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Introduetion

INTRODUCTION

Tous les organismes autotrophes, chimiotrophes ou phototrophes, sont capables de
fabriquer des éléments carbonés a partir du gaz carbonique (CO,). Chez I'algue la plus
primitive comme chez les organismes les plus évolués tels que les angiospermes, se déroule
grice a ’énergie solaire, un processus permettant la conversion de I’énergie lumineuse en
énergie chimique. Ainsi, la photosynthése permet grace a la réduction du CO,, la formation de
substances organiques et de molécules a potentiel énergétique élevé telles que ’ATP et le
NADPH, indispensables a la croissance des organismes photosynthétiques.

Chez les plantes, les nombreuses variations des conditions extérieures (la température,
I"humidité, la luminosité...) exercent une pression constante sur leur métabolisme, en
particulier sur leur capacité 4 photosynthétiser. Face a cela, les végétaux réagissent de fagon
ponctuelle et rapide. En effet, dans des conditions de forte chaleur et de faible brassage de
I’air, les stomates, situés a la face inférieure de I’épiderme foliaire et permettant les échanges
gazeux, se ferment afin d’empécher une évaporation excessive de I’eau. Ce phénomene
entraine au sein de ’appareil foliaire un affaiblissement de la teneur en CO,. Dans ces
conditions, les plantes 4 métabolisme de type C3 se mettent a incorporer de fagon compétitive
de I'oxygéne a la place du CO,, déclenchant ainsi le cycle de la photorespiration. La fonction
essentielle de ce métabolisme est de dissiper en permanence I'excés d’énergie lumineuse
regue par les chloroplastes tout en permettant de recycler des molécules carbonées.

Ce cycle fait intervenir trois organites de la cellule végétale qui sont le chloroplaste, le
péroxysome et la mitochondrie. C’est au sein de la matrice mitochondriale qu’a lieu une ¢tape
primordiale du cycle photorespiratoire: 1'oxydation de la glycine par un complexe
multienzymatique, la glycine décarboxylase (GDC). Ce complexe composé de 4 protéines (P,
H, T et L), catalyse le clivage d’une molécule de glycine en libérant une molécule de CO, et
de NHj; et en fixant le groupement méthyléne restant sur un cofacteur, le tétrahydrofolate. Une
deuxiéme enzyme mitochondriale, la SHMT, intervient alors pour régénérer le
tétrahydrofolate, en catalysant le transfert du groupement méthyl du méthylene

tétrahydrofolate sur une deuxiéme molécule de glycine, formant ainsi une molécule de sérine.
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Le complexe de la glycine décarboxylase a été largement étudié chez les procaryotes, les
animaux et I’homme; de nombreuses équipes de recherche se sont penchées sur I’étude de son
mécanisme réactionnel et de sa structure, notamment chez I’homme, car ce complexe peut €tre
impliqué dans une maladie génétique grave.

Chez les végétaux, Neuburger et Douce, (1977) ont montré pour la premiére fois que les
mitochondries provenant de tissus foliaires étaient capables d’oxyder trés rapidement la
glycine. En 1983, Sarojini et Oliver ont mis en évidence I’activité de la GDC par réaction
d’échanges dans un extrait acétonique provenant de mitochondries de tissus foliaires de pois
et montré que la GDC était fortement liée aux membranes. En 1986, Neuburger et al.,
montraient qu’un extrait matriciel obtenu par ouverture ménagée des mitochondries de feuilles
de pois 6tait capable d’oxyder la glycine. Depuis, une part essentielle des efforts du
laboratoire de Physiologie Cellulaire Végétale a été consacrée a la compréhension des
mécanismes d’oxydation de la glycine par les mitochondries de tissus foliaires et a la structure
des protéines impliquées. Cette étude a été rendue possible grace a la forte représentation du
complexe de la glycine décarboxylase au sein de la matrice mitochondriale associée a la
maitrise de la préparation de quantités importantes de mitochondries a partir de feuilles de
pois. La caractérisation et la purification de toutes les protéines constituant ce complexe
(Bourguignon ef al., 1988) ont permis de développer la plupart des outils (anticorps et ADNc)
nécessaires 4 une étude moléculaire de I’expression des protéines du complexe de la glycine
décarboxylase lors de la mise en route du processus photorespiratoire. En particulier, deux
ADNc correspondant aux protéines H et L du complexe de la GDC ont été clonés au
laboratoire (Macherel ef al., 1990 et Bourguignon et al., 1992).

Les travaux présentés dans ce mémoire ont cu pour objectif d’approfondir nos
connaissances concernant la protéine T impliquée dans le complexe de la glycine

décarboxylase en faisant appel aux techniques de la biophysique et de la biologie moléculaire.

o]
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DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES l

Aprés un rappel général sur la photorespiration dans le régne végétal et sur I'implication du

complexe de la glycine décarboxylase dans le métabolisme des cellules eucaryotes et
procaryotes, nous aborderons 1’état des connaissances au niveau biochimique et moléculaire
des différentes protéines du complexe de la glycine décarboxylase et en particulier de la
protéine T, protéine a tétrahydrofolate jouant un réle clef au sein du complexe de la glycine

décarboxylase.

I - LA PHOTORESPIRATION CHEZ LES ORGANISMES CHLOROPHYLLIENS

A - RAPPEL SUR LA PHOTORESPIRATION CHEZ LES VEGETAUX A METABOLISME
DE TYPE C3

Grace a la photosynthése, les plantes sont capables d’utiliser ’énergie lumineuse pour
synthétiser des glucides & partir du gaz carbonique et de I’eau. La ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase-oxygénase (Rubisco) joue un réle fondamental dans ce processus en catalysant
une étape clef du cycle de Benson et Calvin. Cette enzyme bifonctionnelle (susceptible de se
comporter comme une oxygénase ou comme une carboxylase) est responsable de la fixation

du gaz carbonique conduisant & la synthése de 3-phosphoglycérate selon la réaction suivante:

RUBISCO
fonction carboxylase

CO, + ribulose-1,5-bisphosphate + H,O » 2 acide 3-phosphoglycérique

Dans des conditions atmosphériques normales, I’oxygéne présent a forte concentration
dans 1'air (21%) est un substrat compétitif du gaz carbonique (0.03%). Ainsi, I'activité
oxygénase de la Rubisco est déja présente dans les conditions normales de température et de
lumiére. Cependant, dans des conditions de température élevée, les stomates de 1'épiderme
foliaire des plantes se ferment (afin d'éviter une évaporation excessive de I'eau) entrainant au

sein de l'appareil foliaire une diminution de la concentration en CO,. Dans ces conditions,

(5]
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I"augmentation du rapport O,/CO, dans le milieu cellulaire augmente I"activité oxygénase de
la Rubisco qui incorpore de fagon compétitive une molécule d’oxygene a la place d’une

molécule de CO, (Boowes et al., 1971) suivant la réaction:

RUBISCO
fonction oxygénase

0, + ribulose-1,5-bisphosphate—— 2-phosphoglycolate + acide 3 - phosphoglycérique

La synthése de 2- phosphoglycolate, molécule en C2 et d'une seule molécule en C3 (l'acide
3-phosphoglycérique), entrainerait le désamorgage du cycle de Benson et Calvin (par défaut
de molécule a 3 carbones), si les molécules de phosphoglycolate n'étaient pas recyclées vers le
chloroplaste en molécules de glycérate-3-phosphate. Les plantes a métabolisme de types C3
comme vraisemblablement les cellules du fourreau des plantes a métabolisme de type C4 (Cf.
paragraphe I-B) assurent ce recyclage par un type particulier de métabolisme oxydatif (non
observé a 1’obscurité): la photorespiration ou métabolisme de type C2 qui permet de dissiper
en permanence l'énergic regue lors de la photosynthése, sans synthése nette de molécules
carbonées. En effet, ce métabolisme oxydatif qui s’est développé au cours de ’adaptation des
plantes passant d’une atmosphére réductrice @ un milieu de plus en plus riche en O,, est
indispensable a la survie des plantes. Ce mécanisme évite notamment, la formation de
radicaux superoxydes et d’oxygéne singulet, espéces trés réactives qui provoquent une
détérioration irréversible de ’appareil photosynthétique. Le cycle de la photorespiration est
donc indispensable a la survie de la plante.

La premiére observation de la photorespiration a été effectuée en 1920 par Warburg qui a
constaté que 1’0, inhibait la fixation du CO, chez les algues vertes (chlorella). Mais c'est en
1950 que Benson et Calvin rapportent pour la premiére fois que le glycolate, la glycine et la
sérine apparaissent successivement au cours de la photosynthese des plantes supérieures a
métabolisme de type C3. Par la suite, l'utilisation de molécules marquées au 14C, notamment
le glycolate, a permis de définir toutes les étapes impliquées dans la photorespiration (Tolbert,
1971a, b).

