-2)

La suspension cellulaire BY-2 (Nagata et al., 1992) est cultivée dans un milieu Murashige et
Skoog modifié a 25°C, a obscurité et sous agitation constante (140rpm). Elle est maintenue par
un repiquage hebdomadaire.

Milieu de culture BY-2 : Murashige & Skoog Basal Salt Mixture + Vitamines 4,33g.L", saccharose 30g.L
', KH,PO4 200mg.L", MES 2g.L", pH5,6. Autoclavage 20min a 115°C, 2,4-D 4,5uM.

Souches bactériennes
Les souches d’Escherichia coli suivantes ont été utilisées:

DHs5a : F endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG ®8odlacZ M15 A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(r’ mk*), A". Cette souche (Hanahan, 1983) a été utilisée pour tous les clonages a

I’exception de ceux des plasmides Gateway®.
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DB3.1: F- gyrA462 endA1 gInV44 (sr1-recA) merB mrr hsdS20 (rg, mg) arat4 galk2 lacY1 proA2
rpsL20(Sm") xyls Aleu mtl1. Cette souche (Hanahan, 1983) a été utilisée lors de la propagation des
vecteurs Gateway® lors des clonages des plasmides Gateway® contenant la cassette ccdb.

BL21 (DE3) : F- ompT gal decm lon hsdS®(rs” mg’) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 samy nins)).
Cette souche (Studier and Moffatt, 1986) a été utilisée pour toutes les productions de protéines
recombinantes. Elle contient le plasmide psBET, qui porte le gene de ’ARNt rare de I’arginine chez
E. coli (Schenk et al., 1995).

Les bactéries sont cultivées a 37°C (excepté pour certaines conditions de production détaillées
dans le tableau 7) sous agitation (18orpm) dans du milieu LB liquide (ou ZYM5052 pour la
production des triméres recombinants), ou étalées sur des boites de Pétri contenant du milieu LB
gélosé. Les antibiotiques ad hoc sont ajoutés si nécessaires.

Milieu LB liquide : LB Broth Base (Life Technologies) 20g.L". Autoclavage 20min d 121°C.
Milieu LB solide : LB agar (Life Technologies) 32g.L". Autoclavage 20min a 121°C.

Plasmides

Les cartes, caractéristiques et sites de clonages des plasmides sont fournis en annexe I.
Plasmides utilisés pour les clonages

PGEM-T : ce plasmide (Promega®) est utilisé pour le clonage de produits PCR amplifiés par la
Tfll. Il permet une double sélection : la résistance a 'ampicilline et I'a-complémentation.

PENTR-2B : ce plasmide est un vecteur d’entrée du systeme Gateway® (Invitrogen) et confére
la résistance a la kanamycine. Il posséde un site de clonage multiple permettant I'insertion d’une
séquence nucléotidique par restriction.

pPDONR201: ce plasmide est un vecteur d’entrée du systeme Gateway® (Invitrogen). La
séquence nucléotidique d’intérét est insérée par recombinaison. Il confére la résistance a la
kanamycine et également au chloramphénicol avant la recombinaison.

PMA : ce plasmide est le vecteur fourni par la société GeneArt (Life Technologies) dans lequel

ont été clonées les séquences optimisées des génes AtSnRK1a1 et AtSnRK102.

Plasmides utilisés pour la production de protéines recombinantes chez E. coli
pDEST15 /| pDEST17: ces plasmides (Invitrogen) sont des vecteurs destinataires du systeme

Gateway®. lIs permettent la production de protéines fusionnées a la GST (pDEST15) ou a 6
histidines (pDEST17) a leur extrémité N-terminale. Ils conférent la résistance a I"lampicilline.
PET21-d: ce plasmide (Invitrogen) permet la production d’une protéine recombinante
fusionnée a I’étiquette T7 a I’extrémité N-terminale ou a 6 histidines a I’extrémité C-terminale. Il
confere la résistance a I’'ampicilline.
PACYCDuet-1: ce plasmide (Invitrogen), porteur de deux sites multiples de clonage (MCS),

permet la production de deux protéines recombinantes simultanément. Les deux MCS sont
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Tableau 8. Oligonucléotides utilisés au cours de ce travail.

Orientation

Séquence (5'-3')
Oligonucléotides utilisés pour les clonages dans le vecteur pACYCDuet-1

AtSnRK1a1 TGatopt-F1 Sens ATGCGATGGTAGCGGCACCGGTA
TGa1opt-R1 Antisens TTACAGAACACGCAGCTGTGCCA
AtSnRK1a1 TGa2opt-F1 Sens ATGGACCATTCAAGCAATCGTT
TGa2opt-R1 Antisens TTAAATCACACGCAGTTCGGTC
AtSnRK1f1 TGb1Bams Sens GGATCCATGGGAAATGCGAACGG
TGb1Sal3 Antisens GTCGACTTACCGTGTGAGCGGTT
TGb1MED-R1 Antisens AAGGATCGCCGCCATTAGATCTC
AtSnRK1B3 TGb3Pvus Sens CGATCCATGAACAGTCAAAATCC
TGb3Kpn3 Antisens GGTACCTCAAACATTGGCGCTCC
AtSnRK1y TGgPvus Sens CGATCCATGGCGACTGTTCCGGA
TGgXho3 Antisens CTCGAGTCAGACTCGGTAGTTTT
TGEMED-R1 Antisens TAGCTTAGCTTCCGGGCTCGACA
AtSnRK1By TGbgBams Sens GGATCCATGTTTGGTTCTACATT
TGbgSal3 Antisens GTCGACTCAAAGACCGAGCAGGA

Oligonucléotides utilisés pour le génotypage des mutants snak1/2

AtSnAK1  TGS1ProSKgen1 Sens

TGCGGGATATTGTTACTGGAC

TGS1TerSKgen1 Antisens GTCCTGAAGAGTATCCGCAAG

LBa1SK Sens TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
AtSnAK2 TGS2ProGKgen1  Sens CGGTATTATCAACGGGTTGTG

TGS2TerGKgent  Antisens CATGGTGACATCAAACCTGAC

08409 LB-GABI-kat Sens

ATATTGACCATCATACTCATTGC

Oligonucléotides utilisés pour les PCR semi-quantitatives sur les mutants snaki1/2

AtSnAK1  Pleinelongueur-F  Sens
Pleinelongueur-R  Antisens
Before-R Antisens

After-F Sens

GGTAGTAGAAACCAACAATCGCCTAAG
GTTAGGATCTGAGGTTTCAGAGATCC
GATACATCAGTCCAGTAACAATATC
CAGGTATAACGTATAGTGGCAGAGC

AtSnAK2 Pleinelongueur-F  Sens
Pleinelongueur-R  Antisens

GTGGCTCTGAGAGATCAAGACATTC
GGTTTTGATCTTCTTCTTCTTCAGC

Before-R Antisens GGTACATGAGGCCGGCAACTACATCG

After-F Sens GTTGATAATACCGGAAGGACTCAATCCTCG
TCTP TCTP_F Sens GCGAAGAAGATCAAGCTGTC

TCTP R Antisens GGTTAGTTGAACCCTCCTTG
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placés sous le contréle du méme promoteur de la T7 polymérase tandis que chacun posséde un
site de terminaison propre. Chaque CDS (« Coding DNA Sequence ») est insérée en aval d’un site
de liaison ribosomique (rbs). Le vecteur pACYCDuet-1 a été utilisé pour les essais de production

des trimeres recombinants.

Plasmides utilisés pour la technique de BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation)
PUC-SPYNE et pUC-SPYCE. Ces vecteurs ont été fournis par K. Harter (TUbingen University,

Allemagne). lls permettent I’expression transitoire de protéines de fusion avec les acides 1a 155 et
156 a 239 respectivement de la « Yellow Fluorescent Protein » (YFP) en position C-terminale de la
protéine d’intérét. lls conferent la résistance a I'lampicilline.

Anticorps

Anti-AtSnRK1a1 : ces anticorps polyclonaux de lapin ont été obtenus au laboratoire par J-P
Bouly (Bouly, 1998) et sont dirigés contre le domaine régulateur de SnRK1a1 lié a la GST. Ils ont été
utilisés a une dilution de 1/5000 pour les expériences de western blot et tels quels lors des
expériences d’immunoprécipitation.

Anti-GST : ces anticorps (OBo03, Calbiochem) ont été utilisés a une dilution de 1/300 pour les
expériences de western-blot.

Anti-HIS : ces anticorps (OBo5, Calbiochem) ont été utilisés a une dilution de 1/300 pour les
expériences de western blot.

Anticorps secondaires : ces anticorps anti IgG de lapin ou de souris (fournis avec le kit ECL de
Perkin Elmer) couplés a la « horseradish peroxidase » (HRP) ont été utilisés pour les expériences
de western blot a raison de o,5uL/3mL.

Oligonucléotides

Tous les oligonucléotides utilisés au cours de ce travail sont listés dans le tableau 8.

Afin de faciliter les clonages en vue de la production des triméres recombinants, les
séquences codantes des sous-unités du complexe ont été amplifiées avec des oligonucléotides

portant des sites de restriction a leurs extrémités.

6.2. Méthodes
Techniques de biologie moléculaire

Amplification par réaction de polymérisation en chaine (PCR)
Cette réaction permet d’amplifier de facon exponentielle une faible quantité d’ADN double

brin. L’amplification des séquences d’intérét est réalisée avec la Taq polymérase ou la Tfll
(Promega®). Le volume final de 20puL comprend 0,2pL de TAQ polymérase recombinante produite
au laboratoire ou 1U de Tfll, 0,17uM de chaque amorce, 0,2mM de dNTP, 2,5mM de MgCl2 (cas de la

TAQ) ou de MgSO, (cas de la Tfll), 1X de tampon TAQ ou Tfll ainsi que "ADN matrice. Cette
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réaction s’effectue a partir d’'une matrice d’ADN plasmidique (10-100ng), d’ADN génomique
(so0ng) ou de 1-2pL d’un produit de réverse transcription réalisée dans 20pL a partir de 2ug d’ARN
totaux. Les thermocycleurs utilisés sont des « GeneAMP PCR system 2700 » commercialisés par
Applied Biosystems.

Tampon TAQ 10X : Tris-HCl 100mM (pH8,8), KCl 500mM, Triton 100X 1%

Préparations plasmidiques
Les mini-préparations d’ADN plasmidiques sont réalisées grace a la méthode de lyse alcaline

décrite par Maniatis (Sambrook et al., 1989) a partir de 2mL d’une culture bactérienne >16h. Pour
obtenir de grandes quantités d’ADN, les maxi-préparations sont effectuées selon le méme
protocole, a partir de 25mL de culture bactérienne.
Digestions plasmidiques et purification de 'insert ou du vecteur

Les plasmides sont d’abord digérés avec les enzymes adéquates selon les indications du
fournisseur. Afin de purifier le(s) produit(s) de la digestion, le mélange est au besoin déposé sur
gel d’agarose 1%, TAE 0,5X, BEt 0,01%0. La bande d’intérét est découpée sous UV. La purification
de ’ADN s’effectue selon le protocole de Li et collégues (2010) comme suit : ajouter 300uL de
tampon Nal 6M pour 100mg de gel. Incuber a 70°C pendant 3min. Ajouter 1ouL de gel de silice et
incuber 2min a température ambiante. Centrifuger 10sec a 16000g et écarter le surnageant. Laver
le gel de silice en ajoutant 500uL de solution de lavage et en vortexant. Répéter cette étape de
lavage une fois. Centrifuger une nouvelle fois a 16000g et écarter les traces de liquide restant.
Resuspendre dans 5 a 30pL d’eau stérile et incuber 2min a 70°C. Centrifuger a 16000g pendant
2min et conserver I’éluat d’ADN dans un nouveau tube.

TAE X50 : Tris-HCl 2M, Na,EDTA (pH8) 50mM, acide acétique glacial 5,71%
Tampon de lavage : Tris-HCl 10mM (pHy,5), NaCl 100mM, EDTA 1mM, éthanol 50%

Ligation vecteur/insert
Les ligations sont réalisées dans un petit volume (10 a 15pL) avec un rapport insert/vecteur de

3/1 a 10/1 dépendant des tailles relatives en pb de chacun des fragments. Le mélange de ligation
contient le vecteur, I'insert, du tampon ligase 1X et 1U de T4 DNA ligase (Promega). La ligation
s’effectue sur la nuit dans un bain de glace fondante laissé la nuit a température ambiante. Les
produits de ligation sont dessalés 45min sur filtre de nitrocellulose 25nm (Millipore®).

Tampon ligase 1X : Tris-HC| 30mM pHyz,8, MgCl, tomM, DTT 1omM, ATP 1mM

Techniques de clonage Gateway®
Le systéme de clonage Gateway® est fondé sur la recombinaison site spécifique du phage A et

permet un clonage rapide d’une séquence d’intérét dans de multiples vecteurs. Cette méthode de
clonage se décompose en deux étapes : un premier clonage de la séquence d’intérét dans un

vecteur donneur (pENTR-2B) afin de créer un clone d’entrée (réalisé par restriction/ligation) et un
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deuxiéme clonage par recombinaison entre les vecteurs d’entrée et destinataire pour créer le
vecteur destinataire contenant la séquence d’intérét (réaction LR).

Les CDS d’intérét ont d’abord été sous-clonés dans le vecteur d’entrée pENTR-2B. La réaction
LR a ensuite permis la recombinaison entre les sites attL du vecteur d’entrée et attR du vecteur
destinataire. Lors de cette thése, les vecteurs destinataires pDEST15/17 ont été utilisés pour la
production de protéines d’intérét chez E. coli. La réaction LR est réalisée dans un volume final de
10uL contenant 50fmol de chacun des deux vecteurs et 2uL de LRIl clonase™ enzyme mix
additionné de tampon TE (pH 8). Le mélange réactionnel est incubé a 25°C pendant 1h puis la
réaction stoppée par incubation a 37°C en présence de 1uL de protéinase K pendant 1omin. Des
bactéries compétentes adéquates sont finalement transformées avec 2uL de ce mélange.
Préparation de bactéries électrocompétentes

Afin de préparer des bactéries E. coli compétentes pour I’électroporation, 5omL de LB liquide
additionné lorsque cela est possible de I"antibiotique ad hoc sont inoculés avec 40pL de bactéries.
Cette préculture est incubée sous agitation (18orpm) a 37°C pendant 12h puis diluée dans un litre
de LB liquide. Cette culture est placée sous agitation (18orpm) a 37°C jusqu’a 'obtention d’une
DOgoonm=0,4. La suspension bactérienne est centrifugée a 4000g pendant 20min a 4°C. Le culot
bactérien obtenu est lavé 2 fois par s5o0omL d’eau glacée stérile puis une fois dans somL de
glycérol 10% glacé stérile. Les bactéries sont remises en suspension dans 2mL (DH5a) ou 50mL
(BL21) de glycérol 10% glacé stérile. Les bactéries compétentes pour I’électroporation sont
finalement aliquotées par fractions de 4opL (DH5a) ou 100pL (BL21) et conservées au congélateur
a-80°C.
Transformation des bactéries par électroporation

Cent ng d’ADN plasmidique sont ajoutés a 40 (DHs5a) ou 1oopL (BL21) de bactéries
électrocompétentes. Le mélange est placé dans une cuve a électroporation préalablement
refroidie et soumise a un choc électrique de 2,5kV (électroporateur E. coli Pulser, BioRad). Aprés
ajout rapide de 7oopuL de SOC, les bactéries sont incubées a 37°C pendant 4omin avant d’étre
étalées sur milieu LB solide additionné de I’antibiotique ad hoc. Dans le cas d’E. coli DH5a
transformées avec le vecteur pGEM-T, le milieu LB est additionné de X-gal (20mg/mL) et d’IPTG
(0,5mM). Les cultures sont ensuite incubées a 37°C pendant 12h.
Milieu SOC : LB liquide additionné de glucose 3% (p/v)

Extraction d’ADN génomique et génotypage
L’ADN génomique des plantes d’A. thaliana est extrait a partir d’'une jeune feuille de rosette

selon la méthode décrite dans (Edwards et al., 1991). Une feuille de rosette de chaque plante a
génotyper est prélevée dans un tube contenant une bille d’acier puis placée environ 1h a -80°C.

Les feuilles sont ensuite broyées grace a un vibro-broyeur a bille MM300 (Retsch). La poudre
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obtenue est remise en suspension dans 400opuL de tampon Edwards. Le mélange est centrifugé a
3200g pendant 15min a température ambiante.