Trois compartiments cellulaires interviennent dans le cycle photorespiratoire: le

chloroplaste, le péroxysome et la mitochondrie (figure 1).
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Figure 1 : Le cycle de la photorespiration chez les plantes 2 métabolisme de type C3

Ce schéma montre les trois compartiments. chloroplastique, péroxysomal et mitochondrial impliqués dans le cycle
de fa photorespiration dans les cellules de l'appareil foliaire végétal L'oxydation de la glycine en sérine a lieu au
sein de la matrice mitochondriale. (1) ribulose 1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco); (2) P-glycolate
phosphatase; (3) glycolate oxydase; (4) glutamate-glyoxylate aminotransférase; (5a) glycine-décarboxylase; (5b)
serine hydroxymethyltransférase, (6) sérine-glyoxylate aminotransférase; (7) NADH hydroxypyruvate transférase;
(8) glycérate kinase; (9) glutamine synthétase; (10) glutamate synthase Les abrévations correspondent aux
molécules suivantes: glutamate (glu), glutamine (gin);, oxaloacétate (OAA); a-cétoglutarate (aCG), ferrédoxine
(Fd); malate (mal ); membrane interne (mi); membrane externe (me).
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Le cyele débute au sein du chloroplaste par la déphosphorylation du phosphoglycolate en
glycolate, lequel quitte le chloroplaste pour pénétrer dans le péroxysome ou il est converti en
glycine par l'action de la glycolate oxydase et d'une glutamate-glyoxylate aminotransférase
(Kisaki et Tolbert, 1969). La glycine migre alors vers la mitochondrie ou elle est convertie en
sérine, ammoniac (NH,) et CO, La sérine regagne ensuite le péroxysome ou une
transamination et une reduction, catalysées respectivement par la  sérine-glyoxylate
aminotranstérase et |'hydroxypyruvate réductase, la transforment en glycérate. Finalement, le
glycérate retourne dans le chloroplaste ou il est phosphorylé par la glycérate Kinase pour
donner I'acide 3-phosphoglycérique qui intégre le pool des trioses monophosphates impliqué
dans le cycle de Benson et Calvin. Le flux de carbone au cours du cycle photorespiratoire
représente 25 a4 40 % du CO, fixé au cours de la photosynthése (Tolbert, 1980; Keys, 1980;
Lorimer et Andrews. 1981). Cette réaction est accompagnée par la libération de NI, en
quantité équimolaire avec le CO,. Selon Husic et al. (1987) et Lorimer et Andrews (1981), la
libération de CO, par la photorespiration est considérée comme une perte de molécules
carbonées pour la plante car seulement la moitié¢ sont repris dans le cycle de Benson et Calvin
avant de s’échapper de la feuille. Cependant, il est fort probable que le CO, ne s’¢chappe pas
et soit immédiatement recycelé par la cellule. Quant a la production de NHs, elle atteindrait
rapidement des concentrations toxiques pour la cellule si les tissus foliaires n’avaient pas mis
en place un systéme qui permet une assimilation rapide et efficace du NHj: le cycle de 'azote
qui est une étape importante du métabolisme photorespiratoire (figure 2). En effet, le NH;
généré lors de I'oxydation de la glycine est rapidement réassimilé par I'intermédiaire de 2
enzymes chloroplastiques:

- la glutamine synthétase (GS: EC 6.3.1.2), ATP dépendante, catalyse I'incorporation de
NH, sur une molécule de glutamate pour produire de la glutamine (Woo e/ al., 1978; Tillberg
etal., 1977).

- la glutamine-oxoglutarate aminotransférase ou glutamate synthase (GOGAT; EC 1.4.7.1)
qui utilise la ferrédoxine comme réducteur, catalyse le transfert du groupement aminé de la
glutamine sur le 2-oxoglutarate formant ainsi le glutamate (Keys et al., 1978).

Ainsi, la génération et I’assimilation de NI1; associées a I’oxydation de la glycine lors de la
photorespiration et I'utilisation de glutamate et de sérine comme donneurs de groupements

aminés lors de la synthése de glycine forment la base du cycle photorespiratoire de I’azote
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(Woo et al., 1978, 1982). Etant donné la production massive de NH; au cours de la

photorespiration, ce cycle de I’azote doit fonctionner a une vitesse considérable.

Glutamate Glutamate 2 Glyoxylate
AR Fidlox
e e PEROXYSOME
A S
Fd red
Abr 2 Glycine

Glutamine  2.Oxoglutarate R
O THF+CQ, + Sérine

CHLOROPLASTE
NH,

MITOCHONDRIE

Figure 2: Schéma du cycle de 'azote: (1) glycine décarboxylase et sérine hydroxyméthyltransférase; (2)
glutamine synthétase (GS); (3) glutamate synthase (GOGAT); (4) glutamate (alanine)-glyoxylate
aminotransférase. THF: tétrahydrofolate.

B - ACTIVITE DE LA PHOTORESPIRATION CHEZ LES ORGANISMES POSSEDANT UN
SYSTEME DE CONCENTRATION DU CO,;

Chez les organismes photosynthétiques primitifs, la concentration atmosphérique élevée en
CO, (3000 ppm au milieu du crétacé) rendait négligeable 'activité oxygénase de la Rubisco
(Lasaga et al., 1985; Smith, 1986). Cependant, a la fin du crétacé, le taux de CO, dans
I"atmosphére chute (alors que la concentration en O, augmente) pour se stabiliser durant le
Paléocéne et se rapprocher des valeurs actuelles (350 ppm). Ces changements de
concentration en CO5 ont excercé une forte pression sélective sur les plantes a métabolisme de
type C3 afin d’améliorer leur rendement photosynthétique et de réduire la photorespiration.
C’est durant le Paléocéne qu’apparaissent les premiers végétaux a métabolisme de type C4.
Ceux-ci disparaissent durant la période Eocéne et Oligocéne (4 cause du doublement de la
concentration atmosphérique en CO,) pour réapparaitre a partir du miocéne et se développer

jusqu’a nos jours (Ehleringer ef al., 1991).
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! o m vV Figure 3: Evolution de la concentration en
CO, depuis 100 millions d’années (d’aprés
Ehleringer ef al., 1991). Les chiffres romains
correspondent  aux  différentes  périodes
- géologiques: 1, Crétacé II, Paléocene; III,
ol o 7 Eocéne; [V, Oligocéne; V, Mioceéne; VI,
[ ] Pliocéne; VII, Pléistocéne.
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Actuellement, une des causes principales du déclenchement de la photorespiration chez les
plantes 4 métabolisme de type C3 est I’effondrement de la concentration de CO, au sein de
I’appareil foliaire. Tel qu’on a pu le voir dans le paragraphe précédent, ce phénoméne diminue
le rendement de la photosynthése au détriment du métabolisme de type C2. Cependant, une
augmentation du taux de CO, au niveau du site actif de ’enzyme, inhibe la fonction
oxygénase de la Rubisco et donc diminue le flux de carbone vers le cycle en C2. De
nombreux organismes photosynthétiques ont développé différentes stratégies au cours de
I"évolution, afin d’augmenter la concentration en CO, au niveau du site actif dans le but
d’obliger la Rubisco a fonctionner comme une carboxylase et de réduire la photorespiration.
Dans les paragraphes suivants, nous montrerons succintement que la photorespiration
subsiste, malgré les nombreuses adapt.ations de certains végétaux (terrestres mais également

marins) cherchant a augmenter le rendement de la photosynthése.

1 - Les plantes & métabolisme de types C4

Chez les plantes a métabolisme de type C4, le CO, atmosphérique est fix¢, dans les cellules
du mésophylle, sur un acide en C4 qui diffuse vers les cellules du fourreau pour subir une
décarboxylation. Le CO, libéré est utilisé par la ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase
exclusivement présente dans les cellules du fourreau (Edwards and Walker, 1983; Hatch,

1987; Jenkins et al., 1989; Henderson et al., 1992). Ainsi, grice a ce systéme, la fonction
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oxygénase de la Rubisco est considérablement réduite. En effet, le flux de carbone vers le
cycle en C2 est inférieur & 5% du CO, fixé au cours de la photosynthese (Zelitch, 1975) alors
qu’il est de 25% a 40% pour les plantes de type C3. Cependant, les phénoménes de diffusion
du CO, a travers les cellules du fourreau et plus particulierement la chute de la concentration
extérieure en CO, (la capacité des cellules du mésophylle a concentrer le CO2 est limitée),
sont autant de facteurs qui augmentent la photorespiration au sein des cellules du fourreau des
plantes & métabolisme de type C4 (Ohnishi and Kanai, 1983; Ohnishi ef al., 1985). Il est a
noter que les enzymes du cycle photorespiratoire sont présentes de fagon prédominante dans
les cellules du fourreau; les cellules du mésophylle étant déficientes en enzyme péroxysomale
du cycle en C2.

Ainsi, les végétaux de type C4, malgré leurs systémes de concentration en CO,, sont des

plantes qui photorespirent (pour une revue Dai et al., 1993).