Le surnageant est prélevé et 300uL d’isopropanol y sont ajoutés. Le mélange est une nouvelle
fois centrifugé a 3200g pendant 15min a 4°C. Le culot obtenu est mis a sécher a I’étuve a 37°C
pendant au moins 2h. L’ADN est enfin remis en solution dans 100ouL d’eau stérile.

Les PCR de génotypage sont effectuées a partir de 2pL de cette solution d’ADNg.

Tampon Edwards : Tris-HCl 200mM (pH7,5), NaCl 250mM, EDTA 25mM, SDS 0,5%.

Extraction des ARN totaux
Les ARN totaux sont extraits a partir de 3omg de boutons floraux d’A. thaliana, au TriZol selon

les instructions du fournisseur (Invitrogen). Aprés extraction un dosage spectophotométrique

(260-280nm) au NanoDrop est effectué.

Transcription-inverse des ARNm
La synthése des premiers brins d’ADNc est réalisée a ’aide de la transcriptase inverse Improm

Il (Promega) selon les instructions du fournisseur a partir de 2pg d’ARN totaux.

PCR semi-quantitative
Le géne TCTP, At3g16640, est utilisé comme géne de référence afin de vérifier I'efficacité de la

reverse transcription ainsi que ’homogénéité des différents échantillons. Pour cela, une réaction
de PCR est réalisée comme décrit précédemment avec les amorces TCTP-F et TCTP-R et 1,5uL de
premier brin d’ADNc en utilisant le programme suivant : [(30sec a 94°C; 30sec a 60°C; 20sec a
72°C)x 25 cycles]. L’absence d’un transcrit pleine longueur et apres l'insertion a été vérifiée par
PCR pour les mutants SnAK1 (SALK 015230) et SnAK2 (GABI-KAT 713C09) ainsi que la présence
éventuelle d’un transcrit avant I'insertion en utilisant 1,5uL de premier brin ADNc dans les
conditions suivantes :

e transcrit SnAK1 pleine longueur avec le couple d’amorces SnAKipleinelongueur-F et
SnAKi1pleinelongueur-R en utilisant le programme suivant : [(30sec a 94°C; 30sec a 54°C;
70sec a 72°C)x 30 cycles]. L'amplicon attendu est de 1158pb.

e transcrit SnAKi1 apres Ulinsertion avec le couple d’amorces SnAKiAfter-F et
SnAKipleinelongueur-R en utilisant le programme suivant : [(30sec a 94°C; 30sec a 58°C;
25sec a 72°C)x 30 cycles]. L'amplicon attendu est de 359pb.

e transcrit SnAK1 avant linsertion avec le couple d’amorces SnAKipleinelongueur-F et
SnAK1Before-R en utilisant le programme « touch-down » suivant : [(30sec a 94°C; 30sec a
59°C*; 40sec a 72°C)x 3 cycles *avec -1°C a chaque cycle puis (30sec a 94°C; 30sec a 56°C;
40sec a 72°C)x 30 cycles]. L’amplicon attendu est de 662pb.

e transcrit SnAK2 pleine longueur avec le couple d’amorces SnAK2pleinelongueur-F et
SnAK2pleinelongueur-R en utilisant le programme « touch-down » suivant : [(30sec a 94°C;
30sec a 53°C*; 70sec a 72°C)x 3 cycles *avec -1°C a chaque cycle puis (30sec a 94°C; 30sec a
50°C; 70sec a 72°C)x 30 cycles]. L'amplicon attendu est de 1128pb.

e transcrit SnAK2 aprés [linsertion avec le couple d’amorces SnAK2After-F et
SnAK2pleinelongueur-R en utilisant le programme « touch-down » suivant : [(30sec a 94°C;
30sec a 73°C* ; 20sec a 72°C)x 5 cycles *avec -1°C a chaque cycle puis (30sec a 94°C ; 30sec a
68°C; 20sec a 72°C)x 30 cycles]. L’amplicon attendu est de 191pb.
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e transcrit SnAK2 avant linsertion avec le couple d’amorces SnAK2pleinelongueur-F et
SnAK2Before-R en utilisant le programme « touch-down » suivant : [(30sec a 94°C; 30sec a
63°C*; 40sec a 72°C)x 5 cycles *avec -1°C a chaque cycle puis (30sec a 94°C; 30sec a 58°C;
4osec a 72°C)x 30 cycles]. L’amplicon attendu est de 633pb.

Techniques de biochimie

Extraction de protéines totales de feuilles d’A.thaliana
Des feuilles de rosettes d’A. thaliana agées d’environ 4 semaines sont broyées dans de I'azote

liquide. La poudre obtenue est remise en suspension dans du tampon A glacé a raison de 1mL.g"
puis filtrée a travers du Miracloth. Les débris sont éliminés et les protéines clarifiées par
ultracentrifugation a 100000g pendant 15min a 4°C. Le culot est ensuite resolubilisé dans un
volume minimum de tampon A.

Tampon A: Hepes-NaOH 100mM pH 7,3, glycérol 5% (v/v), EGTA 1omM. Extemporanément: DTT
10mM, cocktail d’antiprotéases (Sigma P9599) 0,1%. (v/v), cocktail d’antiphosphatases (Sigma
P2850) 0,1%o (v/v)

Dosage de protéines
La concentration en protéines est estimée par absorbance de la solution a 28onm (longueur

d’onde a laquelle les acides aminés aromatiques sont détectables) grace a un spectrophotometre
(NanoDrop ND-1000).

Le dosage colorimétrique par la technique de Bradford (Bradford, 1976) permet de
déterminer la concentration en protéines d’une solution. La solution de Bradford, un colorant de
bleu de Coomassie G250 initialement rouge, se fixe en milieu acide aux résidus basiques et
aromatiques des protéines, formant un complexe bleu absorbant a 595nm. Cinq a 1ouL d’extrait
protéique et 200puL de solution de Bradford sont incubés pendant 5min a température ambiante
dans un volume final de 1mL. Une gamme étalon (de 1ug a 7ug) est préparée a partir d’une

solution de SAB.

Purification des anticorps
Les protéines recombinantes GST-AtSnRK1a1 purifiées sont fixées par « cross-linking » sur de

la résine « NHS- activated Sepharose 4 Fast Flow » (GE Healthcare : 17-0906-01) comme décrit
précédemment (Tavares et al., 2002). Apres incubation des anticorps polyclonaux anti-AtSnRK1a1
(sérum) avec la résine pendant 1omin a température ambiante, la colonne est lavée avec 5 BV
(Bed Volume, Volume de résine) de PBS-1X. Les anticorps sont élués avec 2 BV d’acide citrique
0,1M a pH 2,8 puis insolubilisés par du sulfate d’ammonium (60% de saturation). Le culot obtenu
apres centrifugation (20000g pendant 10omin a 4°C) est remis en solution dans du PBS-1X. La
colonne est ensuite rincée abondamment avec du PBS-1X et stockée a 4°C dans ce tampon.

PBS-10X : NaCl 80g.L", KCl 2g.L", Na,HPO, 14,4g.L", KH,PO, 2,48.L"
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Immunopreécipitation des complexes AtSnRK1
Dans cette expérience, les complexes SnRK1 sont isolés a partir d'un extrait protéique total a

I'aide d'anticorps anti-AtSnRK1 fixés a de la protéine A-Sépharose (pA-séph). Le protocole est
adapté de (Jossier et al., 2009).

Préparation de la résine-anticorps : La protéine pA-séph est réhydratée dans 1mL de tampon
d'immunoprécipitation (ip)-NaCl 150mM a 4°C sous rotation (15rpm) puis lavée deux fois a 4°C
dans ce méme tampon (centrifugation a 9ooog pendant 1min), puis le culot est resuspendu dans
300pL de tampon ip-NaCl 150mM, avant d'étre incubé avec les anticorps anti-AtSnRK1a1 a 4°C
pendant au moins 1h sous rotation. Les anticorps non fixés a la protéine A sont éliminés par trois
lavages successifs dans le méme tampon avec remise en suspension de la résine (centrifugation a
9000g pendant 1min). Le culot est remis en suspension dans 300uL de tampon ip-NaCl 150mM.

Formation du complexe protéines-anticorps : Aprés addition d'un volume d'extrait protéique

contenant 25ug de protéines totales (déterminés par dosage au Bradford, cf. 2.2) et de 300pL de
tampon ip-NaCl 150mM, le mélange est incubé a 4°C pendant 3h sous agitation douce. Les
protéines non retenues par les anticorps sont ensuite éliminées par 3 lavages dans le tampon ip-
NacCl 1M, 1 lavage dans le tampon ip-NaCl 150mM puis 3 lavages dans 1mL d'Hepes-NaOH 50mM pH

753

Tampon d'immunoprécipitation 150mM / 1M Nacl : Tris-HCl 50mM (pH 6,8), NaCl 150mM ou 1M, NaF
5o0mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM. Ajouter extemporanément : Triton 1% (v/v), DTT 1mM, cocktail
d’antiprotéases (Sigma-Aldrich® : P9599) 0,1% v/v

Préparation de la colonne d’immuno-affinité

Le principe de cette technique dite de « cross-linking » est de remplacer une interaction par
liaisons hydrophobes par des liens covalents. La protéine A piége les anticorps (notamment les
anti-AtSnRK1a1) et grace a un agent bifonctionnel, le DMP (DiMethyl Pimelimidate HCI, Sigma:
D8388), ce lien va devenir covalent. L'antisérum AtSnRK1a1 (4mL dans du PBS-1X) est dilué dans
gmL de tampon borate puis incubé a température ambiante avec de la protéine A-sépharose
(4mL) sous agitation (sur roue a 15rpm) pendant 30min. Le culot de protéine A-sépharose est
ensuite lavé par 1omL de tampon borate puis resuspendu dans 9mL de ce méme tampon en
présence de 20mM de DMP. Aprés incubation sous agitation (sur roue a 15rpm) pendant 3omin a
température ambiante, le culot de protéine A-sépharose est resuspendu dans 1o0mL de Tampon
EA et maintenu sous agitation (sur roue a 15rpm) pendant 1th a température ambiante. Le culot de
sépharose-protéine A-anticorps est enfin lavé abondamment par du PBS-1X et conservé dans ce
tampon a 4°C jusqu'a utilisation.

Tampon Borate : Sodium tetraborate hydrate 200mM (pH9), NaCl 3M
Tampon EA : Ethanolamine 200mM (pH8)
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Purification de complexes AtSnRK1 par immuno-dffinité
Le principe de la purification est fondé sur I'interaction par liaisons hydrophobes entre des

épitopes d’AtSnRK1au1 et les anticorps. Ces liaisons sont fragilisées par un choc salin. Cela permet,
en une seule étape, d'obtenir des extraits fortement enrichis en complexes AtSnRK1 actifs. La
colonne est préalablement équilibrée avec 5 BV (« Bed Volume », Volume de Colonne) de Tampon
A (cf. 2.2.). Environ 10g de rosettes (parties aériennes uniquement) d'A. thaliana sont utilisés pour
préparer Pextrait protéique (cf. 2.2.). L'extrait concentré est mis au contact de la résine en
réalisant 2 passages a débit lent (1 a 2 gouttes par seconde). Cette étape de fixation dure environ
4omin. La colonne est ensuite lavée par 5 BV de Tampon A-NaCl (NB : pour I'échantillon analysé en
tandem MS/MS, les lavages étaient de 20 BV). Enfin, les protéines sont éluées une premiere fois
par 5 BV d'eau ultrapure, puis une seconde fois apreés incubation de la colonne avec 3 BV d'eau
ultrapure pendant au moins 1h a température ambiante. Le rendement peut étre amélioré grace a
une troisieme élution par 3 BV d'eau ultrapure apres incubation a 4°C pendant une nuit. Ces éluats
sont concentrés sur Amicon Ultra® 10okDa (Millipore) jusqu'a un volume d'environ 150uL puis

congelés a -20°C jusqu'a utilisation.

Production de protéines recombinantes

A

Des précultures de 2 a smL de LB + antibiotiques ad hoc sont ensemencées a partir de
bactéries transformées et sélectionnées sur milieu LB liquide + antibiotiques (cf. 2.1.).

Les cultures bactériennes sont réalisées dans des erlenmeyers de volume 5 fois supérieur au
volume de culture pour permettre une bonne oxygénation des bactéries. Le milieu de culture (LB
+ antibiotiques ad hoc) est ensemencé a I'aide des précultures (5% volume de préculture / volume
de milieu de culture), puis incubé sous agitation a 25°C ou a 37°C selon les protéines a produire
(Tableau 7). L’évolution de la population bactérienne d’E. coli est suivie par turbidimétrie a
A=600nm. Lorsque la DO atteint la valeur requise, la synthése protéique est induite par I’addition
d’IPTG, un homologue non métabolisable du lactose et poursuivie en concentration et pendant
des durées variables selon la protéine produite. Le détail des conditions de production de chaque
protéine apres optimisation est donné dans le tableau 7. En fin de période d’induction, la
suspension bactérienne est centrifugée a 6000g pendant 35min a 4°C. Le culot bactérien est remis
en suspension dans du tampon de lyse (2,5% de tampon par rapport au volume de culture
bactérienne initiale) puis les cellules sont lysées par 3 passages dans une presse de French. Le
lysat obtenu est centrifugé a 11000g pendant 40min, a 4°C. Le surnageant, contenant les protéines
solubles, est récupéré et conservé, tandis que le culot est solubilisé dans de I'urée 8M.

Tampon de lyse : HEPES-NaOH 100mM (pH 7,5), glycérol 10% (v/v), NaCl 300mM. Extemporanément :
DTT 10mM, une pastille d’antiprotéases (Roche® complete mini EDTA free) pour 30omL de solution

99






Matériel & Méthodes

Purification de protéines recombinantes porteuses d’étiquette GST ou 6xHIS par chromatographie
d’affinité GSH-agarose ou Ni-agarose
La fraction soluble obtenue lors de la production de protéines recombinantes (cf. paragraphe

précédent) est soumise a une chromatographie d’affinité GSH (Sigma: G4510) ou Nickel (Ni)
(Sigma: H9914) selon Iétiquette fusionnée a la protéine produite. Les purifications par
chromatographie d’affinité GSH et Ni permettent de sélectionner des protéines contenant
respectivement une étiquette GST (Glutathion-S-Transférase ; CDS cloné dans pDEST15) ou une
étiquette 6 x Histidine (CDS cloné dans pDEST17, pACYCDuet ou pET21-d) dans un échantillon de
protéines totales bactériennes. Dans le premier cas, la GST se lie a son substrat naturel, le GSH,
séparant ainsi la protéine chimérique du reste des protéines de I’échantillon ; dans le second cas,
le nickel chélate les histidines de I’étiquette retenant préférentiellement les protéines riches en
histidines. La protéine étiquetée est ensuite éluée respectivement par le GSH 15mM ou par un
compétiteur du noyau aromatique des histidines, I'imidazole (Merck : 4716). Les purifications sont
effectuées selon les protocoles fournis par le fabricant avec les modifications suivantes pour le
cas de la résine Ni: (1) équilibration en Hepes-NaOH 100M, pH7,5, (2) blocage pendant 1h (i.e.2a 3
passages, débit lent) a température ambiante ou sur roue (15rpm) pendant 1h30 a 4°C dans le cas
des complexes recombinants ; (3) lavage dans Hepes-NaOH 100M, pH7,5, imidazole 20mM, Nacl
150mM ; (4) élution par 5 BV d’imidazole 200mM puis 500mM.

Les concentrations en protéines de chaque fraction d’élution sont alors estimées par
spectrophotométrie a 28onm au Nanodrop® (cf. 2.2). Seules les fractions présentant une
concentration supérieure a 0,1ug.uL" seront analysées.

Electrophorése de protéines

Les protéines sont dénaturées dans du tampon de dissociation Laemmli a 95°C pendant 5min
puis séparées par électrophorése SDS-PAGE en gel d’acrylamide/bisacrylamide a 120V pendant
1th30 a 2h selon la teneur en polymere du gel (Laemmli, 1970). Pour la réalisation
d’électrophoréses natives, le protocole est identique, le SDS retiré des solutions décrites ci-
dessous et la migration s’effectue pendant 4h a 4°C.