2 - Des espéces intermédiaires: les plantes & métabolisme de type C3-C4

Les plantes intermédiaires C3-C4 (telles que certaines cruciferes du genre Moricandia)
possédent des caractéristiques se situant a mi-chemin entre les plantes en C3 et C4. Ces
végétaux ont une anatomie similaire a celle des plantes en C4 et possedent toutes les enzymes
du cycle photorespiratoire. Elles sont distribuées de fagon uniforme au sein des cellules
photosynthétiques des feuilles et présentent une activité maximale comparable a celle présente
chez les plantes de type C3 (Rawsthorne et al., 1988b). Seules la glycine décarboxylase et la
sérine hydroxyméthyltransférase sont confinées dans les cellules du fourreau (Hylton et al.,
1988). Ainsi, la glycine provenant des cellules du mésophylle lors de la photorespiration,
diffuse vers les cellules du fourreau pour subir une décarboxylation (pour une revue voir
Rawsthorne, 1992). L étroite association des mitochondries avec les chloroplastes au sein des
cellules du fourreau crée une augmentation locale de la concentration en CO, qui favorise sa
recapture par la ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase (Rawsthorne et al., 1988a). Ainsi, ce
systéme rudimentaire de concentration en CO, permet aux plantes intermédiaires C3-C4 de
réagir plus efficacement a une diminution de la concentration en CO;. En effet, ’anatomie des
cellules et la distribution différentielle de la glycine décarboxylase dans les cellules du
fourreau sont autant de modifications qui représentent une évolution vers un métabolisme de

type C4.
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3 - Quelques aspects de la photorespiration chez les algues

Ia littérature concernant la photorespiration chez les algues est peu abondante. Ce que I’on
sait, c’est que la photorespiration chez les algues et les bactéries photosynthétiques, est
similaire 4 celle observée chez les plantes supérieures (Tolbert, 1974). En effet, lorsque le
taux d’O, augmente, une diminution de la photosynthese est observée, alors que la production
de glycolate, de glycine et de sérine croit (pour un revue voir Lorimer et Andrews, 1981). 1l
existe donc chez les algues comme chez les plantes terrestres une compétition entre le CO, et
I’0,. Toutefois, le cycle de la photorespiration chez les algues différe des plantes supérieures
de type C3 par quelques points particuliers.

- Chez certaines algues unicellulaires (comme les Zooxanthellae) une partie du glycolate
est excrétée vers le milieu extérieur (Tolbert et Zill, 1956; Berry et al., 1976). Ce phénomene
a lieu lorsque la production de glycolate par la cellule excéde la capacité d’oxydation du
glycolate par la glycolate deshydrogénase (en faible concentration), notamment, dans un
milieu trop riche en O, (Findinegg, 1977). Ainsi, le glycolate excrété (qui représente 104 15%
du CO, fixé) est rapidement repris par d’autres algues capables de I’absorber du mileu
extérieur et de le métaboliser par I'intermédiaire du cycle en C2 (Findinegg, 1977). En effet,
le glycolate est capable de stimuler (Lord et Merrett, 1970) ou d’assumer entiérement la
croissance de certaines algues vertes a la lumiére. L’excédent de glycolate excrété par
certaines algues est donc une source d’éléments carbonés pour d’autres algues qui utilisent
pour cela le métabolisme en C2 (pour une revue voir Tolbert, 1980).

- Une autre particularité observée chez les algues est leur capacité a concentrer le carbone
inorganique (notamment les ions HCOy') lorsque la concentration en CO, est faible, afin
d’induire la photosynthése et de diminuer la photorespiration (Raven, 1985; Findinegg, 1976).
Ce mécanisme de concentration est différent de celui observé chez les plantes & métabolisme
de type C4, d’une part car |’activité de la PEP-carboxylase est trés faible chez les algues et
d’autre part parce que le mécanisme de fixation du CO, est similaire a celui des plantes a
métabolisme de type C3. Ainsi, les algues ont mis en place un systéme qui utilise les ions
bicarbonates comme source de carbone (Badger ef al., 1977, 1978). En effet, lorsque le CO,
est en concentration limitante, une enzyme, I'anhydrase carbonique est rapidement induite
catalysant la transformation des ions bicarbonates en CO, (Ingle et Colman, 1976; Reed et
Graham, 1977, Badger et Dean Price, 1994). Grice a cette enzyme et a une pompe a

bicarbonate (cotransport avec un proton) la teneur en CO, au sein de la cellule augmente d’un
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facteur 40 (voire plus) ce qui permet de diminuer la fonction oxygénase de la Rubisco (Husic

et al., 1987; Bowes, 1985; Colman et Cook, 1985; Badger et Dean Price, 1994).

II - L’OXYDATION DE LA GLYCINE PAR UN COMPLEXE MULTIENZYMATIQUE:
LA GLYCINE DECARBOXYLASE (GDC)

A - OXYDATION DE LA GLYCINE CHEZ LES VEGETAUX A METABOLISME DE TYPE
c3

I.’oxydation de la glycine chez les végétaux a métabolisme de type C3 est certainement
une des étapes clef de la photorespiration. Cette réaction complexe catalysée par la glycine
décarboxylase (GDC, EC 2.1.2.10) et la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT, EC 2.1.2.1)
s’effectue au sein de la matrice mitochondriale des tissus foliaires et permet la conversion de 2
moles de glycine en une mole de sérine avec libération d’une mole de NH; et de CO, selon la
réaction globale suivante (Tolbert, 1971a; Neuburger et Douce, 1977, Rathman, 1978; Arron

et al., 1979; Kisaki et al., 1971):

2 glycine + NAD" — sérine + CO, + NH; + NADH I

La glycine décarboxylase catalyse le clivage total d’une molécule de glycine pour libérer
du CO, et du NHj, alors que le carbone du groupement méthyle restant est transféré sur le
tétrahydrofolate (H,FGlu,) pour former du N N'? méthylénetétrahydrofolate (5,10-CH,-
H,FGlu,) (Neuburger et al., 1986; Oliver ef al., 1990a, b). Le NAD" est l'accepteur final
d'électrons de cette oxydation. Ce processus est considéré comme la source majeure de CO,

produit au cours de la photorespiration (Kisaki et Tolbert, 1970; Kisaki ef al., 1971).

M
NH;T-CH,-COO- + NAD &5 CO, + NH; + NADH

glycine

H,FGlu, CH,-H,FGlu,
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Afin de régénérer le tétrahydrofolate, la sérine hydroxyméthyltransférase transfere le
groupement monocarboné provenant du 5,10-CH,-H,FGlu, sur une deuxiéme molécule de
glycine pour former la sérine.

NH,;t-CH,-CO0" + H,0 NH; -CH(CH,OH)-COO"

glycine sérine

A4
CHp-H FGlu,  1,FGlu,

Les vitesses d'oxydation de la glycine dans les mitochondries végétales par le complexe de
la glycine décarboxylase sont considérables. Elles peuvent dépasser 1200 nmoles de glycine
converties en sérine par mg de protéines mitochondriales et par minute. Contrairement au
régne animal et aux procaryotes, cette vitesse d'oxydation rapide est due a la forte
concentration matricielle du complexe enzymatique (la GDC représente plus d’un tiers des
protéines solubles mitochondriales) (Bourguignon, 1988: Oliver ef al., 1990a, b).

Cette vitesse élevée d’oxydation de la glycine implique une vitesse tout aussi €levée du
recyclage du tétrahydrofolate par la SHMT. Or, cela souleve un probléme du couplage de la
GDC avec la SHMT car cette derniére posséde une constante d’équilibre qui est trés en faveur
de la formation de glycine et de méthyléne tétrahydrofolate (Besson ef al., 1993). La SHMT,
lors de loxydation de la glycine, catalyse en permanence la réaction dans le sens
thermodynamiquement non favorable. Cette condition est cependant réalisée grace a la forte
activité du complexe de la glycine décarboxylase. En effet, la GDC a une activité maximale
2,5 4 3 fois plus grande que la SHMT (Bourguignon et al., 1988; Rébeillé et al., 1994) et la
réaction catalysée par cette derniére est alors maintenue hors équilibre par la présence dans
I’espace matriciel des mitochondries d'un rapport CH,H,FGlu,/ H,FGlu, tres élevé (Rébeillé
et al., 1994).

Un aspect particuliérement intéressant de ce systéme multienzymatique est que la GDC
s’accumule principalement dans les mitochondries de feuilles vertes. En effet, dans les tissus
étiolés ou non chlorophylliens, I"activité d’oxydation de la glycine est insignifiante (Moore et
al.. 1977: Douce, 1985). Ainsi, chez ’épinard I'activité est présente au sein des mitochondries
de feuilles mais absente des mitochondries de racines, de tiges ou de nervures (Gardestrom ef

al., 1980). De plus, Walker et Oliver (1986b) ont montré que I"activité glycine décarboxylase,
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faible dans les feuilles étiolées augmentait considérablement a la lumiére. L.”augmentation de
[’activité résulte de la synthése « de novo » de nouvelles protéines dont la régulation semble
s’effectuer au niveau transcriptionnel en ce qui concerne la protéine H (Macherel et al., 1990;

Kim et Oliver, 1990).