Tampon de dissociation Laemmli: Tris-HCl 62,5mM (pH6,8), SDS 2% (m/v), glycérol 10% (v/v), 6-
mercaptoéthanol 0,2% (v/v), bleu de bromophénol 10ppm
Composition du gel : Tris-HCl 125mM (pH6,8), polyacrylamide 4% (v/v) (gel de concentration) ou Tris-
HCl 375mM (pH8,8), polyacrylamide 10% (gel de séparation), SDS 0,1% (p/v), TEMED 0,05% (v/v), APS
0,025% (p/v)
Tampon de migration : Tris-base 2smM (pHS8, 3), glycine 192mM, SDS 0,1% (p/v)
Coloration au bleu de Coomassie R250

Cette méthode permet de détecter des protéines lorsque la quantité est supérieure a 100ng.

Le bleu de Coomassie R250 se lie de fagon non covalente aux fonctions NH;" et aux groupes non
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Figure 93. Représentations schématiques et graphiques des différents types d’inhibition. (A) Description de
Pinhibition compétitive. A1 A2 et A3 représentent trois différents cas de figure. (B) Description de I'inhibition
compétitive. C, Description de I'inhibition dite incompétitive. Les schémas a gauche représentent les différents
complexes formés par I’enzyme (E, en gris), le substrat (S, en rouge) et I'inhibiteur (I, en vert). L’étoile rouge sur
I’enzyme traduit un site catalytique actif. Les équations minimales correspondant a chaque type d’inhibition sont
décrites dans les cadres gris et leurs principales caractéristiques dans les cadres blancs. Les graphiques a droite
correspondent aux représentations typiques en doubles inverses (1/vitesse en fonction de 1/S) d’aprés Lineweaver et
Burk.
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polaires des protéines. Apres SDS-PAGE, le gel est coloré et fixé au moins 30min dans une solution
de coloration puis placé au moins 2h dans une solution de décoloration.

Solution de coloration : Ethanol 45%, acide acétique 10% dans ’eau ultrapure, bleu de Coomassie R250
0,2% (p/v)
Solution de décoloration : Ethanol 25%, acide acétique 7% dans I’eau ultrapure

Western-blot
Aprés SDS-PAGE, les protéines sont transférées depuis le gel sur une membrane PVDF

(polyvinylidene difluoride, Sigma: P2938) en utilisant un appareil « Transblot Semi-Dry transfert
cell » (Bio-Rad) selon les instructions du fournisseur. Le transfert de type semi-sec est réalisé a 15V
pendant 45min dans du tampon de transfert.

Aprés transfert, les protéines sont révélées par immunodétection avec des anticorps
spécifiques en utilisant un SNAP-i.d. (Millipore). Cet appareil permet de réduire les volumes de
solution utilisés et le temps imparti pour cette manipulation. De plus, ce systeme permet de faire
passer les tampons utilisés au travers de la membrane (vide d’air). L’installation de la membrane
dans le boitier s’effectue selon les recommandations du fabriquant. La membrane est saturée
avec une solution de blocage pendant 1omin. Une étape de pré-hybridation avec les anticorps
primaires dirigés contre la protéine (ou I’étiquette) d’intérét de 15min précéde I’hybridation avec
les anticorps secondaires d’une durée de 15min également. Dans le cas de protéines fusionnées a
étiquette GST, les deux anticorps (primaire et secondaire) sont pré-incubés pendant 15min dans
1omL de solution de blocage et I’hybridation s’effectue ensuite directement avec ce mélange
pendant 15min. Finalement, la membrane est lavée avec 30mL de solution de lavage. Enfin, une
révélation par chimioluminescence (ECL, Perkin-Elmer : NEL103001EA) est réalisée.

Tampon de transfert : Tris-base 25mM, glycine 192mM, SDS 0,1% (v/v), éthanol 20%
Tampon de blocage : PBS1X, SAB 1% (p/v), Tween-20 0,1% (p/v)
Solution de lavage : PBS1X, Tween-20 0,1% (p/v)

Mesure d’activité kinase
L'activité kinase est mesurée grace a la phosphorylation d’un peptide synthétique reconnu

par la kinase étudiée : peptide AMARA (AMARAASAAALARRR) (Dale et al., 1995) pour AtSnRK1 et
peptide T-loop (DFGLSNIMRDGHFLKTSCGSPNYAAPERRR) pour AtSnAK, tous deux présentant
trois arginines a I’extrémité C-terminale qui permettront I'isolement du peptide en fin de réaction.

L'activité est réalisée en présence de 2uCi de *’P-ATP (PerkinElmer® 10Ci.mmol”, 2mCi.mL"
BLU002250UC ou BLU002500UC) et du phosphopeptide AMARA (200uM) dans le tampon
d'activité kinase dans un volume final de 25uL a 30°C pendant 30min (pour AtSnRK1ia1
recombinante), 20min (pour les complexes AtSnRK1 purifiés) ou 1h3o (phosphorylation du
peptide T-loop par AtSnAK recombinante). Deux fractions aliquotes de 1ouL du milieu réactionnel
sont prélevées et déposées sur des carrés (2cm?) de papier chromatographique Whatman P81

« cation-exchanger ». Ceux-ci sont immédiatement plongés dans des bains successifs d'acide
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Figure 94. Systéme de filtration utilisé par Liley et colléegues pour fractionner les différents organites a partir de
protoplastes de blé. (D’apreés Liley et al., 1982). (A) Mécanisme complet sous pression permettant un fractionnement
trés rapide des organites. (B) Détail des filtres utilisés.
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Figure 95. Systéemes de filtration utilisés pour le fractionnement des protoplastes. (A) Premier systéme utilisé
nécessitant une bréve centrifugation a 3000g pendant 5sec afin que la suspension de protoplastes déposée sur la
succession de filtres (nylon de porosité 25um, 1opum puis filtre 0,45um, (B) passe au travers du systéme et soit
récupérée rapidement. (C) Second systéme utilisé nécessitant une seringue pour appliquer une pression sur le
systeme de filtration composé d’un nylon de porosité 3opm puis d’un filtre 0,45um.
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phosphorique (300mL, 1% v/v) une fois 10min puis deux fois smin. Enfin, les papiers sont
rapidement séchés a I'acétone puis plongés dans du liquide scintillant (3mL, Beckman-Coulter®
Ready GelTM P/N596601) et la radioactivité comptée dans un compteur a scintillation (Beckman-
Coulter® LS6500). Pour déterminer les Km apparents, les concentrations d'ATP (non radioactif)
ont varié entre 0 et 400uM. Tous les métabolites utilisés ont été commandés chez Sigma-
Aldrich®.

Tampon d'activité kinase : HEPES-NaOH o,1M (pH7,3), DTT o,5mM, MgCl2 2,5mM, EGTA 0,5mM, ATP
50uM (cas des activités sur complexes immuno-purifiés), cocktail d'antiprotéases (Sigma : P9599)
0,1% (v/v), cocktail d'antiphosphatases (Sigma : P2850 et P5726) 0,1% (v/v)

Analyse de la compétitivité de différents adénylates
Pour I'analyse de la compétitivité de PATP et de I’ADP vis-a-vis des protéines recombinantes

GST-AtSnAK1 et 2, le module « Enzyme Kinetic Wizard » du logiciel SigmaPlot a été utilisé. Les
différents types de compétitivité sont explicités dans la figure 93.
Dosage de métabolites a partir de protoplastes d’Arabidopsis

Le dosage des métabolites intracellulaires nécessite [I'utilisation d’une technique de
fractionnement cellulaire rapide et fiable. Différentes mises au point ont été réalisées au cours de

ce travail et sont décrites ci-dessous.

Lilley et colléegues ont décrit une méthode de séparation des organites (chloroplastes,
mitochondries, cytoplasme et vacuole) de protoplastes de blé (Liley et al., 1982) (Figure 94). Nous
nous sommes inspirés de ces travaux pour tester différents systemes de filtration (Figure 95).

Un premier systéme (Figure 95A) est composé d’une part de deux membranes en nylon
successives de porosités 25um et 1opm. La filtration de la suspension de protoplastes sur ce
systéme permet de casser les protoplastes et de retenir une grand partie des chloroplastes. Le
passage consécutif sur un filtre d’'une porosité de 0,45um (Sartorius Minisart) permet de retenir
les mitochondries. La suspension de protoplastes (1,5mL, concentrée a 3.10° protoplastes.mL") est
déposée au dessus des filtres puis une breve centrifugation a 3000g pendant 5sec permet de
recueillir 1 a 1,3mL de jus cytoplasmique. Pour ce systéme, trois types de filtres ont été testés: les
filtres seringue Minisart HF (Sartorius 16537-B ; polyethersulfone), Minisart NML (Sartorius 16555-
B ; acétate de cellulose) et Minisart plus (Sartorius 17829-B ; acétate de cellulose).

Un second systéme (Figure 95B) avec les mémes filtres Sartorius mais n’utilisant qu’une seule
membrane nylon de porosité 3oum associé a un filtre Millipore de 0,45uM a également été testé.
La suspension de protoplastes (1,5mL, concentrée a 3.10° protoplastes.mL") est passée a travers

le systéme par pression a I'aide d’une seringue.
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Figure 96. Principe de purification de métabolites chargés négativement sur colonne échangeuse d’anions DOWEX®
1x8. La colonne est en premier lieu équilibrée dans du tampon Mannitol 0,4M (1). Les protoplastes sont ensuite
cassés a travers un filtre nylon (25um de porosité) puis le filtrat passé sur la colonne, permettant la fixation des
métabolites chargés négativement (2). Les métabolites fixés sont élués au carbonate d’ammonium 8% (3). La colonne
peut étre régénérée par un grand volume d’acide chlorhydrique avant d’étre a nouveau rincée a l’eau (4).
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Calibration des colonnes DOWEX®1x8

Afin d’obtenir une solution fiable de mesure du citrate et des adénylates présents dans les
compartiments vacuolaire et cytoplasmique, des étapes de calibration du protocole ont été
nécessaires. Il s’est agi de s’assurer d’une part de la rétention totale (dans la limite des techniques
de mesures utilisées) des métabolites d’intérét sur la colonne et d’autre part de efficacité de
I’élution. Pour la calibration des colonnes, 0,2 a 1,2mL de résine DOWEX®1x8 (Serva: 41081) ont
été lavés abondamment a I’eau ultrapure puis équilibrés par smL de mannitol 0,4M. Des quantités
différentes de métabolites ont été déposées sur la colonne (de 0,25 a 1pmole de citrate et de 0,5 a
2.10*‘umoles d’ATP et d’ADP. Les éluants suivants ont été testés : acide chlorhydrique 1N/2N, acide
chlorhydrique 0,4N additionné de NaCl 4M, NaOH 4N, acide sulfurique 1M et carbonate
d’ammonium (Co;(NH,),) 8% (Figure 96). Lors de I'utilisation d’acides et bases fortes, le pH est

ensuite immédiatement rétabli autour de 7,5-8.

Purification du citrate, de ’ATP et de ’ADP

Une suspension de 500pL de protoplastes concentrée a 2.10° protoplastes.mL” est passée a
travers un filtre nylon de 25um a l'aide d’une seringue. Le «pass-through» obtenu est
immédiatement passé a travers 1,2mL de résine DOWEX®1x8 préalablement lavée abondamment
a I’eau ultrapure et équilibrée avec smL de mannitol 0,4M. La colonne est ensuite lavée avec 6mL
de mannitol 0,4M. Les métabolites chargés négativement et fixés par échange d’anions (Figure
96) sont élués par 2 fois smL de Cos(NH,), 8%. Les éluats sont récupérés, congelés rapidement
dans I'azote liquide puis séchés 6oh a ’aide d’un lyophilisateur (Laboratory freeze dryer - Christ®
Alpha 2-4LD plus). Les échantillons sont repris dans smL d’eau ultrapure puis conservés au

congélateur a -80°C jusqu’aux dosages.

Cette méthode (Moellering and Gruber, 1966) permet de déterminer la concentration en
citrate d’un échantillon en suivant, par spectrophotométrie a 340nm, le NADH consommé au

cours des réactions suivantes :

acétate
. + decarboxylase
citrate T) oxaloacetate —————— > pyruvate + CO,
MDH | ~ NADH LDH| ~ NADH
Malate + NAD* Lactate + NAD*
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Le citrate est clivé en acétate et oxaloacétate par la citrate lyase. Ce dernier est ensuite pris en
charge par 'oxaloacétate décarboxylase endogeéne pour former du pyruvate. L’ajout de LDH dans
le milieu réactionnel permet de former 1 lactate en consommant 1 NADH. En cas de
décarboxylation incompléte, la MDH est ajoutée au milieu et prend en charge I’oxaloacétate pour
former 1 malate en consommant 1 NADH. Au cours de cette réaction couplée, 1 mole de NADH
consommée correspond a 1 mole de citrate clivée parla CL.

Milieu réactionnel CL: Hepes-NaOH 100mM (pH7,6), MgCl, 5mM, NADH 0,2mM, CL 1U, MDH 10opg.mL”
(Boehringer : 127248 ), LDH 25U (Sigma-Aldrich® : 036K7400)

Les concentrations en ATP sont mesurées avec le kit « ENLITEN® ATP Assay System
Bioluminescence Detection Kit for ATP Measurement» (Promega: FF2000) selon les
recommandations fournies a I’aide d’un luminomeétre (Lumat LB9507 — Berthold Technologies).
L’ADP est converti en ATP par la pyruvate kinase (PK) en présence de sels et du PEP dans 100pL
de mélange réactionnel PK. La conversion a lieu pendant 7min a 30°C La mesure effectuée au
luminométre correspond donc a ’ADP converti en ATP additionnée a I’ATP présent initialement.
La gamme étalon est effectuée avec o, 2, 4 et 8.10"umoles d’ATP dans le tampon utilisé pour la
conversion de ’ADP en ATP (Tris-HCl 200mM pH7,7).

Mélange réactionnel PK : Tris-HCl 200mM (pHyz,7), MgCl, 2smM, KCl 12,5mM, PEP 1mM

Pour ces mesures, 2mL d’une suspension de protoplastes concentrée a 2.10°protoplastes.mL”
est passée a travers une membrane nylon de 25um a I’aide d’une seringue puis le « pass-through »
est immédiatement déposé sur la colonne DOWEX®1x8 (lavée et équilibrée comme décrit
précédemment). Une petite fraction aliquote de protoplastes cassés et non passés sur colonne
(échantillon E1) est conservée. La résine est lavée 2 fois avec 1mL de mannitol 0,4M échantillons L1
et L2). Les éluats de lavages sont récoltés dans des tubes eppendorf de 2mL sur coussin de
saccharose 3M. Une centrifugation a 10000g pendant 10omin a 4°C permet de déposer les débris,
chloroplastes et mitochondries sur le coussin. Le surnageant est récupéré délicatement et
précipité au sulfate d’ammonium 60% (p/v) aprés ajout d’un entraineur (SAB, concentration
finale: o,5mg.mL") constituant I’échantillon E2. Les «culots» d’organites sur coussins de
saccharose 3M sont additionnés de triton (concentration finale: 2%) afin de casser les
chloroplastes et les mitochondries, ceci constitue I"’échantillon E3.

L’activité enzymatique des enzymes marqueurs suivantes est mesurée a l'aide d’un
spectrophotometre (Varian Cary 50 UV/Vis) dans ces échantillons. La consommation du NADH ou
la synthése du NADPH est suivies a 340nm:

e Marqueur cytoplasmique: Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPc) couplée a la
Malate déshydrogénase (MDH), en présence de MgCl, (Lane et al., 1969)
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NADH
PEP + HCO ——> oxaloacétate + Pi ; malate + NAD*
3 pPEPc MDH

e Marqueur chloroplastique : MDH a NADPH, en présence d’EDTA (afin de chélater les
traces d’ions bivalents favorables a ’enzyme malique endogéne) (Hatch and Slack,

1969)
NADH

oxaloacétate + Pi ﬁ-) malate + NAD*
e Marqueur mitochondrial : Fumarase couplée a I’enzyme malique
H,O/NADP*
fumarate +H,0 Fu_m> malate EM;} pyruvate + NADPH + HCO, + H*

Milieu réactionnel PEPc: Tris-HCI gomM (pH8), NaHCO; 5mM, MgCl, 1omM, PEP 2mM, NADH 0,2mM,
MDH 1opg.mL " (Boehringer : 127248 )

Milieu réactionnel MDH : Tris-HCl 9omM (pH8), oxaloacétate 2mM, EDTA 1mM, NADPH 0,2mM

Milieu réactionnel Fumarase/EM a NADP* : KH,PO, 9gomM (pH7,3), fumarate smM, NADP* 0,2mM, EM
a NADP" 0,06U (Sigma-Aldrich® : M5257)

Méthodes relatives aux plantes

Stérilisation des graines
Une stérilisation des graines préalable aux semis in vitro permet de pallier aux risques de

contamination des milieux de culture par des spores de champignons ou par des bactéries. Pour la
préparation d'un mélange Bayrochlor® [ éthanol 95%, un demi comprimé est dissout dans 20 mL
d'eau ultra pure, puis la solution est diluée 10 fois dans de I'éthanol 95%. Environ 20mg de graines
sont incubés pendant 6min dans 1mL de ce mélange. Les graines sont ensuite rincées par deux
bains successifs d'un mL d'éthanol 95% ou absolu puis séchées sous hotte a flux laminaire pendant
au minimum 2h.
Milieux de culture pour semis in vitro

Les graines sont semées sur un milieu 1/2MS (Murashige and Skoog, 1962). Les milieux sont
coulés dans des boites de Pétri stériles sous hotte a flux laminaire. En fonction des expériences, le
milieu est additionné avant autoclavage de glucose 3% (p/v), saccharose 3% (p/v) ou tréhalose 1,8%
(p/v) ou apreés autoclavage de sulfadiazine (5,25mg.mL") ou kanamycine (5opg.mL").