B - QUELQUES RAPPELS SUR L’OXYDATION DE LA GLYCINE CHEZ LES
ORGANISMES NON CHLOROPHYLLIENS

Chez la plupart des organismes non chlorophylliens, animaux (Kikuchi, 1973; Hiraga et
Kikuchi, 1980) et procaryotes (Klein et Sager, 1966; Vanden Boom et al., 1991) ce complexe,
présent en trés faible concentration, est essentiellement impliqué dans le catabolisme de la
glycine. Ainsi, au sein de la matrice mitochondriale des cellules hépatiques des animaux (pour
une revue voir MacKenzie, 1984 et Cossins, 1980) et chez la plupart des bactéries telles que
Peptococcus glycinophilus (Klein et Sagers, 1966), Arthrobacter globiformis (Kochi et
Kikuchi, 1969) et Escherichia coli (Okamura-lkeda ef al., 1992), la conversion d’une mole de
glycine en CO,, NH; et N5, N10 méthyléne tétrahydrofolate est catalysée par le complexe de
la glycine décarboxylase. Une exception concerne les bactéries du groupe des clostridium
vivant en anaérobiose telles que Clostridium acidiurici (Karlson et Barker 1949) ou
Eubacterium acidaminophilum (Zindel et al., 1988) qui utilisent la glycine comme
intermédiaire dans la synthése d’acétate. Dans ce cas, deux enzymes sont nécessaires: la
glycine décarboxylase et la glycine réductase qui transforment quatre molécules de glycine en
une molécule d’acétate avec libération de 2 molécules de CO, et quatre molécules de NH;
(Diirre et Andreesen, 1983; Zindel et al., 1988).

Cependant, chez la plupart des organismes, le catabolisme de la glycine a pour fonction
essentielle la production de métabolites primaires. Ainsi, la formation de méthylene
tétrahydrofolate représente une importante source d’unités monocarbonées nécessaires a de
nombreuses voies métaboliques impliquant notamment la synthése de thymidylate, de purine
et de méthionine (Cybulski et fisher, 1976).

Ce complexe est présent également dans d’autres tissus tels que les reins et le cerveau
(Kikuchi, 1973; Yoshida et Kikuchi, 1973). Chez ce dernier, la glycine est un
neurotransmetteur puissant qui intervient dans I’inhibition rapide des récepteurs a

acétylcholine au sein des synapses des neurones.
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Bien que la GDC soit présente en trés faible concentration dans les mitochondries des
cellules humaines, une réduction de Iactivité du systéme de clivage de la glycine entraine
d’importants désordres physiologiques (Nyhan, 1978). En effet, les patients déficients en
GDC présentent un niveau élevé de glycine non seulement dans les urines et dans le sang,
mais également dans le liquide cérébro-spinal et dans le cerveau. Cette maladie congénitale,
décrite  sous le nom «d’hyperglycinémie non cétonique» (NKH: Nonketotic
hyperglycinemia) provoque chez les patients qui ont survécu durant la période néonatale de
graves troubles neurologiques (de Groot ef al., 1978), notamment un sévére retard mental, des
convulsions, une hypotonie et une déficience respiratoire (Nyhan, 1978). Des traitements tels
que le sodium benzoate (diminuant le taux de glycine dans le sang) (Krieger et al., 1977) ou la
strychnine (antagoniste puissant de la glycine qui posséde une forte affinité pour les
récepteurs a glycine dans le systéme nerveux central) (Gitzelmann et al., 1978; Arneson et al.,
1979; Mac Dermot et al., 1980; Warturton et al; 1980) permettent d’atténuer certains effets
mais ne résorbent en aucun cas la maladie. On peut dire qu’il n’existe a ce jour aucune
thérapie efficace pouvant traiter cette maladie autosomale récessive. Il semble que cette
maladie soit due a des déficiences des deux protéines du complexe (P ou H).

A ce sujet, I’abondance de ce complexe au sein de la matrice mitochondriale des cellules

végétales en fait un modéle d’étude « par excellence ».

I - STRUCTURE MOLECULAIRE ET MECANISME REACTIONNEL DU
COMPLEXE DE LA GLYCINE DECARBOXYLASE

A - STRUCTURE MOLECULAIRE DE LA GDC

Chez les animaux (Kikuchi, 1973), les bactéries (Klein et Sagers, 1966; 1967a, 1967b;
Sagers et Gonzalus, 1961) et les végétaux (Walker et Oliver, 1986a; Neuburger et al., 1986) le
mécanisme enzymatique impliqué dans 1’oxydation de la glycine est tout a fait similaire. La
glycine décarboxylase est un complexe multienzymatique qui nécessite I’action concertée de 4
protéines différentes: les protéines P, H, T et L (Walker et Oliver, 1986a; Bourguignon ef al.,
1988). Ces quatre protéines ainsi que la SHMT ont été purifiées dans un trés haut état
d’homogénéité a partir de mitochondries de feuilles de pois (Bourguignon et al., 1988). Leurs
masses moléculaires ont ainsi pu étre déterminées par analyse ¢lectrophorétique. On

distingue:

14
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presence d’une seconde molécule de glycine, en tétrahydrofolate lors de la réaction catalysée
par la SHMT. Enfin, les groupements thiol du lipoate de la protéine H sont réoxydés par la
protéine L (une dihydrolipoamide deshydrogénase) avec réduction séquentielle de FAD' et de
NAD".

Ces reactions nécessitent donc la présence de cing cofacteurs essentiels: le pyridoxal
phosphate. le lipoate, le FAD, le NAD" et le tétrahydrofolate (Walker et Oliver, 1986a:
Neuburger e al., 1986: Bourguignon er a/., 1988 Oliver ef al., 1990a, 1990b).

coo™ G &
H === C = H
Glycine NR, ‘\ NADH

| )
E: &
& 2
N

CH,-H,FGlu_

=~ (o{oTo I
€00 \f\/ 4 H.O
[HoCH,—cCH * = it} ®i
serine ™ NH, SHMT Glycine NH:

Figure 4: Mécanisme réactionnel du complexe de la glycine décarboxylase dans I'oxydation de la glycine. Dans lc
cas de l'oxydation de glyeine par les mitochondries végétales. le méthylénctétrahydrofolate (HiFGlu,) réagit avec une
deuxiéme molécule de glycine pour former la sérine

La réaction globale de ce complexe peut étre mesurée soit par la libération du "'CO,
provenant d’une molécule de glycine marquée "*C sur la fonction carboxylique (Sarojini et
Oliver, 1983: Walker et Oliver, 1986a) soit par la réduction du NAD" en NADH (Neuburger
et al.. 1986 Bourguignon et al. 1988).

2 - Régulations métaboliques

L'activit¢ de la GDC n’est régulée ni par la lumiére, ni par des modifications covalentes
réversibles, ni par un contrdle protéique ou par une activation protéolytique. Cependant, il
semble que le rapport NADH/NAD ait une influence prépondérante sur I"activité de la GDC.
En effet, le NADH [inhibiteur puissant de la protéine L: K NADH)=15.M] entre en

16
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- la protéine P, homodimeére de 2 x 97 kDa qui est une protéine a pyridoxal phosphate;

- la protéine H, monomere de 15,5 kDa qui possede 1'acide lipoique comme groupement
prosthétique;

- la protéine T, monomére de 45 kDa qui utilise comme cofacteur le tétrahydrofolate;

- la protéine L. homodimére de 2 x 61 kDa qui est une dihydrolipoamide deshydrogénase.,

- la SHMT, homotétramere de 4 x 53 kDa dont le cofacteur est aussi le tétrahydrofolate.

L utilisation de techniques immunochimiques a montré que 1'ensemble des protéines P, H,
T et L représente plus de 30% des protéines solubles des mitochondries. De plus, chez les
plantes le complexe est présent dans les proportions stoechiométriques suivantes:

2 protéines P / 27 protéines H / 9 protéines T / 1 protéine L (Oliver ef al., 1990).

La purification de la GDC de pois a montré |’éxistence de fortes similarités avec celles des
procaryotes et des animaux. En effet, on retrouve les mémes protéines avec cependant une
différence chez certaines bactéries vivant en anaerobie telles que Clostridium acidiurici
(Gariboldi et Drake, 1984) ou Eubactérium acidaminophilum (Zindel ef al., 1988). En effet, la
protéine P3 ou P (les protéines H, T, P et L étant nommeées respectivement chez les bactéries
P1, P2, P3 et P4) est un tétrameére a.2p2, de masse moléculaire de 230 kDa, ot o = 65 kDa et

B = 58 kDa (Gariboldi et Drake, 1984; Freudenberg et Andreesen, 1989).