Pour I'analyse phénotypique de I'appareil aérien d'A. thaliana, les boites sont placées a
I'horizontale ; pour I'appareil racinaire, les boites sont placées a la verticale.

Milieu 1/2MS : Murashige & Skoog Basal Salt Mixture + Vitamines (Duchefa) 2,15g.L", agar 0,8% (p/v),
pH 5,8 (KOH)

Préparation et transformation de protoplastes

Les plantes utilisées sont agées d’environ 5 semaines et cultivées en conditions de jours
courts. Les protoplastes sont préparés et transformés d’aprés la méthode décrite par J. Sheen

(Yoo et al., 2007) et adaptée selon le protocole décrit ci-dessous (Figure 97).
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Figure 97. Préparation de protoplastes a partir de feuilles d’Arabidopsis (D’aprés Yoo et al., 2007). (A)
Schéma des étapes préliminaires de la préparation. Le haut des feuilles est écarté. De fines laniéres sont
découpées et plongées dans la solution de digestion enzymatique. La partie inférieure (coté pétiole) est
également écartée. (B) Image des lanieres aprés 3h de digestion enzymatique.
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Les feuilles, soigneusement choisies (seconde, troisieme et quatriéme paires bien exposées a
la lumiere) sont prélevées au niveau du pétiole. Elles sont découpées en laniéres d’environ 0,5mm
de largeur et leurs deux extrémités sont éliminées. Les bandelettes sont immédiatement
immergées dans 1omL de solution enzymatique. La digestion des parois végétales s’effectue a
’obscurité pendant 3h (3omin sous vide + 2h30) a température ambiante. Aprés incubation, les
protoplastes sont libérés par agitation manuelle douce, prélevés délicatement avec une pipette
apres ajout de smL de solution isotonique puis filtrés a travers un nylon de porosité 10oum. Le
liquide est éliminé aprés centrifugation a basse vitesse (50g, 10min) et les protoplastes remis en
suspension dans smL de solution isotonique. Cette étape de lavage est répétée une fois avant
comptage des protoplastes sous microscope a I'aide d’une cellule de Malassez. Le rendement
obtenu est de I’ordre de 3 4 10.10° protoplastes pour 1omL de solution enzymatique initiaux.

La transformation est effectuée strictement selon le protocole décrit par J. Sheen (Yoo et al.,
2007) (les solutions sont détaillées ci-dessous) en utilisant les vecteurs dérivés de pBi/smGFP
(Jasinski et al., 2002) dans lesquels ont été insérées les phases ouvertes de lecture des genes
AtKRP6"" (version sauvage) et AtKRP6'°%", AtKRP6'°°, AtKRP6'™** et AtKRP6'>*" (versions
mutées).

Solution enzymatique : MES 20mM (pHs,7), mannitol 0,4M, KCl 20mM, Cellulase R10 (Yakult:
« Onozuka ») 1,5%, Maceraze® pectinase (Calbiochem: #441201) 0,4%, CaCl, 10mM, SAB 0,1%.
Préparation pour 1omL : ajouter 5smL de mannitol 0,8M, 1mL de MES 0,2M (pH5,7) et 0,1mL de KCl 2M
dans 3,6mL d’eau. Chauffer 2min a 70°C. Dissoudre délicatement 0,15g de cellulase et 0,04g de
macérozyme. Incuber a 55°C pendant 10min pour inactiver les protéases et solubiliser totalement les
enzymes. Ajouter 0,imL de CaCl, 1M et o,1mL de SAB 1omg.mL". Stériliser par filtration (Filtre
Millipore 0,45um)

Solution isotonique : Hepes-NaOH 0,1M (pH 7,6) ; mannitol 0,4M ; EDTA 2,5mM ; MgCl2 5mM

Solution de transformation W5 : MES 2mM (pHs,7) (KOH), NaCl 154mM, CaCl, 125smM, KCl 5mM
Solution de transformation WI : MES 4mM (pH5,7) (KOH), mannitol 0,5M, KCl 20mM

Solution de transformation (Ath) PEG: Poly-Ethyléne-Glycol (PEG) 4000 (Fluka: #81240) 40%,
mannitol 0,2M, CaCl, 0,1M

Solution de transformation MMg : MES 4mM (pHs,7) (KOH), mannitol 0,4M, MgCl, 15mM

Les protoplastes sont obtenus a partir d’une suspension cellulaire de tabac BY-2 fraichement
ensemencée dans du milieu de culture (5mL de culture dans 20mL de milieu de culture BY-2, cf.
1.1.). Apres centrifugation de la suspension BY-2, une solution enzymatique permettant de digérer
la paroi pecto-cellulosique est ajoutée sur le culot cellulaire. Le mélange réactionnel est incubé a
30°C et agité doucement a intervalles réguliers. Dés 2h d’incubation, la progression de la digestion
est suivie au microscope. Dés lors que les cellules apparaissent rondes et individualisées, la
digestion est arrétée. Afin d’isoler les protoplastes obtenus et d’éliminer les débris de paroi pecto-
cellulosique, le mélange est soumis a plusieurs étapes de centrifugation a faible vitesse (8oorpm)

et de lavages dans du milieu MS-0,34M (GM) puis MS-0,28M (S).
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Pour chaque transformation, 20 a 30 pg d’ADN plasmidique (pUC-SPYNE, (Walter et al., 2004)
porteur de la phase ouverte de lecture du gene AtKRP6 ; pBiFP4 ou pBiFP3 (Desprez et al., 2007)
porteurs de la phase ouverte de lecture du gene AtSnRK1a1) sont mis au contact de 150puL de
protoplastes. Aprés ajout de 450uL de la solution de transformation, le mélange de
transformation est homogénéisé et incubé a 25°C pendant 30min, a ’obscurité. Aprées ajout de
3mL d’une solution de Ca(NOs), a 0,275M, les protoplastes sont mélangés doucement par
renversement. La solution est centrifugée a 70orpm pendant 7min puis le culot est repris dans
2,5mL d’une solution de MS-0,34M (GM). Les protoplastes sont enfin incubés, a I’obscurité, a
I’horizontale toute la nuit en vue de leur observation au microscope confocal.

Solution enzymatique BY-2 : Cellulase 0,5% , pectolyase 0,05% dans du MS-0,34M (GM)

MS-0,34M (Glucose Mannitol) (GM) : Murashige & Skoog Basal Salt Mixture + Vitamines (Duchefa)
4,33g.L", glucose 30g.L", mannitol 30,5g.L", 2,4-D 1uM (pH5,5). Autoclavage d 115°C pendant 20min
MS-0,28M (Saccharose) : Murashige & Skoog Basal Salt Mixture + Vitamines (Duchefa) 4,33g.L"
(pHs,5), saccharose 96g.L",. Autoclavage a 115°C pendant 20min

Solution de transformation (BY-2) PEG : PEG 4000 (Fluka : #81240) 25%, mannitol 0,45M, Ca(NO;),
0,7M, (pH9) (KOH)

Méthodes de microbiologie
Les approches décrites dans cette section reposent sur Iutilisation de la levure Saccharomyces

cerevisiae en tant que systéme hétérologue pour étudier soit I'interaction d’une CKI avec la

CDKA ;1 d’Arabidopsis, soit la capacité d’inhibition d’une CKI sur I’activité de cette CDKA ;1.

Transformation de levure par choc thermique
La préparation des cellules compétentes et leur transformation sont réalisées comme décrit

dans le protocole du kit Matchmaker Two-Hybrid System (Clontech) en utilisant les milieux ci-
dessous. Dans le cas de I'utilisation du systéme de complémentation fonctionnelle du mutant
thermosensible (S. cerevisiae souche Ely227), les levures sont transformées avec les vecteurs
pNSG1 et pNSG2 (dérivant respectivement des vecteurs pGBT9 et pGAD424) permettant
’expression des ORF des génes d’intérét. Les levures sont étalées sur un milieu SD-LEU-TRP
(permettant la sélection des double-transformants) et incubées a 25°C pendant 3-4 jours.

Milieu de levure YPDA : bacto-peptone (Difco) 20g.L", extrait de levure (Invitrogen) 10g.L". pH 5,8
(acide acétique). Agar (si milieu solide) 15g.L". Autoclavage 20min a 115°C. Glucose 2% (p/v), adénine
0,08g.L"

Milieu synthétique SD-LEU-TRP : Yeast Nitrogen Base (Invitrogen) 6,7g.L". pH 5,8 (acide acétique).
Agar 15g.L". Autoclavage 20min a 115°C. Glucose 2% (p/v), Drop-OUT-LEU-TRP 1X

Drop-OUT-LEU-TRP 1X : L-Adénine (Sigma A9126) 8omg.mL", L-Arginine (Sigma A5131) 20mg.mL", L-
Histidine (Sigma H9511) 20mg.mL”, L-Isoleucine (Sigma 17383) 30mg.mL", L-Lysine (Sigma L1262)
30omg.mL", L-Méthionine (Sigma M9625) 20mg.mL", L-Phénylalanine (Sigma P5030) 50mg.mL", L-
Thréonine (Sigma T8625) 200mg/mL”, L-Tyrosine (Sigma T3754) 30mg.mL", L-Uracile (Sigma U0750)
20mg.mL", L-Valine (Sigma V0500) 150mg.mL"

PEG 50% : PEG 3350 (Sigma P3640) 5g/1omL, TE1X, LiAc1X

TE 10X : Tris-HCl (pH7,5) 100mM, EDTA 10mM

LiAc 10X : acétate de lithium 1M (pH 7,5) (acide acétique). Stérilisation par filtration (0,45um)
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Etude du réle de KRP6 en systéme hétérologue
La levure S. cerevisiae est utilisée comme systeme hétérologue pour étudier in vivo I'effet de

KRP6 et de ses différentes formes mutées sur la CDKA ;1 d’Arabidopsis. Le principe de cette
expérience est de complémenter la mutation CDC28 (cdc28-4 ts) par une forme mutée de CDKA ;1
(T14A et Y15F) allele dominant positif (i.e. forme active constitutive) et d’analyser I'effet de
différentes formes mutées de KRP6 sur cette complémentation.

Les phases ouvertes de lecture de KRP6 et CDKA-1 sont clonées dans les 2 vecteurs
d’expression pNSG1 et pNSG2. La souche de levure Ely227 co-transformée avec un plasmide
portant le marqueur LEU2 (dérivé de pNSG2) et un plasmide portant le marqueur TRP1 (dérivé de
pNSG1) est mise en culture sur un milieu de sélection SD-LEU-TRP. A titre de témoin négatif, le
mutant Ely227 est transformé avec les 2 vecteurs pNSG1 et pNSG2 vides pour vérifier qu’ils ne
complémentent pas a eux seuls I’alléle cdc28-4 ts. Dans ce cas une croissance n’est observée qu’a
température permissive (25°C). La restauration du phénotype sauvage aprés co-transformation de
Ely227 avec un plasmide portant le gene CDC28 sauvage de levure et pNSG1 est utilisée en tant
que témoin positif. La croissance des co-transformants est analysée aprés 3 jours de croissance a

25°C et 35°C.

Méthodes d’analyses histologiques et cytologiques

Décoloration des siliques au chloral hydrate
Afin d’observer les graines d’Arabidopsis, les siliques sont fixées dans un mélange éthanol :

acide acétique (3:1, v/v) pendant 1h. Les échantillons sont ensuite placés dans un bain d’éthanol
70% et stockés a 4°C. La veille de I'observation au microscope, I’éthanol est enlevé. Les
échantillons sont éclaircis en les incubant toute la nuit dans une solution de chloral hydrate
(chloral hydrate: glycérol: eau, 8:2:1 (p/v/v)). lls sont ensuite placés entre lame et lamelle et
observés en contraste interférentiel.
Observation de la taille des cellules épidermiques de feuilles de rosette

Le protocole utilisé pour fixer les feuilles de rosette dans le but d’observer les tailles des
cellules épidermiques est identique a celui décrit ci-dessus pour les siliques a la seule différence
pres que le matériel végétal n’est éclairci avec la solution de chloral hydrate qu’au maximum
pendant 2h.
Coloration d’Alexander

Cette technique de cytologie permettant de distinguer le pollen avorté du pollen viable a été
réalisée sur les étamines des différentes lignées étudiées ainsi que décrit par Alexander (1969).
Des anthéres matures sont placées dans une goutte de colorant et ouvertes a I'aide d’aiguilles
fines. L’orange G et la fuschine acide colorent le cytoplasme des cellules tandis que le vert de

malachite colore la paroi du grain de pollen. Si le grain de pollen est vivant, il apparait donc en
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violet ; s’il est avorté il se colore en vert. Les échantillons ainsi traités sont placés entre lame et
lamelle et observés en contraste interférentiel.

Tampon de coloration Alexander : Pour 100mL : Ethanol 1omL, vert de malachite (1% dans éthanol
95%) 1mL, glycérol 25mL, phenol 5,5mL, chloral hydrate 5g, fushine acide (1% dans H,0) s5mL, orange G
(1% dans H,0) o,5mL, acide acétique glacial 2mL, eau distillée 5o0mL
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Annexe [I: Manuscrit

Phosphorylation of p27¥"* homologs KRP6 and 7 by SNF1-
Related protein Kinase-1 links plant energy homeostasis
and cell proliferation
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Summary

SNF1-Related protein Kinase-1 (SnRK1), the plant kinase homolog of
mammalian AMP-activated protein Kinase (AMPK), is a sensor maintaining
cellular energy homeostasis via the control of anabolism/catabolism balance. It
was previously described that AMPK-dependent phosphorylation of p27<"™
impacts on cell cycle progression, autophagy and apoptosis. In this work, we
show that SnRK1 phosphorylates the Arabidopsis thaliana cyclin-dependent
kinase inhibitor p275'! homologs, AtKRP6 and AtKRP7, thus extending the role
of this kinase to the regulation of cell cycle progression. AtKRP6 and 7 were
phosphorylated in vitro by the recombinant, activated catalytic subunit of SnRK1
(AtSnRK1a1). Tandem mass spectrometry and site-specific mutagenesis
identified threonine (Thr) 152/151 as AtKRP6/7 phosphorylated residues
respectively. AtSnRK1 physically interacts with AtKRP6 in the nucleus of
transformed BY-2 tobacco protoplasts but, in contrast to mammals, AtKRP6
Thr152-phosphorylation state alone did not modify its nuclear localization. Using
a heterologous yeast system, consisting of a cdc28 yeast mutant
complemented by A. thaliana CDKA;1, cell proliferation was shown to be
abolished by AtKRP6"T and by the non-phosphorylable AtKRP6''°?A, but not by
the phosphorylation-mimetic form AtKRP6''**°. Moreover, A. thaliana
SnRK1a1/KRP6 double overexpressor (OE) plants showed an attenuated
AtKRP6-associated phenotype (strongly serrated leaves and inability to perform
callogenesis). Furthermore, this severe phenotype was not observed in OE-
AtKRP6'"*?P plants. Overall, these results establish that the energy sensor

AtSnRK1 plays a cardinal function in the control of cell proliferation in A.
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thaliana plants through the inhibition of AtKRP6 biological function by

phosphorylation.