B - MECANISME REACTIONNEL DU COMPLEXE DE LA GDC

1 - Description

Comme |'indique le schéma de la figure 4, la premiére étape de ce mécanisme enzymatique
fait intervenir la protéine P dont le groupement carboxyle du pyridoxal phosphate forme une
base de Schiff avec le groupement c-aminé d’une molécule de glycine, puis la protéine P
ayant fixé une molécule de glycine, réagit avec la protéine H. Au cours de cette réaction, le
groupement a-carboxyl de la glycine est libéré sous forme de CO,. Simultanément, le groupe
méthylamine (CH,-NH;) restant (aprés décarboxylation de la glycine) se fixe sur le
groupement thiol du lipoate (cofacteur lié¢ de fagon covalente au groupement g-aminé de la
lysine 63 de la protéine H de pois). Le groupement méthylamine li¢ au lipoate de la protéine
I réagit en tant que substrat avec la protéine T. Cette derniére catalyse la libération du
groupement o-aminé de la glycine sous forme de NH; et surtout le transfert du groupe

méthyléne sur le tétrahydrofolate. Le méthylénetétrahydrofolate ainsi formé est recyclé, en
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compétition avec le NAD™ [K,,(NAD)=75uM] (Neuburger ef al., 1986; Bourguignon ef al.,
1988). In vivo, il est trés vraisemblable que I’oxydation du NADH matriciel formé au cours de
I’oxydation de la glycine résulte d’une navette malate-oxaloacétate entre les mitochondries
végétales et les péroxysomes qui se traduit par une réoxydation trés rapide du NADH
matriciel pour réduire 1’hydroxypyruvate transitant dans les péroxysomes (Douce el al.,
1994).

De méme, le rapport sérine/glycine joue un réle important sur 1’activité enzymatique du
complexe. En effet, la sérine en compétition avec la glycine, inhibe de fagon compétitive
’activité de la GDC [K,(sérine) = 4mM; K, (glycine) = 6mM)] et semble se fixer sur la
protéine P (Oliver et Sarojini, 1987). Ainsi, Oliver et Sarogini (1987) et Besson et al, (1993)
suggérent que la sérine doit étre rapidement chassée de la mitochondrie afin de prévenir toute
inhibition et de permettre a la SHMT de continuer a produire de la sérine sans risque de
déplacer son équilibre dans un sens défavorable. Certains auteurs suggérent la présence dans
la membrane interne de protéines responsables du transfert de la glycine et de la sérine
(Oliver, 1987; Walker et Oliver, 1982) alors que d’autres pensent que la glycine et la sérine
diffusent a travers les membranes mitochondriales (Day et Wiskich 1980 et Shingles et al.,
1984). En effet, a ce jour aucun transporteur n’a été isolé.

Les deux autres produits de la réaction que sont le CO, et le NH; diffusent rapidement vers
le chloroplaste pour étre consommés respectivement par la Rubisco et la glutamine synthase.
Par conséquent on voit que I’ensemble des produits lors du fonctionnement de la GDC et de la
SHMT sont en fait rapidement métabolisés, empéchant de ce fait toute rétroinhibition des
réactions. Ceci favorise le fonctionnement de I’ensemble GDC-SHMT dans le sens production

de sérine, permettant ainsi a la photorespiration de se dérouler efficacement.

3 - Inhibiteurs spécifiques des protéines du complexe de la GDC

Plusieurs inhibiteurs chimiques spécifiques de certaines protéines de la GDC ont éte
utilisés afin d’étudier leurs effets sur ’activité de ce complexe. On distingue 1’acide hydrazide
isonicotinic (Pritchard et al., 1962) et 'arsenite (Walker er al., 1982) qui réagissent sur le
lipoate de la protéine H, la carboxyméthoxylamine, la méthoxylamine et I"acéthydrazide qui
agissent sur le pyridoxal-phosphate de la protéine P (Sarojini et Oliver, 1985). Plus
récemment, il a été montré que la victorine, une toxine produite par un champignon

provoquant la rouille de I'avoine (Cochliobolus victoriae), en se fixant sur la protéine P et/ou
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sur la protéine H, est un inhibiteur puissant de la GDC (Wolpert et Macko, 1989; Wolpert et
al., 1994; Navarre et Wolpert, 1995).

IV - LA PROTEINE T: PROTEINE A TETRAHYDROFOLATE

A - REACTION CATALYSEE PAR LA PROTEINE T

Comme nous avons pu le voir précédemment, la protéine T est une des protéines
appartenant au complexe de la GDC. Chez les plantes, la protéine T joue un rdle stratégique
dans le cycle carboné photosynthétique car elle est responsable du relargage de NHj et
catalyse de ce fait la premiére étape du cycle azoté de la photorespiration (Givan et al., 1988;
Keys et al., 1978). De plus, elle est la source majeure (avec la SHMT) de la production de

méthylénetétrahydrofolate. La protéine T catalyse la réaction suivante:

SH

H,FGlu,  cH, - H,FGlu,

sérine glycine

Ce sont Sager et Gonsalus (1961) qui ont montré pour la premicre fois que le
tétrahydrofolate est nécessaire a I'oxydation de la glycine. En effet, la protéine T transfere le
« CH, » du groupement méthylamine de la protéine H sur le tétrahydrofolate, formant le
méthylénetétrahydrofolate et libérant le groupement amine sous forme d’ammoniac (NH;). Le
tétrahydrofolate est ensuite recyclé grace a 'intervention de la SHMT (Bourguignon ef al.,
1988). In vitro, I’oxydation de la glycine s’effectue dans des conditions de stricte anaérobiose
(sous argon) afin d’éviter |’oxydation du tétrahydrofolate en dihydrofolate.

Il est & noter que le tétrahydrofolate nécessaire a la réaction est a I’origine du nom de la

protéine T.
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B-LE TETRAHYDROFOLATE

Le tétrahydrofolate fait partie de la famille chimique des folates, dont le nom dérive du mot
latin folia « feuille». L’acide folique ou le folate est constitué¢ de trois parties distinctes
(comme I'indique la figure 5): une ptéridine hétérobicyclique substituée dont le précurseur est
le GTP (Mitsuda et al., 1966; Blakley, 1969), I’acide para-aminobenzoique (PABA) et I’acide
L-glutamique. Contrairement aux animaux, les végétaux ainsi que les micro-organismes sont
capables d’assembler les différents éléments qui constituent le folate au cours d'une voie de
synthése complexe non entiérement élucidée dans la cellule végétale (pour une revue, voir
Cossins, 1980).

Le folate peut exister sous différents €tats d oxydation: entierement oxydé, réduit sur les
positions 7 et 8 (dihydrofolate) ou réduit sur les positions 5, 6, 7 et 8 (tétrahydrofolate).

Le tétrahydrofolate (également appelé tétrahydroptéroylglutamate), est un transporteur trés
polyvalent d’unités monocarbonées activées. Le groupe monocarboné porté par le
tétrahydrofolate est lié a I'un des atomes d’azote N-5 ou N-10 (notés aussi N° et N'°) ou aux
deux. Cette unité peut exister dans trois états d’oxydation (figure 5). La forme la plus réduite
porte un groupe méthyle, tandis que la forme intermédiaire porte un groupe méthylene. Les
formes les plus oxydées portent un groupe méthényle, formyle ou forminino. Chez les
végétaux, le folate existe sous deux formes principales: les dérivés formyls ou méthyls du
tétrahydrofolate qui sont compartimentés, avec un pool discret associé aux mitochondries
(Clandinin et Cossins, 1972), et aux chloroplastes (Kim, 1970; Cossins et Shah, 1972).
Géncralement, le folate intracellulaire ne contient pas qu'une scule unité¢ glutamate, mais
plutét une chaine poly-y-glutamylée. La longueur de la chaine varie de 2 a 8 résidus
glutamates et cette longueur varie en fonction des especes. En effet, £ coli contient
essentiellement des dérivés triglutamates (pour une revue, voir Cossins, 1984). Dans le foie de
rat, on trouve des longueurs de chaine allant jusqu’a I’heptaglutamate, mais les dérivés
pentaglutamilés sont les plus représentés (Shane, 1982). Chez le porc et la souris, les dérivés
portent quatre a neuf résidus glutamates, avec I’hexaglutamate comme forme majeure

(Cichowics et Shane, 1987; Priest ef al., 1981). Enfin chez les plantes, Imeson et al., (1990)
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ont récemment démontré que les formes majeures des dérivés polyglutamylés chez le pois

sont le diglutamate (46%), le pentaglutamate (38%) et le tétraglutamate (15%).

Ptéril PABA Glu
1 | | I
a OHH
[ 1
R---N —@- C-N=C-COOH
ML b, (CHala [
Y N 0=C N-C-COOH
L e (EHyl,
HgN Dy 7y 0sC 1 0M
SUBSTITUANT (R) POSITION NO
-CH3 5 méthyl-
-CH2 5.t 10 méthyléne-
=CH- Set10 méthényl-
-HCHO 10 formyl-
-CH=NH 5 forminino-

Figure 5: Structure du tétrahydrofolate et de ses dérivés. Le folate cellulaire existe essentiellement sous
forme de dérivés y-glutamylés du tétrahydroptéroyglutamate (Blakley, 1969; Cossins, 1980; Mac guire et
Coward, 1984).

Il semblerait que la longueur de la chaine joue un rdle prépondérant car elle influe sur
I"affinité des enzymes associées au folate vis & vis de son cofacteur. Brody et al. (1976)
estiment que la distribution des formes polyglutamylées varie au sein d’une méme espece en

fonction de 1’origine tissulaire des cellules.

C - INTERACTION ENTRE LA PROTEINE T ET LE TETRAHYDROFOLATE

Le tétrahydrofolate est I'un des cofacteurs nécessaire a la réaction d’oxydation de la
glycine en assurant le lien cinétique entre la GDC (par Iintermédiaire de la protéine T) et la
SHMT (Bourguignon ef al., 1988). Besson et al. (1993) ont démontré que la protéine T (au
méme titre que la SHMT) posséde une grande affinité pour le tétrahydrofolate contenant
notamment 3, 4 ou 5 résidus glutamates. Il a ét¢ établi que I’interaction du tétrahydrofolate
avec la protéine T augmente avec la longueur de la chaine poly-y-glutamylée. Ce phénomeéne
s’observe chez la plupart des protéines a folate (MacGuire et Bertino, 1981; Mac Kenzie,
1984; Schirch et Strong, 1989). Enfin, la constante de dissociation du tétrahydrofolate et du

méthyléne tétrahydrofolate pour la protéine T et la SHMT est identique (Rébeill¢ et al., 1994).
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Or, I’étape limitante de ['oxydation de la glycine par I’extrait matriciel des mitochondries est
la régénération du tétrahydrofolate a partir du méthyléne tétrahydrofolate par la SHMT
(Oliver et al., 1990b). En effet, ’activité¢ de la GDC est beaucoup plus puissante que celle de
la SHMT, entrainant un rapport CH,-H,PteGlu,/H,PteGlu, trés élevé. Le systéme de clivage
de la glycine maintient donc par I'intermédiaire de la protéine T une forte concentration de

CH,-H,PteGlu,, favorisant ainsi la réaction inverse catalysée par la SHMT.
V - OBJECTIFS DU TRAVAIL

Les mitochondries végétales se distinguent des mitochondries animales par un certain
nombre de caractéristiques dont la plus spectaculaire est leur capacité a oxyder la glycine a
des vitesses considérables. Durant ces dix derniéres années, le laboratoire de Physiologie
Cellulaire Végétale s’est investi dans I’étude des mécanismes d’oxydation de la glycine par
les mitochondries de tissus foliaires ainsi que dans celle de la structure et de la régulation des
protéines impliquées. La caractérisation et la purification des protéines impliquées dans
I"oxydation de la glycine ont permis de développer les outils moléculaires nécessaires a
I’étude de la régulation et de la structure du complexe de la glycine décarboxylase. Tous les
ADNc correspondant aux protéines de la GDC ont été caractérisés chez les plantes, excepté
1’ADNc correspondant a la protéine T.

L objectif de ce travail a été dans un premier temps d’isoler I’ADNc correspondant 4 la
protéine T de la GDC. Ceci a permis de déterminer la structure primaire de la protéine, qui a
pu étre confirmée de fagon détaillée par la spectrométrie de masse et microséquengage.
L’obtention de I’ADNc¢ a permis d’étudier la régulation de I’expression du géne codant pour
la protéine T au cours du développement du pois. Cette étude a ¢ét¢ menée en paralléle avec
celles des autres protéines du complexe de la GDC et de la SHMT.

Dans le cadre de cette étude sur la biogénese du complexe de la GDC, nous avons
¢galement isolé le géne nucléaire codant pour la protéine T afin de comparer la zone
promotrice de ce géne avec celles d"autres génes dont I’expression dépend de la lumiere.

Finalement, nous avons utilisé ’ADNc¢ pour établir un systéme d’expression procaryotique
permettant de produire de grandes quantités de protéine T mature. Ce systeme sera destiné a

I"étude structurale ultérieure de la protéine T.
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‘ MATERIEL et METHODES |

I - MATERIEL EXPERIMENTAL

A - MATERIEL VEGETAL

Nous avons utilisé une plante de la famille des légumineuses qui est le pois ou (Pisum
sativum. L variété Douce provence). Cette variété de pois est vivace avec une tige grimpante.
Les feuilles pennées sont disposées de fagon alterne et composées d’une paire de stipules et de
folioles terminées par une vrille.

Les feuilles de pois cultivées a la lumiére sont prélevées, en fonction du stade de
développement (figure 6), selon des critéres prédéfinis; on distingue:

- le stade L1 (plants agés de 4 jours): jeunes crosses, avec les 2 premiéres feuilles
imbriquées.

- le stade L2 (plants 4gés de 5 jours): les folioles de la premiére paire sont pliées.

- le stade L3 (plants dgés de 7 jours): les folioles de la premiére paire sont plus
développées.

- le stade L4 (plants agés de 9 jours): les folioles de la premiére paire sont en forme de
coeur.

- le stade L5 (plants dgés de 12 jours): les folioles de la premicre paire présentent une

morphologie de feuilles matures.

L1 L2 L3

Figure 6: Aspect morphologique des plants de pois a différents stades du développement.
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iéme

Les feuilles des plantes de pois étiolées sont prélevées généralement au 1277 jour. La

morphologie des feuilles est comparable a celles des feuilles vertes aux stades L1 et L2.

B - CONDITIONS DE CULTURE

Les graines de pois sont imbibées pendant 12 h dans I’eau courante puis semées dans des
bacs de vermiculite (20 a 30 graines/dmz). Les bacs sont placés dans un phytotron équipé d’un
éclairage de 170 pmol de photons m? s' (mesuré a 'aide de l’appareil Quantithum
d’Hansatech) pendant 4 4 15 jours avec alternance d'une période de lumicre de 14 h a 25°C
suivie d'une période d'obscurité de 10 h a 18 °C. L’humidit¢ relative est maintenue a 70%. Les
plantes sont arrosées avec de I’eau chaque jour.

Pour l'obtention de pois étiolés, ceux-ci sont cultivés dans les conditions citées ci-dessus,

mais en absence de lumiére et avec seulement deux arrosages par semaine.

IT - ISOLEMENT DES ORGANITES

A - EXTRACTION ET PURIFICATION DES MITOCHONDRIES DE FEUILLES DE POIS

1 - Composition des milicux

Le milicu de broyage est ainsi constitué: D-mannitol 0.3 M; EDTA 1 mM; pyrophosphate
de sodium 20 mM (pH 7.5); B-mercaptoéthanol 3 mM; sérum albumine bovine (BSA) 2 g/l;
polyvinyl-pyrrolidone 25 (PVP, Serva) 0,5% (m/v). Le milieu de lavage contient: D-mannitol
0.3 M, KH,PO, 10 mM (pH 7.2), EDTA 1 mM, BSA 1 g/l

La présence d’agent réducteur tel que le B-mercaptoéthanol protege les groupements -SH
des protéines contre toute oxydation. Le PVP a la propriété de fixer les composés phénoliques
contenus dans les vacuoles et libérés au cours du broyage. Ces composés peuvent en effet
réagir avec les membranes et produire, soit un découplage des phosphorylations oxydatives
(Stenlid, 1970; Ravanel er al., 1981, 1982), soit une inhibition du transfert des électrons le
long de la chaine respiratoire (Ravanel., 1982, 1984). La BSA fixe les acides gras libérés par
I’action d’enzymes telles que les acylhydrolases (Bligny et Douce, 1978). L’EDTA, agent
chélatant des cations divalents, inhibe I’activité d’hydrolases calcium-dépendantes libérées

lors du broyage.
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2 - Préparation des mitochondries brutes

Toutes les manipulations sont effectuées a + 4°C. Pour la purification de la protéine T, 1 &
4 kg de matiére fraiche ont été nécessaires alors qu’il a fallu seulement 50 a 200g de feuilles
pour étudier la biogénése du complexe. Les feuilles de pois, une fois prélevées, sont broyées
rapidement (3 pulsions de 2 secondes), a l'aide d'un broyeur a hélice "Waring blendor"
tournant a faible vitesse (2 litres de milieu pour 1 kg de tissus). Le broyat est filtré sur 4
épaisseurs de gaze et une épaisseur de toile a bluter de 50 pm de vide de maille. Le filtrat est
soumis & une centrifugation (rotor GS3, Sorvall) durant 15 min a 1500 g, ce qui permet de
faire sédimenter les noyaux, les chloroplastes et autres fragments lourds cellulaires: ce culot
est placé dans la glace et sera par la suite utilisé pour I'isolement des chloroplastes. Le
surnageant est ensuite centrifugé pendant 20 min a 10 000 g (rotor GS3, Sorvall). Apres
élimination du surnageant, les culots contenant les mitochondries sont mis en suspension a
I'aide d'un homogénéiseur de Potter dans du milieu de lavage. Les mitochondries subissent
alors deux centrifugations: la suspension est centrifugée a 1500 g pendant 15 min (rotor SS34,
Sorvall) afin d'éliminer les plastes intacts contaminants; le surnageant récupéré est centrifugé

a 12 000g (rotor SS34, Sorvall) pendant 20 min afin de sédimenter les mitochondries brutes.