Introduction

The control of energy balance is of paramount importance for living organisms.
During stresses that decrease energy status, eukaryotic cells react by limiting
anabolism and enhancing catabolism. This crucial function is devoted to central
regulators including members of the animal AMP-activated protein Kinase
(AMPK), yeast Sucrose Non-Fermenting 1 (SNF1) and plant SNF1-Related
protein Kinase-1 (SnRK1) protein kinase family (Hardie, 2007). Similar to its
mammalian and yeast orthologs, SnRK1 has a combinatorial, trimeric structure
comprising a catalytic (a) and two regulatory (B and y) subunits encoded by
several nuclear genes (Polge and Thomas, 2007). Protein kinase activity is
totally dependent on the phosphorylation of the catalytic a-subunit on a T-loop
threonine (Thr172 of Arabidopsis thaliana SnRK1a1) by the AtSnAK upstream
kinases (Shen et al., 2009; Crozet et al., 2010). Moreover, we have shown
recently that activated SnRK1a1 exerts a negative feedback phosphorylation on
these upstream kinases (Crozet et al., 2010). The activity of phosphorylated
AMPK is also positively modulated in animals, but not in yeast, by AMP (direct
activation) and ADP (indirect activation by protection from dephosphorylation)
(Davies et al., 1989; Oakhill et al., 2011). In plants, SnRK1 metabolic control is
still elusive. Trehalose-6-Phosphate (T6P), a SnRK1 inhibitor, has been

suggested to be a carbon gauge controlling in vivo SnRK1 activity (which is
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increased with decreasing T6P levels), while ADP (increasing with stress) may
inhibit a SnRK1 phosphatase (Zhang et al., 2009). The cardinal role of the
Arabidopsis thaliana SnRK1 in controlling metabolism, energy balance, growth
and survival has been clearly established (Baena-Gonzalez et al., 2007). During
stress like darkness and hypoxia, AtSnRK1 orchestrates the reprogramming of
a plethora of catabolism (activation) and anabolism (inhibition) related genes.
The massive transcriptional reprogramming observed when AtSnRK1a1 activity
is increased in A. thaliana protoplasts is in good agreement with the global
function of AtSnRK1 to save energy and thus bypass the stress (Baena-
Gonzélez et al., 2007). One high energy-demanding function is cell division.
Indeed, in transgenic potato tubers presenting a decreased T6P level (and
therefore a potential increase of SnRK1 activity), transcript profiling revealed a
down-regulation of some genes involved in cell proliferation and growth while
cell cycle specific inhibitors were up-regulated (Debast et al, 2011).
Interestingly, in mammals, AMPK has been found to phosphorylate p27<F! on
residues Thr170 and Thr197/198 (Liang et al., 2007; Short et al., 2008; Short et
al., 2010). p27X"' is a member of the Cip/Kip family of Cyclin-dependent Kinase
Inhibitors (CKIs). These proteins were initially characterized as negative
regulators of Cyclin-Dependent Kinase (CDK)/cyclin complexes that drive cell

cycle progression. p27""!

interacts with most CDK/cyclin complexes
inactivating CDK2/cyclin E complexes, while facilitating the assembly and the
nuclear import of CDK4/6/cyclin D (Coqueret, 2003). p27X""', like other Cip/Kip
proteins, is an intrinsically disordered protein (IDP), adopting specific

conformations only after binding to target proteins (Yoon et al., 2012). Such a

conformational flexibility may explain why this protein has both cell cycle
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negative and positive roles but also non-cell cycle functions independent of
CDK/cyclin complexes with an involvement in transcription, cell migration and
even oncogenesis (Besson et al., 2008). In metabolically stressed mammalian
cells, the AMPK-dependent phosphorylation of p27¢™" promotes its stabilization
and its cytoplasmic sequestration thereby inducing cell cycle arrest, autophagy
or cell survival (Liang et al., 2007; Short et al., 2008; Short et al., 2010).

In plants, amongst the two CKI families, KRPs (Kip-Related Proteins) constitute
a family of small-sized proteins with seven members in A. thaliana, AtKRP1-7
(Torres Acosta et al., 2011). KRPs have the capacity to bind both CDK and
cyclin partners and to inhibit in vitro the kinase activity of CDK/cyclin complexes
via a conserved domain partially shared with their mammalian counterparts
while the rest of the protein diverge (De Veylder et al., 2001; Nakai et al., 2006).
Information on other KRP functions is currently restricted to KRP2 which was
recently shown to facilitate the accumulation of a D-type cyclin, CYCD2;1 in the
nucleus like its mammalian homolog p27"'*! (Sanz et al., 2011).

In order to highlight a potential link between energy homeostasis and cell
proliferation in plants, it was tempting to investigate whether a SnRK1-mediated
phosphorylation of KRP takes place in plants and if so, if it could modify cell
cycle progression in A. thaliana. In the present work, we demonstrate the ability
of AtSnRK1 to interact with and to phosphorylate AtKRP6 and 7. Yeast
experiments, together with the analysis of A. thaliana plants overexpressing
both AtKRP6 and AtSnRK1a1, suggest that SnRK1 contributes to the control of

cell proliferation via the phosphorylation of KRP6.
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Results

Arabidopsis thaliana SnRK1a1 phosphorylates KRP6 and KRP7 in vitro

The A. thaliana genome encodes seven CKI p27X"' homologs (AtKRP1-7)
identified on the basis of the presence of a short domain, partially shared with
mammalian CKIls, involved in the interaction with CDK/cyclin complexes.
However, this domain is inversely located in plant (C-terminal end) and
mammalian (N-terminus) proteins (Figure 1a). Furthermore, although the
amino-acid similarity is restricted to this short domain, all of these proteins
belong to the IDP family. The folding index profile of AtKRP6 and AtKRP7 was
determined using the Foldindex© prediction tool (Prilusky et al, 2005). As
shown in Figure 1b, AtKRP6 and AtKRP7 display a highly negative folding index

profile, similar to their animal counterpart p27"'"

. Indeed, using the same
prediction tool, while SnRK1 and CDKA;1 were shown to contain only 29% and
33% of protein residues predicted disordered, this proportion reached 77%,
78% and 91% for AtKRP6, AtKRP7 and p27<"" respectively.

An in silico analysis (Prosite-Advanced (de Castro et al., 2006)), allowed the
detection of potential SnRK1-consensus phosphorylation sites in several AtKRP
proteins. We focused on AtKRP6 and AtKRP7, the only family members that
displayed one common putative phosphorylation site in the CDK/cyclin
interaction domain (Thr152/Thr151 at the N-terminal end of the domain).

Interestingly, AtKRP6 also contained a second SnRK1-consensus

phosphorylation site at Ser91 (Figure 1a).
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To investigate whether AtSnRK1 could phosphorylate AtKRP6 and AtKRP7 in
vitro, GST-fused AtKRP6 and AtKRP7 proteins were produced in E. coli and
purified (Figure S1). They were used in a reconstituted medium containing
recombinant GST-AtSnAK2 (required to phosphorylate and activate AtSnRK1a1
(Shen et al., 2009; Crozet et al., 2010)) and GST-AtSnRK1a1. In the absence of
AtKRP, two phosphorylated proteins were observed corresponding to GST-
AtSnRK1a1 (upper band, 83 kDa) phosphorylated by AtSnAK2, and AtSnAK2
(lower band; 68 kDa) that is both autophosphorylated and feedback-
phosphorylated by activated AtSnRK1ai (Figure 2b, lane 1) as previously
shown (Crozet et al., 2010). Interestingly, when either AtKRP6 or AtKRP7 were
present in the reaction mixture, autoradiography showed that both proteins
incorporated y*2-phosphate from radiolabelled ATP (Figure 2b, lanes 3, 5). This
phosphorylation was dependent of activated AtSnRK1a1, since AtSnAK2 alone
was unable to phosphorylate AtKRP6/7 (Figure 2b, lanes 2, 4). A tandem mass
spectrometry (MS/MS) analysis of in vitro phosphorylated AtKRP6/7 indicated
that peptides containing the common consensus SnRK1 target site previously
identified in silico (VRKTPT152AAEl: AtKRP6; MEKSPT151QAE: AtKRP7,
Figure 1) were phosphorylated (Table 1). In this way the AtKRP7
phosphorylation site was unambiguously identified as Thr151, however a doubt
remained regarding AtKRP6 since the peptide contained two closely located
threonine residues (Thr150 and Thr152). To solve this ambiguity, a site-directed
mutagenesis strategy was used and the following AtKRP6 mutated forms were
produced, namely AtKRP6''°%* AtKRP6''°°, AtKRP6''°?* and AtKRP6''*?P. In
the reconstituted medium, both AtKRP6''°** and AtKRP6''*°® mutant forms

exhibited phosphorylation on Thr152, whereas AtKRP6''%*A and AtKRP6''52P
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did not show Thr150 phosphorylation (Table 1). Thus, clearly, the AtSnRK1-
dependent phosphorylation site on AtKRP6/7 was at Thr152/151, respectively
(Table 1). To better understand the function of this post-translational

modification, it was decided to focus only on AtKRP6.

AtKRP6 physically interacts with AtSnRK1a1 and AtKRP6 phosphorylation

status does not modify its nuclear localization

In order to investigate this post-translational modification in vivo, we first
addressed the question of whether AtSnRK1a1 could physically interact in
planta with AtKRP6. After transient expression performed in BY-2 tobacco
protoplasts using Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC), YFP-
fluorescence was detected in several protoplasts, demonstrating that
AtSnRK1a1 and AtKRP6 were interacting partners in vivo. In addition, this
interaction only occurred in the nucleus (Figure 3), in accordance with the
known subcellular localizations of AtSnRK1a1 and AtKRP6 which are
nucleocytoplasmic and nuclear, respectively (Bitrian et al., 2011; Bird et al.,
2007). In mammals, p27<'' phosphorylation by AMPK on Thr170 induces its
cytoplasmic relocalization (Liang et al., 2007; Short et al., 2010). To investigate
the effect of AtKRP6 phosphorylation on its subcellular localization, chimeric
AtKRP6-GFP proteins (using AtKRP6"T, AtKRP6''%?* or AtKRP6''°?") were
transiently expressed in A. thaliana protoplasts. Both AtKRP6''°** and
AtKRP6'"*?P showed a nuclear localization like the WT form. Thus, it appears
that, in our conditions, Thr152 phosphorylation alone does not lead to AtKRP6

relocalization to the cytoplasm (Figure S2).
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Phosphorylation-mimetic AtKRP6 no longer inhibits yeast cell division

To assess the biological function of AtKRP6-Thr152 phosphorylation on
CDK/cyclin complexes, it was first mandatory to investigate whether A. thaliana
KRP6 was capable of altering cell division. To this end, a heterologous system
in yeast was set up, taking advantage of the ability of A. thaliana CDKA;1 to
functionally complement the absence of the unique yeast CDK, CDC28. To
perform a more efficient complementation of the yeast cdc28 mutant, a mutated
AtCDKA;1 variant harbouring Thr14Ala and Tyr15Phe residues (AtCDKA;1-AF)
was generated (Porceddu et al., 1999). Mutated yeast cdc28 cells, unable to
divide at a restrictive temperature (Figure 4b), were complemented by
AtCDKA;1-AF, thus leading to yeast cell multiplication (Figure 4c). The
complemented yeast cells were then transformed with either WT or mutated
AtKRPS. Interestingly, AtKRP6"" and AtKRP6''*?* were seen to block cell
division (Figure 4e, 4g), thus confirming the inhibitory function of AtKRP6 on cell
division. In contrast, the phosphorylation-mimetic AtKRP6''*?° did not alter the
complementation process (Figure 4i), strongly suggesting that the
phosphorylation event abolishes the AtKRP6 inhibitory effects on AtCDKA;1. In
order to understand the molecular mechanism involved, the interactions of the

phosphorylation-mimetic AtKRP6''%2P

with CDK and cyclin partners were
assessed in a 2-hybrid system. It has been established previously by a 2-hybrid
approach that AtKRP6 interacts with A. thaliana CDKA;1 (De Veylder et al.,
2001). As shown in Figure 5a, AtKRP6''°?® and AtKRP6"" interact to a similar

degree with AtCDKA;1-AF, the AtCDKA;1 variant used in the yeast
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complementation experiment (Figure 4). We then tested the interaction of
AtKRP6™T and AtKRP6''°?° with a D-type cyclin, the second partner in the
CDK/cyclin complex, which was previously shown to be a true partner of
AtKRP6 in planta (Van Leene et al., 2007). Interestingly, the phosphorylation-
mimetic AtKRP6''°?° partially lost its ability to interact with its cyclin partner
(Figure 5b). Taken together, these results suggest that the inability of the
phosphorylation-mimetic AtKRP6''%?P to inhibit CDK kinase activity may be due

to a loss of its interaction with the cyclin partner of the CDK/cyclin complex.

Double OE-AtSnRK1/AtKRP6"T and phosphorylation-mimetic OE-AtKRP6'2°

plants display attenuated OE-AtKRP6 associated phenotypes

Finally, experiments were conducted to clarify the function of AtKRP6
phosphorylation in A. thaliana. The phenotype of plants constitutively over-
expressing AtKRP6 has already been described (Zhou et al., 2002; Liu et al.,
2008). Most of the KRP family members overexpressed in A. thaliana display
several common features including rosette size reduction together with
increased cell size, characteristic leaf serration and a reduced capacity of
mesophyll cells to undergo callogenesis (Le Foll et al., 2008). Here, we first
confirmed that AtKRP6 overexpression (OE-AtKRP6"") induced the same
pleiotropic and gradual developmental alterations (Figure 6a, 6b and 6¢) and
that the severity of the phenotype correlated with AtKRP6 transcript levels
(Figure S3). Several phenotypic classes were determined according to leaf
serration, namely wt-L for plants displaying a WT-like phenotype and LS, MS,

SS, HS for light, moderate, severe and highly serrated phenotypes respectively.
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This classification of the plant population was validated in parallel using two
others parameters: the size of leaf epidermis cells and the capacity of
mesophyll cells to undergo callogenesis. By analysing several plants from each
class (Figure 6b and 6c¢ respectively), the capacity to produce calli gradually
decreased (Figure 6b) and the cell size dramatically increased (Figure 6c¢) in
accordance with the severity of the serration phenotype (Figure 6a). Based on
the results mentioned above, we hypothesised that SnRK1 phosphorylation of
AtKRP6-Thr152 would interfere with AtKRP6 function in planta. In this respect,
we generated double OE-AtSnRK1a1/AtKRP6™' plants (AtKRP6 transcript
levels are given in Figure S3; OE-AtSnRK1a1 are described in Jossier et al.,
2009) and found that, based on the leaf serration criterion, AtSnRK1a1
overexpression partially reversed the OE-AtKRP6 phenotype (Figure 6d). While
the plant population (n=129) overexpressing AtKRP6"'™ alone showed a
variable severity of the expected developmental alterations with 12% of wt-L,
65% of intermediate serration levels (LS + MS + SS) and 23% of highly serrated
plants (HS), the population overexpressing AtKRP6" " together with AtSnRK1a
(n=126) displayed a shift towards the WT-like phenotype (23% wt-L, 56%
intermediates and 21% HS) (Figure 6d). This shift was confirmed by the
observation that more double OE plants had a smaller cell size and were able to

produce calli when compared to the OE-AtKRP&"'

plants. Nevertheless while
the population of “intermediates” was clearly shifted towards the WT-like
phenotype, the plant population showing severe alterations seemed
quantitatively maintained (23% to 21%, Figure 6d). This might be due to the

under estimation of HS plants in the OE-AtKRP6"" population arising from a

higher lethality during the selection process (Figure 6a). We also hypothesised
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that in double OE leaves, the higher AtSnRK1a1 content allows for more
AtKRP6 to be phosphorylated, but not for all, especially in plants containing the
highest amount of AtKRP6. Consequently OE-AtSnRK1a1l only partially
reversed the OE-AtKRP6 effect. For this reason plant overexpressing the
phosphorylation-mimetic AtKRP6''°?° were produced and analysed (n=76).

Remarkably, HS plants were absent among the OE-AtKRP6''%2P

population,
showing a very clear effect of mimicking AtKRP6-Thr152 phosphorylation status
on the OE-AtKRP6 phenotype. Measuring the leaf rosette diameter also
reinforced this result. Indeed the population of OE-AtKRP6''*?" plants clearly
shifted towards the wild-type large-rosette A. thaliana phenotype (Figure 7).
Collectively, these data suggest that AtSnRK1a1 can phosphorylate AtKRP6 in

planta and this alters cell proliferation.