3 - Purification des mitochondries

Les culots de mitochondries sont encore largement contaminés par des organites
(péroxisomes, plastes, les enzymes vacuolaires et particulierement les thylakoides).

Les culots contenant les mitochondries brutes sont remis en suspension dans du milieu de
lavage et sont purifiés par une centrifugation a travers un gradient de densité, réalisé a l'aide
de Percoll (Pharmacia) selon la méthode de Neuburger ef al. (1982) et Douce ef al. (1987).

- pour des mitochondries de feuilles de pois €tiolées ou de feuilles de pois aux stades L1,
.2 et L3 exposées a la lumiére, les tubes de centrifugation sont remplis avec 34 ml de milieu
A contenant 28 % (v/v) de Percoll.

- pour des mitochondries des feuilles vertes correspondant aux stades L4 et L5, les tubes de
centrifugation sont remplis a I'aide d'un générateur de gradient linéaire, par mélange progressif
de 17 ml de milieu A "solution légére" a 17 ml de milieu B " solution lourde". Les milieux A
et B sont de composition suivante:

milieu A: saccharose 0.3 M; phosphate 10 mM (pH 7.2), EDTA 1 mM, Percoll 28% (v/v),
BSA 1 g/l.
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milieu B: raffinose 0.3 M, phosphate 10 mM (pH 7.2), EDTA 1 mM, Percoll 28% (v/v),
BSA 1 g/l, PVP 10% (m/v).

Trois gradients linéaires sont ainsi formés entre le haut et le bas du tube: un gradient 0.3-0
M en saccharose, un gradient 0-0.3 M en raffinose et un gradient 0-10% en PVP.

Les mitochondries brutes sont déposées au sommet du gradient puis centrifugées a 40 000
g pendant 45 min (rotor SS34 , Sorvall). Un gradient de densité continue en Percoll se forme
dans les tubes (et se superpose au gradient de PVP), permettant la séparation des
mitochondries (bande brune a la base du gradient) entre les membranes plastidiales situées au
sommet du gradient et les péroxysomes au fond du tube. Cependant, les mitochondries de
feuilles étiolées et de feuilles vertes aux stades L1, L2 et L3, se situent respectivement au tiers
supérieur et a la moitié¢ inférieure du gradient.

Les mitochondries recueillies sont diluées 10 fois dans du milieu de lavage sans BSA pour
éliminer l'excés de Percoll, puis centrifugées 2 fois a 13 000g pendant 15 min (rotor SS34,
Sorvall). Le culot final de mitochondries est repris dans un petit volume de milieu de lavage.
Les mitochondries ainsi obtenues sont exemptes de contaminations détectables et présentent
un état d’intégrité physiologique parfait durant plusieurs heures si elles sont conservées a la
température de la glace fondante. Elles peuvent étre stockées a -80°C en vue d’une analyse
ultérieure de leurs composants.

Dans le but de comparer la densité des mitochondries isolées a différents stades de
développement, nous réalisons dans un volume de 33 ml un gradient linéaire de Percoll (28%
4 42% du haut vers le bas du tube) en présence de saccharose 0.3 M, K,HPO, 10 mM (pH
7.4), EDTA 1 mM et de la BSA 0.1 % (m/v). Trois ml de mitochondries isolées et lavées
provenant de feuilles de pois étiolés et de feuilles vertes dgées de 7 et 12 jours sont déposcs au
sommet du gradient de Percoll. Des marqueurs de densité (Pharmacia) sont déposés sur un
autre tube de gradient de Percoll afin de mesurer la densité le long du gradient. Les tubes sont
centrifugés durant 50 min a 18 000 rpm (rotor SS 34, Sorvall) en utilisant un contréleur
automatique de freinage. Les gradients sont fractionnés en portions de 2 ml. Les 18 fractions
obtenues sont diluées 15 fois dans du milieu de lavage puis centrifugées 20 min a 12 000 rpm
(rotor SS 34, sorvall). Les culots sont resuspendus dans un petit volume de milieu de lavage.
Le volume final de la suspension mitochondriale se situe entre 100 et 400 pl. Un cinquieme a
un dixiéme de ce volume est utilisé pour mesurer I’oxydation du NADH par les mitochondries

a I’aide d’une électrode a oxygene de type Clark.
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B - METHODES D’ETUDES DES MITOCHONDRIES ISOLEES

1 - Mesure des activités oxydatives

Les vitesses de consommation d’oxygeéne par les mitochondries sont mesurées a 25°C a
["aide d’une électrode a oxygéne de type Clark (Hansatech Ldt, Angleterre) dans un volume
final de 1 ml de milieu d’électrode [Mannitol 300 mM, KCI 10mM, MgCl, 5 mM, KH,PO, 5
mM pH 7.2, BSA 0,1% (m/v)] (Delieu et Walker, 1972). A cette température, la solubilité de
"oxygéne est de 240 uM. Les valeurs des contrdles respiratoires et celles des rapports ADP/O
sont mesurées selon la méthode d’Estabrook (1967). L’oxydation du NADH est mesurée en
présence de 2 mM de NADH et d’une aliquote d’ADP (100 nmoles) (stade III) ajoutée dans le
milieu de réaction. L’oxydation du pyruvate est mesurée dans le milieu de réaction en
présence de: pyruvate 10 mM, thiamine pyrophosphate 0.4 mM, NAD' 0.2 mM, coenzyme A
0.4 mM, malate 0.5 mM et d'une aliquote d’ADP (100 pM) ajoutée dans le milieu.
[.’oxydation de la glycine est mesurée en présence de glycine 10 mM, NAD' 0.2 mM et d’une

aliquote d”ADP (100 uM) ajoutée dans le milieu de réaction.

2 - Test d’intégrité des mitochondries

Ce test permet de mesurer le pourcentage d’organites endommageés lors de la préparation
(Neuburger er al., 1982). Son principe repose sur le fait que la membrane externe
mitochondriale est imperméable au cytochrome ¢. De ce fait, on évalue I'intégrité de la
membrane externe en mesurant |"oxygéne consommé par la cytochrome oxydase en présence
de cytochrome ¢, exogéne réduit. Un enregistrement oxygraphique est donn¢ a titre d’exemple
dans la figure. Les vitesses de consommation d’oxygéne par les mitochondries sont mesurées
a 25°C comme décrit précédemment.

Une fraction aliquote de mitochondries purifiées (0,2-0,3 mg de protéine) est ajoutée a 1 ml
de milieu d’électrode (trace A). Une fraction identique est ajoutée & 0,5 ml d’eau bidistillée,
agitée durant environ 10 secondes, puis ramenée a des conditions isotoniques par addition de
0,5ml de milieu d’électrode en double concentration (trace B). En raison du choc osmotique,
la membrane externe des mitochondries se rompt et le cytochrome ¢ exogéne, réduit par de
I"ascorbate, peut venir au contact de la face externe de la membrane interne ou il est oxydé par
la cytochrome oxydase. L addition de KCN 200 pM provoque 'inhibition de la cytochrome

oxydase: la vitesse résiduelle mesure ’oxydation non enzymatique du cytochrome ¢ par
¥
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I’oxygéne du milieu. La vitesse de consommation d’O,, V, ou Vy, dépendante du cytochrome
¢ et inhibée par le cyanure est entiérement imputable au fonctionnement de la cytochrome
oxydase. Le pourcentage de mitochondries intactes est déduit des vitesses V, et Vi selon la

formule 100 x (1- V4/Vy) (voir figure 7).

P QmMascurbalz smMascorbate
B 3ln|.aMcvt.c MF” JopMeyt.c
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Figure 7: Mesure de I'intégrité des mitochondries purifiées par Ia consommation d’oxygéne
dépendante de I’ascorbate et du cytochrome c. Le test est effectué selon le protocole décrit dans le texte. Dans
le cas présent le pourcentage de mitochondries purifiées (MP) intactes est ¢gal & 100 x [1-(11-6)/(1054-6)], soit
95%. Les vitesses données le long des traces sont exprimées en nmoles d'O, consommées par minute et pour
200 pg de protéines mitochondriales. Le volume final est de I ml.

C - ISOLEMENT DE CHLOROPLASTES DE FEUILLES DE POIS (METHODE DE
MOURIOUX ET DOUCE 1981 )

1 - Composition du milicu

La constitution du milicu de lavage est la suivante: sorbitol 330 mM, tampon HEPES 50

mM (pH 7.8), BSA 1.5 ¢/l, EDTA 2 mM.