Discussion

In mammals, p27""" has been shown recently to be phosphorylated on two
residues by the energy sensor kinase AMPK. This results in a cytoplasmic
relocalisation (in the case of Thr170 phosphorylation, located close to the
Nuclear Localisation Sequence (Short et al., 2008)) and an increase in stability
via 14-3-3 binding (for Thr198 on human (Liang et al., 2007) and Thr197 on rat
(Short et al., 2010) p27X"" phosphorylation), ending with apoptosis or the
initiation of autophagy. In this work we show that the recombinant plant p27<'*"

homologs AtKRP6 and AtKRP7 can be phosphorylated in vitro on Thr152 and

Thr151, respectively, by the recombinant catalytic subunit a1 of the AtSnRK1
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complex. To the best of our knowledge, this is the first evidence of such a post-
translational modification of plant KRP proteins, thus suggesting a link between
energy sensing and cell proliferation in plants.

The expression of AtKRP6™ in mutated yeast cdc28 cells complemented with
AtCDKA;1 led to proliferation arrest, confirming its function as a CDK/cyclin
inhibitor. In contrast, the phosphorylation-mimetic AtKRP6''°2? did not affect cell
proliferation, suggesting a biological function for this post-translational
modification. This hypothesis is strengthened by the results obtained with A.
thaliana OE lines. As expected, leaf development was highly perturbed (leaf
serration) and callogenesis impaired in OE-AtKRP6 plants, while a clear
reversion towards the WT-like phenotype and callogenesis aptitude was
observed in both double OE-AtSnRK1/AtKRP6 and phosphorylation-mimetic
OE-AtKRP6''%®® plants. These data suggest that AtSnRK1-dependent
phosphorylation of AtKRP6 on Thr152 leads to the inhibition of its function.
Interestingly, the mechanism involved appears to differ between mammals and
plants. Indeed, while p27¥'"" phosphorylation by AMPK leads to its cytoplasmic
sequestration, in our hands the phosphorylation-mimetic form AtKRP6''°2°
remains in the nucleus. Nevertheless, since unlike the mammalian system the
AtKRP6 phosphorylated residue is located in the CDK/cyclin complex binding
domain, its phosphorylation could block KRP6 inhibiting function by preventing it
to interact with the complex. Indeed, 2 hybrid experiments show that the

phosphorylation-mimetic form AtKRP6''%2

partially looses its ability to interact
with the cyclin partner. AtKRPS, like its p27'"" mammalian counterpart, belongs
to the IDP family, members of which display a flexible structure allowing

adaptation to different targets. In the same vein, AtKRP6 Thr152
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phosphorylation could trigger a similar signalling conduit controlling cell cycle
progression as described in the case of p27X'"! (Yoon et al., 2012).

SnRK1 involvement in cell division has been suggested previously by the
observation of a dramatic decrease of yeast cell size after overexpression of
RKIN (Rye SnRK1) in a yeast snfi mutant grown on minimal medium
(Dickinson et al., 1999). Thus it is very tempting to hypothesize that the
AtSnRK1a1/AtKRP6 signalling module may play an important regulatory role in
actively dividing cell areas. For instance, a clear asymmetric pattern of SnRK1
expression has been previously reported in the plant apical meristem with a
high expression in leaf primordia and a low or undetectable expression in
meristems (Pien et al., 2001). In this case, AtSnRK1 phosphorylation of AtKRP6
could favour cell division in leaf primordia where a stoechiometric adjustment
between the two partners may allow a fine control of cell division levels.
However, it has been clearly established that upon energy stresses like
darkness, hypoxia or the inhibition of photosynthesis (Baena-Gonzélez et al.,
2007), AtSnRK1a1/2 is activated to reduce anabolism and to increase
catabolism, thereby resulting in energy saving. In our conditions and
considering our data, this would result in an AtSnRK1-dependent AtKRP6
phosphorylation and thus its inability to bind and inhibit the CDK/cyclin complex.
Therefore, here we are faced with the paradoxical situation that the high
energy-consuming process of cell division would be favoured by stress.

As claimed by D. G. Hardie and co-writers (Hardie et al, 2012): “It is not
immediately apparent why a kinase activated by energy stress should be
required for passage through mitosis. Perhaps mitosis is accelerated by AMPK

in cells undergoing stress so that an orderly cell cycle arrest can occur in the
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ensuing G1 phase. However, it may be that this is an ancillary function of AMPK
that is unrelated to its role as an energy sensor.” Thus, it clearly appears that
the present knowledge regarding AMPK function beyond metabolism is still very
confusing. In this current quest to integrate underlying and novel findings, our
results can be considered in different contexts.

One interpretation of our results is that the basal AtSnRK1 activity is unable to
exhaustively phosphorylate the huge amounts of AtKRP6 present in OE-
AtKRP6"T plants. This would explain the inability to fulfil a complete cell cycle
and the observed phenotypes. In this respect, increasing AtSnRK1 activity (OE-
AtSnRK1a1/AtKRP6) would allow a back-to-normal situation, in which cells can
properly divide. Under this scheme, in the absence of stress, AtSnRK1 would
have a basal activity to ensure proper cell division. Thus, the “ancillary function”
mentioned by D. G. Hardie might still be at work in plants.

In this context, the stress sensing/response and the involvement in cell cycle
regulation could be two independent and unrelated functions of AtSnRK1
complexes. Indeed, multiple AtSnRK1 complexes with various afy subunit
combinations are present in plants and thus could be involved in different
functions (Polge and Thomas, 2007; Polge et al., 2008). It is thus possible that

only one specific SnRK1 complex recognizes and phosphorylates AtKRP6/7.

Alternatively, cell proliferation could be the consequence of an energy stress. In
mammals, the SnRK1 homolog AMPK has been implicated in several aspects
of cell growth control, including the decision to enter either apoptosis or

7KIP1

autophagy. AMPK-dependent p2 phosphorylation leads to its export from

the cytosol and its stabilization via 14-3-3 proteins (Short et al., 2010). This is
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clearly shown to be required to avoid apoptosis and promote the autophagy
program including AMPK-dependent TOR-Complex1 inhibition and
Uncoordinated 51-Like Kinase 1 (initiating autophagy) activation (Liang et al.,
2007; Short et al, 2010; Hardie, 2011). Although no change in cellular
localization has been observed, a similar function may be operating in A.

thaliana mesophyll cells subjected to energy stress.

Finally, the particular case of plants allows us to propose the following
hypothesis: It should be taken into account that meristematic areas, where cell
division occurs, represent only a small proportion of the total tissues and that
levels of energy expenditure are globally low and easily fed by the stress-
activated catabolism program. Therefore, the comment cited above should be
rephrased as: “It is not immediately apparent why energy stress involves an
increase in cell division. Perhaps this evokes part of an emergency mechanism
that organisms trigger for survival and longevity”.

In fact, the logic of cell proliferation should be dominant over that of energy
saving. In case of prolonged stress leading to fuel shortage, cells would then
enter autophagy. To elucidate these considerations, further work is required to

investigate such rescue mechanisms.
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Experimental procedures

Plant growth conditions

Plants were directly sown on soil and grown in a culture chamber at 70%
relative humidity with a light intensity of 180 umol.m™?.s™ and a day-night regime
of 8 h at 21°C and 16 h at 18°C respectively. After 5 weeks, plants were
transferred to a similar chamber, under long day conditions (day-night regime of

16 hat21°C and 8 h at 18°C).

Plant transformation

Arabidopsis thaliana ecotype Columbia wild-type (Col-0) and OE-AtSnRK1a1
plants (Jossier et al., 2009) were transformed using the floral-dip method as
described in Clough and Bent (1998) with the pGREENII-0229 vector (Hellens
et al., 2000) carrying a cassette containing AtKRP6"T or AtKRP6''*?® ORFs
under the control of the 35S CaMV promoter and the Nos terminator. After a 3
week selection period on sand supplied with glufosinate (7.5 mg.L™"), plantlets

were transferred to soil and grown in a culture chamber.

Protoplast preparation and transformation

BY-2 protoplasts were obtained and transiently co-transformed as described in
Le Foll et al. (2008) with plasmids encoding AtKRP6-YFP" (AtkRP6 ORF

cloned into pUC-SPYNE vector (Walter et al., 2004) and AtSnRK1a1-YFP®
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(AtSnRK1a1 cloned into pBiFP4 vector (Desprez et al., 2007)) or YFPC-
AtSnRK1a1 (AtSnRK1a1 cloned into pBiFP3 vector). Protoplasts were
incubated 24 h at 25°C in the dark before confocal microscopic observations. A.
thaliana protoplasts from wild-type Col-0 rosette leaves were produced and
transformed as described in Yoo et al. (2007). Derivatives of pBi/smGFP
(Jasinski et al., 2002), carrying AtKRP6"T, AtKRP6''>?* or AtKRP6''°?® ORFs
were used for transient expression. Protoplasts were incubated 10 h in the dark

before confocal microscopic observations.

In vitro culture

Leaves of in-soil grown plants (30 days old) were in vitro cultured as described
in Walter et al. (2004). Prior to observations, plates were incubated 21 days at
23°C at 70% relative humidity at a light intensity of 100 pmol.m?.s™" under a 16

h-8 h day-night regime.

Microscopy - Cell size observation

For confocal microscopy, observations were performed using a Leica SP2
equipped with an argon laser. The 488 nm ray was used for GFP and
chlorophyll excitation and the spectral detector was set between 500-535 nm
and 659-732 nm, respectively. For YFP excitation, the 415 nm ray was used
and the spectral detector was set between 520-570 nm. For cell size
observations, leaf tissues were fixed in an ethanol/acetic acid solution (3/1, v/v)

and rinsed in 70% ethanol. Fixed leaf tissues were cleared in a hydrate
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chloral/glycerol/H2O solution (8/2/1, w/v/v) before observations with a AZ100

macroscope (Nikon).

Transcript level analysis

First strand cDNA was synthesized using 2ug total RNA extracted with TRIlzol
reagent (Invitrogen) and ImProm-Il reverse transcriptase (Promega). They were
further used as templates in PCR reactions with the following primers for
AtKRP6: 5’-gaggatccatgagcgagagaaagcgagagce-3’ and 5-
gagtcgacaagtcgatcccacttgtagcgacc-3’ (1L first strand cDNA, 22 cycles with
30 sec hybridization step at 49°C and 40 sec of elongation) and for AtTCTP
[At3g16640] used as a constitutive control: 5’-gcgaagaagatcaagctgtc-3’ and 5'-
ggttagttgaaccctecttg-3°  (1puL  first strand cDNA, 25 cycles with 30 sec

hybridization step at 60°C and 20 sec of elongation).

Expression and purification of recombinant proteins

The fusion constructs used to produce N-terminal GST-tagged A. thaliana
SnAK2 and SnRK1a1 proteins have been described in Crozet et al. (2010). The
coding sequences of KRP6 and KRP7 were reverse-transcribed from A.
thaliana total RNA, and the resulting PCR-amplified cDNAs were inserted into
the pDEST15 expression vector as described for AtSnAK2 and AtSnRK1a1
(Crozet et al.,, 2010). KRP6 variant forms were generated by PCR site-directed
mutagenesis as described in Reikofski and Tao (1992) and inserted into

pDEST15. GST-AtSnAK2 and GST-AtSnRK1a1l recombinant proteins were
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produced in E. coli and purified by GSH-sepharose 4B affinity gel (Sigma)
chromatography as described in Crozet et al. (2010) Slight modifications were
applied for GST-AtKRP6/7 expression. E. coli were cultured at 37°C and
induced with 500 uM IPTG at ODgoonm=0.9 for 1.5 h. Production was validated
by Western blot analyses using anti-GST antibodies 10 pL.mL" (Calbiochem :
OB03) and anti-mouse secondary antibodies 0.5 pL.mL" coupled to horse
radish peroxidase (Pierce). ECL (NEL103001EA; PerkinElmer) was performed

to detect GST-containing proteins.

Kinase activity assays

Kinase activity was measured in the presence of 2 pCi of [y-**PJATP (500
uCi.mmol™) in a kinase activity buffer containing 0.1 M HEPES-NaOH, pH 7.3; 5
mM dithiothreitol; 10 mM MgCl,; 0.5 mM EGTA; 20 uM (for radioactive assays),
or 1 mM (for mass spectrometry analyses) ATP; 3 ug of recombinant GST-
AtSnRK1a1 purified extract, 2 ug of GST-AtSnAK2 purified extract and 2 ug of
either GST-AtKRP6"T, GST-AtKRP6™", GST-AtKRP6''*°°, GST-AtKRP6''**A
or GST-AtKRP6''*?P purified extract, 1%. (v/v) antiprotease mixture (P9599;
Sigma); 1%. (v/v) of each antiphosphatase mixture (P2850 and P5726; Sigma),
at 30°C in a total volume of 30 pL. Following a 3 h incubation at 30°C, the
proteins were dissociated in Laemmli buffer and subjected to SDS-PAGE (12%
acrylamide) as described in Laemmli (1970). Radioactive bands were revealed

using a Phosphor screen and the Personal FX Imager software (BioRad).
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Identification of phosphorylated residue by mass spectrometry

In-gel digestion was performed with the Progest system (Genomic Solution)
according to a standard trypsin protocol. Gel pieces were washed twice by
successive separate baths of 10% acetic acid, 40% ethanol, and acetonitrile
(ACN). They were then washed twice with successive baths of 25 mM NH4COs
and ACN. Digestion was subsequently performed for 6 h at 37°C with 125 ng of
modified trypsin (Promega) dissolved in 20% methanol and 20 mM NH4COs.
The peptides were extracted successively with 2% trifluoroacetic acid (TFA) and
50% ACN and then with ACN. Peptide extracts were dried in a vacuum
centrifuge and suspended in 20 pL of 0.05% TFA, 0.05% HCOOH, and 2%
ACN.

HPLC was performed on a NanoLC-Ultra system (Eksigent). A 4 uL sample was
loaded at 7.5 pL/min”" on a precolumn cartridge (stationary phase: PepMap 100
C18, 5 um; column: 300 pm i.d., 5 mm; Dionex) and desalted with 0.1%
HCOOH. After 3 min, the precolumn cartridge was connected to the separating
C18 column (stationary phase: C18 Biosphere, 3 um; column: 75 pym i.d., 150
mm; Nanoseparations). Buffers were 0.1% HCOOH in water (A) and 0.1%
HCOOH in ACN (B). The peptide separation was achieved with a linear gradient
from 5 to 30% B for 28 min at 300 nL/min™". Including the regeneration step at
95% B and the equilibration step at 95% A, one run took 45 min.

Eluted peptides were analysed on-line with a QExactive mass spectrometer
(Thermo Electron) using a nanoelectrospray interface. lonization (1.8 kV
ionization potential) was performed with stainless steel ermitters (30 um i.d.;

Thermo Electron). Peptide ions were analysed using Xcalibur 2.1 with the
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following data-dependent acquisition steps: (1) full MS scan (mass-to-charge
ratio (m/z) 400 to 1400, resolution 70000) and (2) MS/MS (normalized collision
energy = 30%, resolution 17500). Step 2 was repeated for the 5 major ions
detected in step 1. Dynamic exclusion was set to 40 sec.

A database search was performed with XTandem (version 2011.12.01.1)

(http://www.thegpm.org/TANDEM/). Enzymatic cleavage was declared as a

trypsin digestion with one possible misscleavage. Cys carboxyamidomethylation
and Met oxidation were set to static and possible modifications, respectively.
Precursor mass was 100 ppm and fragment mass tolerance was 0.02 Th. A
refinement search was added with similar parameters except that semi-trypsic
peptide, possible N-ter proteins acetylation and phosphorylation of serine
threonine or tyrosine were searched. The UniprotKB database
(http://www.ebi.ac.uk/integr8/OrganismSelection.do?action=makeCurrent&prote
omeld=18) restricted to yeast, the modified sequence of KRP proteins and a
contaminant database (trypsin, keratins, ...) were used. Only peptides with an E
value smaller than 0.1 were reported. Identified proteins were filtered and

grouped using XTandem Pipeline (http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline/)

according to : (1) a minimum of two different peptides was required with a E
value smaller than 0.05, (2) a protein E value (calculated as the product of
unique peptide E values) smaller than 10™. In case of identification of mutated
AtKRP6 and phosphor-site, similarity between the experimental and the
theoretical MS/MS spectra was visually checked. To take redundancy into
account, proteins with at least one peptide in common were grouped. This

allowed to group proteins of similar function. Within each group, proteins with at
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least one specific peptide relatively to other members of the group were

reported as sub-groups.

Yeast functional complementation and yeast 2-hybrid

AtKRP6VT, AtKRP6''°*A and AtKRP6''°?® ORFs were cloned into pNSG1, a
pGBT9 derivative. The ORF of AtCDKA;1-AF, a dominant positive allele of
AtCDKA;1 carrying two mutations (Thr14Ala and Tyr15Phe) was cloned into
pNSG2, a pGAD424 derivative. The Saccharomyces cerevisiae CDC28 ORF
cloned into YEp13 was used as a positive control. Plasmids were co-
transformed into the S. cerevisiae cdc28-4 thermosensitive mutant strain Ely227
(Barral et al., 1995). Yeast 2-hybrid was performed as described in Jasinski et
al. (2002). AtKRP6™™ and AtKRP6''°?® ORFs were cloned into pGBT9 (Binding
Domain (BD) vector, Clontech) and AtCDKA;1-AF and AtCycD3;1 ORFs were
cloned into pGAD424 (Activation Domain (AD) vector, Clontech). Various
AD+BD combinations were co-tranformed into the S. cerevisiae PJ69 strain

(James et al., 1996).
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Tables

Table 1. Identification of phosphorylated residues associated with on GST-
AtKRP7, GST-AtKRP6"T, GST-AtKRP6''***  GST-AtKRP6''*®, GST-

AtKRP6'"°?*A and GST-AtKRP6''*?? after phosphorylation by GST-AtSnRK1a1

A. thaliana Gene No. of  Percentage Peptide Residue and
gene no. description peptides coverage of protein mass modification
At1g49620 KRP7 9 52 SPTQAELDDFFSAAER T3:+79.96633
At3g19150 KRP6"' 7 54 KTPTAAEIEDLFSELESQDDKKK T4:+79.96633
At3g19150 KRP6™* 13 54 KAPTAAEIEDLFSELESQDDKKK T4:+79.96633
At3g19150 KRP6™™® 10 54 KDPTAAEIEDLFSELESQDDKKK T4:+79.96633
At3g19150 KRP6'"™** 9 54 TPAAAEIEDLFSELESQDDKKK  none

At3g19150 KRP6'™* 8 54 TPDAAEIEDLFSELESQDDKKK  none

Figure legends

Figure 1. A. thaliana KRP6 and KRP7 are intrinsically disordered proteins that

contain SnRK1-consensus phosphorylation sites.

(@) In silico analysis of AtKRP6 [At3g19150] and AtKRP7 [At1949620] using the
consensus target sequence ([MLVFI]-X-[RKH]-X(2/3)-[ST]-X(3)-[MLVFI])
revealed potential SnRK1 phosphorylation sites (Scan Prosite advanced). The
conserved Thr152/151 (AtKRP6/AtKRP7) site is located at the beginning of the

75" outlines

CDKJ/cyclin interaction domain. A comparison with mammalian p2
that these sites are different from the known AMPK-dependent target
sequences (Thr170, (Short et al., 2008); Thr197, (Short et al., 2010)). In the rat
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protein sequence, Thr170 is located close to the NLS (Nuclear Localization
Signal) and Thr197 is the C-terminal residue.
(b) The fold index profile of analyzed proteins was determined using the

Foldindex© prediction tool (http:/bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex), the window

of analysis being set at 21 amino acids.

Figure 2. AtSnRK1 phosphorylates AtKRP6 and AtKRP7 in vitro.

(a) Coomassie-blue stained SDS-PAGE (12% acrylamide) of GST-AtKRP6/7
phosphorylation assay proteins.

(b) Autoradiography of the phosphorylation assay: 3 h incubation at 30°C with 2
uCi of [y-32P]ATP, 3 ug of GST-AtSnRK1a1 purified extract (al), 2 ug of GST-
AtSnAK2 purified extract (s2) and 2 pug of GST-AtKRP6 (k6) or GST-AtKRP7

(k7) purified extract.

Figure 3. AtKRP6 and AtSnRK1a1 interact in tobacco cell nuclei.

YFP-moiety fused proteins were transiently expressed in BY-2 tobacco
protoplasts. Yellow fluorescence was detected in the nuclei of protoplasts by
confocal microscopy.

(a) AtKRP6-YFPN and AtSnRK1a1-YFPC.

(b) AtKRP6-YFPN and YFPC-AtSnRK1a1.

Figure 4. Phosphorylation-mimetic AtKRP6''*2° prevents AtKRP6-dependent

CDKA/cyclin inhibition in a heterologous yeast complementation system.
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The S. cerevisiae cdc28-4 mutant strain was complemented by the A. thaliana
CDKA;1-AF protein allowing yeast cell multiplication. The complementation of
the S. cerevisiae cdc28-4 mutant with the wild type ScCDC28 was used as a
positive control (a). The presence of either AtKRP6"™'" (e) or AtKRP6''*?** (g)
inhibits AtCDKA;1 complementation (c) while AtKRP6'"2" (i) did not. S.
cerevisiae cdc28-4 mutant strain transformed with the different AtKRP6 forms
alone are shown in (d), (f) and (h). Negative control (empty vectors) is shown in
(b). After selection at permissive temperature (25°C) and serial dilution
(ODgoonm=1; 0.05; 0.01), growth of yeast transformants is shown after 3 days of

incubation at a restrictive temperature (35°C).

Figure 5. AtKRP6™%?P siill interacts with AtCDKA;1-AF but not with AtCycD3;1

in a 2-hybrid system.

The yeast PJ69 strain was transformed with AD+BD combinations as indicated.
The AD (Activating Domain) and BD (Binding Domain) empty vectors
(pGAD424 and pGBT9) were used to generate the negative controls and the
full-length yeast GAL4 (GAL4) was used as a positive control. After serial
dilutions (ODgoonm=2; 0.001; 0.0001) and 3 days of incubation at 30°C, growth of
double transformants is shown on synthetic media (a) without leucine and
tryptophan (-LW); without leucine, tryptophan and histidine (-LWH); without
leucine, tryptophan and histidine and supplemented with 5 mM 3-amino-triazol
(-LWH+3AT5) and (b) without leucine and tryptophan (-LW); without leucine,

tryptophan and histidine and supplemented with 10 mM 3-amino-triazol (-
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LWH+3AT10); without leucine, tryptophan and histidine and supplemented with

20 mM 3-amino-triazol (-LWH+3AT20).

Figure 6. OE-AtKRP6 associated phenotypes are attenuated both in an OE-

AtSnRK1a1 genetic background and in OE-AtKRP6'"%? plants.

The leaf serration phenotype of OE-AtKRP6"T plants was classed according to
severity (a), comprising wild type-like (wt-L), lightly serrated (LS), moderately
serrated (MS), severely serrated (SS) or highly serrated (HS) plants. These
classes were correlated to (b) cell size increase and to (c) the inability to
perform callogenesis. (d) Overexpression of AtKRP6"" in an OE-AtSnRK1a1
background or overexpression of a phosphorylation-mimetic AtKRP6 form (OE-
AtKRP6"'%?P) attenuated these phenotypes. The percentage of each plant class
for OE-AtKRP6"T, OE-AtSnRK1a1/AtKRP6"T and OE-AtKRP6''*?" were
obtained from the analyses of 129, 126 and 76 plants, respectively. White bars

in (a) represent 1 cm, black bars in (b) 100 um and white bars in (c) 5 mm.

Figure 7. A. thaliana plants overexpressing the AtKRP6''°?® form display

overall larger rosettes than OE-AtKRP6" " plants.

Rosette diameters were measured (D, sizes are given in cm) in three plant
populations  (OE-AtKRP6"', circles, n=129; OE-AtSnRK1a1/AtKRP6"™,
squares, n=126; OE-AtKRP6''°?®", triangles, n=76) and the distribution of the

individuals compared.
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Figure 1. A. thaliana KRP6 and KRP7 are intrinsically disordered proteins that contain SnRK1-consensus

phosphorylation sites.

(a) In silico analysis of AtKRP6 [At3g19150] and AtKRP7 [At1g49620] using the consensus target sequence
([MLVFI]-X-[RKH]-X(2/3)-[ST]-X(3)-[MLVFI]) revealed potential SnRK1 phosphorylation sites (Scan Prosite
advanced). The conserved Thr152/151 (AtKRP6/AtKRP7) site is located at the beginning of the CDK/cyclin
interaction domain. A comparison with mammalian p27KIP1 outlines that these sites are different from the
known AMPK-dependent target sequences (Thr170, (Short et al., 2008); Thr197, (Short et al., 2010)). In
the rat protein sequence, Thr170 is located close to the NLS (Nuclear Localization Signal) and Thr197 is the

C-terminal residue.

(b) The fold index profile of analyzed proteins was determined using the FoldIndex®© prediction tool
(http://bip.weizmann.ac.il/fldbin/findex), the window of analysis being set at 21 amino acids.
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31 Figure 2. AtSnRK1 phosphorylates AtKRP6 and AtKRP7 in vitro.

33 (a) Coomassie-blue stained SDS-PAGE (12% acrylamide) of GST-AtKRP6/7 phosphorylation assay proteins.
34 (b) Autoradiography of the phosphorylation assay: 3 h incubation at 30°C with 2 uCi of [y-32P]ATP, 3 pg of
35 GST-AtSnRK1al purified extract (al), 2 ug of GST-AtSnAK2 purified extract (s2) and 2 pug of GST-AtKRP6

36 (k6) or GST-AtKRP7 (k7) purified extract.
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YFEP (520-570nm) merged transmission

Figure 3. AtKRP6 and AtSnRK1a1l interact in tobacco cell nuclei.
YFP-moiety fused proteins were transiently expressed in BY-2 tobacco protoplasts. Yellow fluorescence was
detected in the nuclei of protoplasts by confocal microscopy.
(a) AtKRP6-YFPN and AtSnRK1al-YFPC.
(b) AtKRP6-YFPN and YFPC-AtSnRK1al.
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Figure 4. Phosphorylation-mimetic AtKRP6T152D prevents AtKRP6-dependent CDKA/cyclin inhibition in a
heterologous yeast complementation system.

The S. cerevisiae cdc28-4 mutant strain was complemented by the A. thaliana CDKA;1-AF protein allowing
yeast cell multiplication. The complementation of the S. cerevisiae cdc28-4 mutant with the wild type
ScCDC28 was used as a positive control (a). The presence of either AtKRP6WT (e) or AtKRP6T152A (g)
inhibits AtCDKA;1 complementation (c) while AtKRP6T152D (i) did not. S. cerevisiae cdc28-4 mutant strain
transformed with the different AtKRP6 forms alone are shown in (d), (f) and (h). Negative control (empty
vectors) is shown in (b). After selection at permissive temperature (25°C) and serial dilution (OD600nm=1;
0.05; 0.01), growth of yeast transformants is shown after 3 days of incubation at a restrictive temperature
(35°C).
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Figure 5. AtKRP6T152D still interacts with AtCDKA;1-AF but not with AtCycD3;1 in a 2-hybrid system.

The yeast PJ69 strain was transformed with AD+BD combinations as indicated. The AD (Activating Domain)
and BD (Binding Domain) empty vectors (pGAD424 and pGBT9) were used to generate the negative controls
and the full-length yeast GAL4 (GAL4) was used as a positive control. After serial dilutions (OD600nm=2;
0.001; 0.0001) and 3 days of incubation at 30°C, growth of double transformants is shown on synthetic
media (a) without leucine and tryptophan (-LW); without leucine, tryptophan and histidine (-LWH); without
leucine, tryptophan and histidine and supplemented with 5 mM 3-amino-triazol (-LWH+3AT5) and (b)
without leucine and tryptophan (-LW); without leucine, tryptophan and histidine and supplemented with 10
mM 3-amino-triazol (-LWH+3AT10); without leucine, tryptophan and histidine and supplemented with 20

mM 3-amino-triazol (-LWH+3AT20).
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Figure 6. OE-AtKRP6 associated phenotypes are attenuated both in an OE-AtSnRK1al genetic background
and in OE-AtKRP6T152D plants.

The leaf serration phenotype of OE-AtKRP6WT plants was classed according to severity (a), comprising wild
type-like (wt-L), lightly serrated (LS), moderately serrated (MS), severely serrated (SS) or highly serrated
(HS) plants. These classes were correlated to (b) cell size increase and to (c) the inability to perform
callogenesis. (d) Overexpression of AtKRP6WT in an OE-AtSnRK1al background or overexpression of a
phosphorylation-mimetic AtKRP6 form (OE-AtKRP6T152D) attenuated these phenotypes. The percentage of
each plant class for OE-AtKRP6WT, OE-AtSnRK1a1l/AtKRP6WT and OE-AtKRP6T152D were obtained from the
analyses of 129, 126 and 76 plants, respectively. White bars in (a) represent 1 cm, black bars in (b) 100 um
and white bars in (¢) 5 mm.
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Figure 7. A. thaliana plants overexpressing the AtKRP6T152D form display overall larger rosettes than OE-
AtKRP6WT plants.

Rosette diameters were measured (D, sizes are given in cm) in three plant populations (OE-AtKRP6WT,
circles, n=129; OE-AtSnRK1a1l/AtKRP6WT, squares, n=126; OE-AtKRP6T152D, triangles, n=76) and the
distribution of the individuals compared.
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Figure S1. Western blot analysis of recombinant GST-AtKRP6 (wild-type and mutated forms) and GST-
AtKRP7 proteins produced in E. coli and purified by GST-affinity chromatography.
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47 Figure S2. Mutated AtKRP6T152A and AtKRP6T152D proteins are localized in the nucleus of Arabidopsis
mesophyll cell protoplasts like AtKRP6WT. Protoplasts were transformed either with KRP6WT-GFP,
KRP6T152A-GFP or KRP6T152D-GFP constructs. Optical sections were performed with a confocal microscope
49 (three different protoplast preparations for each construct). GFP fluorescence is on dark field. Merge of GFP
50 and chlorophyll fluorescence and transmission is on blue field.
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Figure S3. AtKRP6 transcript levels are correlated with phenotype severity of OE-AtKRP6 and OE-
AtSnRK1a1l/AtKRP6 plants. wt-L, wild-type-like; LS, lightly serrated; MS, moderately serrated; HS, highly

serrated plants.
74x18mm (300 x 300 DPI)
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Xmnl 1994

Scal Nael
1875 2692
Carte du vecteur pGEM-T (Promega) ; M‘\ -
1 start
Apal 14
Al 20
™ PGEM=-T lacZ Neol | 37
Vestor T Sacll | 46
3000b)
\ P) Spel 55
Notl 62
BstZl | 62
T7 Transcription Start gg}l E
SAEC
§ ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG on Bst¥l (103 F
3. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC Nsil e 3
T7 Promater = | o T 57 T spe g
P A a ) pGEM®-T Vector sequence reference points:
CCATG GCCGC GGGATT3} f ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG L
GGTAC COGCE CCCTA  (CMedinsen)y i 16 ATCAC GCOGG CGGAC GTCCA GCTaG TATAC 17 RNA polymerase transcripton iniiaton site 1
| | | Il |l | multiple cloning region 10-113
Neol Sacll Spel Motl Pstl Sall Ndel SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 124-143
) ‘f‘s'z' 5P RNA polymerase transcription initiation site 126
SP6 Transcription Start pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 161-177
lacZ start codon 165
GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT... 3 lac operator 185-201
ETOT MOARS ATTOMN MOAAS STAMAOD TATAD AASTHS ATAAM ATATHS AMAMT MOATT TA cr oo . . 1 . AT R On
Lo il LM 31130 QGLARL LA TATLAT ARG TL AR AR ARl aanis s, .3 prlactamase codmg reglon 1322=-2182
L | Il - = | SPE Promoter phage 1 region 2365-2820
sae Bet . lac operon sequences 2821-2981, 151-380
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2941-2957
T7 RNA polymerase promoter {-17 to +3) 2984-3
< _I-z Zozz
—_I_x_ —E-z
(8535508 [ emf (e 3538

Carte du vecteur pENTR-2B (Invitrogen)

attli

352 GGGCCC‘CM\J\ TAATGATTTT ATTTTGACTG ATAGTGACCT GTTCGTTGCA ACAARTTGAT
CCCGEEGETTT ATTACTAARR TARAACTGAC TATCACTGGR CARGCAACGT TGTTTAACTA

412 apG CAR TGC TTT TTT ATA ATG CCA ACT T
TTC GTT ACG AAR AAR TAT TAC GGT TGA AR

Ehel Xmn | Sall BamH | Notl

Sall EcoR | Not | Xho EcoR WV

1947

1998 TAC AAA GTT GGC ATT ATA AGA AAG CAT TGC TTA TCA ATT TGT TGC AAC GAA
BE8 trT cAR CCG TAA TAT TCT TTC GTA ACG AAT AGT TAAR ACA ACG TTG CTT

1 r
CAGGTCACTA TCAGTCAAARA TAARATCATT ATTTGCCATC CAGCTGCAGC TCTGGCCCGT
GTCCAGTGAT AGTCAGTTTT ATTTTAGTAA TTTTAGTAAT CAGCT

reverse primer binding site

2049

1
2109 GTCTCAAAAT CTCTGATGTT ACATTGCACA
CAGAGTTTTA GAGACTACAAR TGTRACGTGT

"PENTR™2B

Dual Selection Vector

Comments for pENTR"2B
3755 nucleotides

rnB T1 transcription termination sequence: bases 106-149
rmB T2 transcription termination sequence: bases 281-308
aftL1: bases 358-457 (complementary strand)
Chloramphenicol resistance gene (CmR]: bases 609-1267
ccdB gene: bases 1609-1914

attL2: bases 1984-2083

Kanamycin resistance gene: bases 2206-3015

pUC origin: bases 3079-3752

Carte du vecteur pDONR201 (Invitrogen)

353

412

2666

2725

2785

Forward priming site

CCTACTCTCG CGTTAACGCT AGCATGGATC TCGGGCCCCA AATAATGATT TTATTTTGAC
AGCCCGGCICT TTATTACTAR AMTAAAACTG

TGATAGTGAC CTGTTCGTTG CAACAAATTG ATGAGCAATG CTTTTTTATA ATG CCA AGT
ACTATCACTG GACAAGCAAC GTTGTTTAAC TACTCGTTAC GAAAAMATAT TAC GGT TCA

Ce

D
= ,

pDONR"201
pDONR™207

its for: pDONR™201

atiL1

4||3

TTE
BAC ATG TTT

GTG GGC ATT ATAAGARAAGC ATTGCTTATC AATTTGTTGC AACGAACAGG TCACTATCAG
CAC CCCG TAA TATTCTTTCG TAACCGAATAG TTAAACAACG TTGCTTGTCC AGTGATAGTC

a2

Reverse priming site
—
TCARAATARA ATCATTATTT GCCATCCAGC TGCAGCTCTG GCCCGTGTCT CARAATCTCT
AGTTTTATTT TAGTAATAAR CGGTAGGTCG
]

1
GATGTTACAT TGCACAAGAT AAAAATATAT CATCATGAAC AATAAAACTG TCTGCTTACA

4470 nucleotides

rrmB T2 transcription termination sequence (c): 73-100
rrnB T1 transcription termination sequence (c): 232-275
Recommended forward priming site: 300-324
attP1: 332-563
ccdB gene (c): 959-1264
Chloramphenicol resistance gene (c): 1606-2265
attP2 (c): 2513-2744
Recommended reverse priming site: 2769-2792
Kanamycin resistance gene: 2868-3677
Gentamicin resistance gene (c): -

pUC origin: 3794-4467

(c) = complementary strand






BsmAl, Psil

Carte du vecteur pMA (GeneArt®)

Stul
xmnl, ;‘t;l'l
BsaHI. Lgg oo SC|
qat T7 Prom Acces! Banll
FKpnl Ecl136ll
MCS 4 Pacl Sacl
NAME: pMA (ampicillin resistant; 50-200 ug/ml) il
SOURCE: GeneArt PMA s0
V_TYPE: plasmid
POLYLINKER SEQUENCE: 2456 bps
ggccgtcaaggcctaggegegecatgagctctaaagcttegetegagetg
cggecgeacggatcctcgaattcccaagcttatctcgagtageggecgct vepl” ol
tggatcccagaattctaggtacctcttaattaactggectcatgggec BN
Bpml'.:""
Cfr10l ) Ori
Ahdl”
“AIWNI
. 77 J oo (6 osr_[amt con [eem aima rre
Carte du vecteur pDEST15 (Invitrogen) '
" pDEST™15
7013 bp
Comments for pDEST™15

7013 nucleotides

T7 promoter: bases 25-44
Ribosome binding site (RBS): bases 90-96

Initiation ATG: bases 105-107

GST tag: bases 108-776

atiR1: bases 792-916

Chleramphenicol resistance gene (CmF): bases 1025-1684
ccdB gene: bases 2026-2331

alfiR2: bases 2372-2496

T7 transcription termination region: bases 2518-2646

bla promoter: bases 3134-3232

Ampicillin (bfa) resistance gene: bases 32334093
pBR322 origin: bases 4238-4911

ROP ORF: bases 5282-5473 (C)

C=complementary strand

HACCEAGETT TCTITGTACAR A
NIGGGICGAR AGARCATG

Carte du vecteur pDEST17 (Invitrogen) |¢m|

T7 promoter » transcription start Shine-Dalgarno

Comments for pDEST™17
6354 nucleotides

SxHis tag " T7 promoter: bases 21-40
| Ribosome binding site (RES): bases 86-92
Initiation ATG: bases 101-103
6xHis tag: bases 113-130
120 aftR1: bases 140-264
| Chloramphenicol resistance gene (Cm™): bases 373-1032
p : ccdB gene: bases 1374-1679
: aftR2: bases 1720-1844
attB2 T7 transcription termination region: bases 1855-1983
bla promoter: bases 2471-2569
Ampicillin (bfa) resistance gene: bases 2570-3430
pBR322 origin: bases 35754248
ROP ORF: bases 4619-4810 (C)

C=complementary strand







Carte du vecteur pET21-d (Invitrogen)

PET-21a(#) seq
T7 promoter 311-327
T7 transcription start 310
T7+Tag coding sequence 207-239
Multiple cloning sites
(BamH 1- XhoT) 158-203
His*Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
facl coding sequence T14-1793
pBR322 origin 3227
Bla coding sequence 3088-4845
f1 origin 4977-5432
T7 promoter primer #69348-3
Bglll T7 promoter lac operator Xbal

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC GGATAACAATTCCCCTCTAGA

AATA

SET- Eag| Aval
_Ndel Nhel — T7-Tag PET210 gamy ) EcoR1 sacl  Sal Hindll Netl Xnol

rbs

ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Sca li4s3s
Pvu lj4428)

Pst li4303)

|
Bsa lis11g|
Eam1105 I(4058) L

His'Tag
TATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAA TGGE TCGCGGATCCGAATTCGAGC TCCETCGACAAGCTTGCGGE CGCACTCGAGCACCAC CACCACCACCAC TGA
Meth laSerMet ThrGIyGlyGInGInMetG| yArgl ySer! uPheGluleuArghrglink laCysGlyArgThrArghlaProP roProProProleu

‘Sty lis7)
‘ \Bpu1102 lizoy

Dra lllg201)

)

| - +
| PELALS™)

BamH I198)
Nhe I231)

—___Nde li23s)
Xba l(276)
Bal lliz42)

—— SgrA li283)

Sph lis3g)
ECON lison)

M |(e48)
»Apaé 748y

Bmg l1273)
rApa I1275)
‘E55H||(1475)
coR V(i514)
Hpa I(1570)

AlwN I(3s81)
PshA l(1s08)
~ PET-21b . ..GBTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCETCGACAAGE TTGCGGCCGCAC TCGAGCACCACC ACCACCACCACTGA
\:E-'2|R’m‘ GlyArghspProhsnSerSerSerValAsplysleuhl ahlodlaleuGluHisHisH isHisHisHIsEnd PpuM I217)
.. TACCATGGCTAGE . .. PET-21c.d ... GETCGEATCCGAAT TCGAGCTCCGTCEACAARCT TECBGCCECACTCCAGCACCACCACCACCACCACTRA BepLU11 ltes; » spure
Meth laSer ArglledrglleArgAlaProSerTarSerl sulbiraProHisSerSerThr ThrThrThrThr ThrGlu "7 Sap igosn / — flf-" e
Bpu1102 1 T7 terminator Bst1107 liza38) BspG l2ee1)
GATCCHGCTGE TAAC AAAGCCCGAAAGBAAGCTBAGTTGGCTECTGCCACCBCTEAGCAATAACTAGCATAACCC CTTEGGGCCTCTAAACGBGETCTTGAGGRGTTTTTTR 111 Iesio)
-
T7 terminator primer #59337-3
EcoN | (3981)
L st
— e lac
Carte du vecteur pACYCDuet-1 (Novagen) PR l
Miu | 135131\\ ~~ Bpu1102 | (451} Nco |l (89)
AT (E513)0, 7~ 4 Eco0109 | (478) His+Tag
Bel | (2499) / /Bsu3B | (517) Egg;{“ll(ng}
Y, . Thi111e2s) | |Saclizz)
N /Drd | (628) BspM | (124)
Sicadar|
se! (135)
-Sca | (757)
ACYCDustUP1 R it
Primer £71178-3 ol T7 premoter-1 Hind Il (143)
GCCATACCECGAMMGETTTTRCGCCATTCGATGGTGTCCABGATCTCEACGLTCTCCCTTATGCGACTECTGCATTAGGAAATTARTACGACTCACTATA hot! fired
Hpa 1@t | _
T7 transcription start-1 ) Ava ll (2962 | pAciI)&[gé;et 1 '%fc
lac operator rbs Neo | His:Ta || |
GGEGARTTETEAGCGEATANCARTTCCCCTETAGAAATARTTTTGTTTAACTTTAATARGEAGATATACCATGGECAGCAGCCATCACCATCATCACCAC %lhe : (2876)7) Nde | (298)
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHis ar | 2878y )\ | Bgl Il (305)
Bapht | BG 1 \ 7/ EooR V319
BspM 1 H \ /
sac | Pat| DuetUP2 Primer P / NgoA IV 2o
BamH | EcoR | Eci135 1 Asc | S528387 lsar| Hind Il Notl Al #71180-3 EcoS7 | (2683)7] Bouto | (1368 ‘s"’?.' (337)
AGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGECGLGECTECAGGTCGACARGLTTGEGEEEEATAATGETTARGTCGAACAGARAGTARTCETATTGTACACGGLE Xoa l @™ P ) s
serGLnAspProAsnSerserseraladrgleuGlnvalAspLysLeudladlaAlaEnd - . / BsaA | (1481) Kpn | (352)
DuetDOWN1 Primer N / p
#71179-3 ~ . P Xho | (34
N ~ = Ta
DuetUP2 Primer T7 transcription start-2 > Prsg — Ecod7 Ill (1751) Pac ﬁ.zs;
#71180-3 T7 promoter-2 lac operator rbs Nele | Nap | iz330) ™~ o he | (1752) Avr 11 (433)
GCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATARCAATTCCCCATCTTAGTATATTAGT TAAGTATAAGAAGGAGATATACAT BssS 121280 goc i znney | 'yt IAOT ) (1768) terminator
- \_Xmn | (1808)
DuetDOWN Primer SgrAl (1838)
£71173-3
NgoAlV Pyl Xnol pACYCDuet-1 sequence landmarks
Nee| _ggill _Munl EcoRY _ Fsel Sagfl Aatll _Kpnl _Aval S+Tag
ATGGCAGATCTCAATTGGATATCGGCCGRCCACGEGATCGLTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGETARAGARACCGLTGLTGLGAATTTGARCGLCAG | T7 promoter-1 3092-4008 Multiple cloning sites-2
MetAlahspLeuAsnTrplleSerhAlaGlyHisAlalleAlaAspValGlyThrLeusluSerGlyLysGluThrAlaALlaAlalysPheGluArgGln - L - 207 A¢
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Etude de la voie de signalisation SnAK/SnRK1 chez Arabidopsis thaliana

La famille de protéines kinases SNF1/AMPK/SnRK1 (levure/mammiféres/plantes) est un régulateur central du
métabolisme cellulaire chez I’ensemble des eucaryotes, activant le catabolisme et inhibant I’anabolisme en
réponse au stress. Ces hétérotrimeres sont composés d’une sous-unité catalytique (kinase a) et de deux sous-
unités régulatrices (B et y). De trés nombreux travaux sur AMPK (AMP-activated Kinase) chez les
mammiféres ont révélé I'incroyable complexité de cette voie de signalisation impliquant des régulateurs en
amont et une pléthore de cibles.

Chez les plantes, les cibles connues de SnRK1 (« SNF1-Related Kinase 1») comprennent des facteurs de
transcription, imposant une reprogrammation transcriptomique importante, et des enzymes clés du
métabolisme telles que la Sucrose Phosphate Synthase et la Nitrate Reductase, conduisant, comme chez
I’animal, au contr6le de ’lhoméostasie énergétique. Toutefois, les mécanismes de régulation de ces complexes
sont eux trés peu connus.

Dans une premiére partie, nous avons recherché des métabolites capables d’influencer 'activité de SnRKi.
L’enrichissement rapide d’extraits végétaux en complexes SnRK1 d’Arabidopsis thaliana, couplé a des mesures
spécifiques d’activité kinase in vitro, nous ont permis de montrer que I’ADP, ’AMP et le citrate étaient des
inhibiteurs forts de ces enzymes. Ces résultats nous ont permis d’établir un modeéle physiologique dans lequel
les complexes SnRK1 répondent a la fois au statut carboné de la cellule mais également aux niveaux globaux
des adénylates.

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés aux kinases amont AtSnAK1 et AtSnAK2 (activatrices
des sous-unités catalytiques AtSnRK1a1). Des essais kinases sur protéines recombinantes ont permis de
mettre en évidence de nouveau un effet inhibiteur des adénylates sur I’activité de ces protéines, suggérant
que I'ensemble de la voie SNAK/SnRK1 répond a des signaux énergétiques. De plus, la caractérisation de
mutants perte-de-fonction a révélé un réle important des kinases AtSnAK1 et 2 dans la transition
hétérotrophie/autotrophie des jeunes plantules.

Enfin, nous avons caractérisé un lien inédit chez les plantes entre homéostasie énergétique et prolifération
cellulaire en montrant que les kinases AtSnRK1 sont capables de phosphoryler et inhiber les orthologues KRP6
et KRP7 de I'inhibiteur du cycle cellulaire de mammiféres p27"'".

Un modele global des fonctions de cette kinase a I’échelle de la plante entiére et de son développement est
proposé en intégrant ces résultats aux connaissances actuelles sur les complexes SnRK1.

Study of the SnAK/SnRK1 signaling pathway in Arabidopsis thaliana

The conserved family of protein kinases SNF1/AMPK/SnRK1 (yeast/mammals/plants) is considered as a central
element of cell metabolism regulation by controlling both anabolism and catabolism in response to stress
conditions. These proteins are complexes composed of three actors, one conferring the catalytic activity
(kinase a) and two regulatory subunits (f and y). A massive interest for the mammalian AMPK (AMP-activated
Kinase) during the past two decades has underlined the extreme complexity of this signalling pathway which
involves several upstream regulators and multiple targets.

In plants, known SnRK1 (SNF1-Related Kinase 1) targets mainly include transcription factors inducing a massive
transcriptomic reprogramming, and key metabolic enzymes such as Sucrose Phosphate Synthase and Nitrate
Reductase leading, like in mammals, to the control of cellular homeostasis. However, little is known
concerning their regulation.

In a first axis, we focused on the search for cell components capable of influencing Arabidopsis thaliana SnRK1
activity. Using an in vitro specific peptide-based assay, we have characterized upstream inhibitors including
adenylates and citrate. These data allow us to add novel elements to a physiological model where AtSnRK1
coordinates metabolism in response to adenylates and citrate concentrations.

The second axis is dedicated to the upstream activating kinases SnAK1 and SnAK2. A biochemical approach
with recombinant proteins and in vitro specific peptide-based assays were used to test the effects of
metabolites on SnAK1 and SnAK2 activities. By using loss-of-function mutants, we further pointed out a key
role for these proteins during the heterotrophic-to-autotrophic transition of the young plantlets.

In addition, we have identified a novel target of SnRK1 complexes. The characterisation of the AtSnRKi1-
dependent phosphorylation of AtKRP6 and AtKRP7, homologous to the p27""" mammalian cell cycle inhibitor,
highlighted a novel link between energy homeostasis and cell proliferation in plants.

The current knowledge on SnRK1 complexes and the results described above allowed us to provide a global
model regarding SnRK1 functions at the whole-plant level.
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