2 - Purification des chloroplastes

Les culots contenant les chloroplastes « bruts » obtenus au cours de la purification des
mitochondries sont resuspendus délicatement dans le milieu de lavage. Les agrégats sont ¢lués
par passage sur une toile & blutter (50 pm de vide de maille) puis déposés sur un gradient de
Percoll, préformé pendant 50 min & 20 000g sur rotor vertical SS90 [50 % de Percoll (v/v),
dans du milieu de broyage]. Aprés une centrifugation de 10 min a 5000 g (rotor S§90), les

chloroplastes intacts forment une large bande prés du fond du tube, tandis que les thylakoides
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ainsi que les autres systémes membranaires restent au sommet. Afin d’éliminer la majeure
partie du Percoll, les chloroplates intacts sont récupérés a I’aide d’une pipette dans un volume
d’environ 5 ml puis dilués dans 40 ml de milieu de lavage. La suspension est centrifugée
durant 5 min a 1500 g (rotor SS 34 sorvall). Le surnageant est éliminé par aspiration. Le culot
est soigneusement repris dans un faible volume de milieu de lavage. La suspension est
conservée a la température de la glace fondante ou éventuellement stockée a -80°C jusqu’a

son utilisation.

D - ISOLEMENT DE NOYAUX

1 - Méthode de Watson et Thompson (1986)

Cette technique a été utilisée pour extraire de I’ADN génomique en vue d’un Southern.
2 - Méthode de Green ef al. (1989)

a - Composition des milieux

La constitution du milieu de broyage est la suivante: héxyléne glycol 1M, PIPES/KOH 10
mM (pH 7.0), MgCl, 10 mM, triton X-100 0.5% (v/v), B-mercaptoéthanol 5 mM, PMSF 0.8
mM. Le milieu de lavage est ainsi constitué¢: Hexyléne glycol 0.5 M, PIPES/KOH 10 mM (pH
7.0) MgCl, 10 mM, B-mercaptoéthanol 5 mM, PMSF 0.8 mM, Triton X-100 0.1% (v/v). La
présence d’agents réducteurs, tels que le B-mercaptoéthanol, protége les groupements -SH des

protéines contre toute oxydation. Le PMSF est un inhibiteur de protéase.
b - Purification de noyaux

Toutes les manipulations sont menées a + 4°C. Les feuilles de pois (500 g de matiére
fraiche) sont broyées rapidement (3 pulsions de 2 secondes), a l'aide d'un broyeur a hélice
"Waring blendor" dans environ 500 ml de milieu de broyage. Le broyat est ensuite filtré sur 4
¢paisseurs de gaze et une épaisseur de toile a bluter de 50 pm de vide de maille. Le filtrat est
soumis a une centrifugation (rotor GS3, Sorvall) durant 10 min a 3000 g. Aprés élimination
du surnageant, les culots contenant les noyaux sont remis délicatement en suspension a l'aide
d'un pinceau dans du milieu de lavage contenant du Triton X-100 (80 ml). La suspension est
centrifugée a 3000 g pendant 5 min (rotor SS34, Sorvall), puis le culot est de nouveau

resuspendu a ’aide d’un pinceau dans du milieu de lavage sans Triton X-100, en évitant de
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resuspendre 1’amidon qui est peu soluble. La suspension est centrifugée a 3000g durant 5 min
(rotor $S34, Sorvall) afin de sédimenter les noyaux. Ceux-ci peuvent étre conserveés a -80°C

dans du milieu de lavage (5 ml) contenant 20% de glycérol (v/v).
¢ - Préparation de ['extrait nucléaire

Les noyaux sont resuspendus (tube Falcon de 50 ml) dans 20 ml de tampon de lyse [KCI
110 mM. HEPES/KOH 15 mM (pH 7.5), MgCl, 5 mM, DTT 1 mM]. Un dixi¢me du volume
de sulfate d’ammonium 4M est alors progressivement ajouté puis délicatement mélangé (la
solution devient immédiatement visqueuse). Aprés une incubation de 30 min sous agitation
douce, la solution est centrifugée a 30 000 g durant 60 a 90 min (rotor SS 34, Sorvall) afin
d’éliminer la chromatine ainsi que les histones. Le surnageant est repris puis son volume est
mesuré, Du sulfate d’ammonium est alors progressivement ajouté pour atteindre une
concentration finale de 0.3g/ml. La solution est ainsi maintenue sous agitation a +4°C durant
1 4 2 heures. Les protéines précipitées sont sédimentées dans un tube Corex a 10 000g durant
15 & 30 min puis séchées. Le culot est repris dans un tampon d’extraction [KCI 40 mM,
HEPES/KOH 25 mM (pH 7.5), EDTA 0,1 mM, DTT ImM, glycérol 10% (v/v)] puis la
solution est dialysée dans un litre de tampon d’extraction durant 12 heures, avec 2
changements de tampon. Les éléments insolubles sont éliminés par centrifugation a 14 000
rpm pendant 10 min (centrifugeuse Eppendorff). Le surnageant (extrait nucléaire) est alors

aliquoté et stocké a - 80°C jusqu’'a utilisation.

111 - MESURES D’ACTIVITES ENZYMATIQUES

A - MESURE D'ACTIVITE DE LA GLYCINE DECARBOXYLASE

L'extrait matriciel XM-300 est utilisé pour mesurer l'activité de la glycine décarboxylase
par la méthode décrite par Neuburger et al. (1986) et Bourguignon et al. (1988). La glycine

décarboxylase catalyse la réaction suivante:

NAD' + glycine CO, + NH; + NADH

H,F CHy-HF

L'oxydation de la glycine est mesurée, a l'aide d'un spectrophotométre, en suivant la

réduction du NAD® en NADH a 340 nm. La composition du milieu réactionnel est la
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suivante: Tris 5 mM, Mops 5 mM (pH 7.4), B-mercaptoéthanol ImM, EDTA 1 mM,
pyridoxal-phosphate 10 pM, NAD+ 2mM, H 4F 350 uM. Ce milieu est placé sous argon pour
éviter l'oxydation du tétrahydrofolate (H4F) en dihydrofolate (H,F). La réaction est initiée par
addition de glycine (20 mM). La vitesse initiale, mesurée, est exprimée en nmoles de NADH
formées par minute et par mg de protéines.

L'activit¢ de la protéine T peut étre mise en évidence par reconstitution du systéme

enzymatique global.

B - MESURE DE L’ACTIVITE DE LA RIBULOSE I,5 BISPHOSPHATE
CARBOXYLASE/OXYGENASE (SELON LORIMER 1982)

Cinquante microlitres de chloroplastes sont mis en suspension dans 500 pl d’un milieu
d’extraction [tris-HCI 150 mM (pH 7.8), MgCl, 5 mM, MgSO, 10 mM, KCI 50 mM, DTT 5
mM, PMSF 1 mM)]. Trois séries rapides de congélation/décongélation dans un bain marie a
30°C permettent de libérer les protéines solubles de I’espace stromatique avec un bon
rendement. Le dosage s’effectue de la fagon suivante: tricine 50 mM (pH 8.2), MgCl, 20 mM,
DTT 1 mM, Ribulose 1,5 bisphosphate | mM, NaHCO; 20 mM marqué au carbone 14 (2,5
uCi/ml). La réaction est stoppée 4 1, 2 ou 3 mn par du HCL 2N. Les échantillons subissent
une dessiccation toute la nuit a 60°C et la radioactivité du résidu est mesurée dans un

compteur a scintillation Intertechnique SL 4000.

IV - PURIFICATION DE LA PROTEINE T IMPLIQUEE DANS LE COMPLEXE DE
LA GLYCINE DECARBOXYLASE

A - PREPARATION DE L'EXTRAIT MATRICIEL

Les enzymes solubles sont libérées des mitochondries (420 mg de protéines totales
mitochondriales) par choc osmotique et par 3 cycles de congélation/décongélation dans du
tampon de composition suivante: Mops 5 mM, Tris/HCl 5 mM pH 7.4, EDTA ImM,
octylglycoside 1mM, B-mercaptoéthanol 1 mM et 20 uM de pyridoxal-5-phophate. Apres
élimination des membranes par ultracentrifugation, l'extrait est concentré par ultrafiltration a
['aide d'une membrane Amicon XM-300. Cet extrait matriciel (170 mg de protéines) contient
toutes les protéines impliquées dans la conversion de la glycine en sérine (Neuburger ef al.,

1986).
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B - TECHNIQUE DE PURIFICATION DE LA PROTEINE T

La protéine T de pois est purifiée en deux étapes a partir d’un extrait matriciel:
- une chromatographie sur colonne Séphacryl S-300,

- une chromatographie d’échange d’anions sur colonne mono Q HR 5/5 (Pharmacia).

1 - Chromatographie sur colonne Séphacryl S-300

L'extrait matriciel (extrait XM-300) est déposé sur une colonne Séphacryl S-300 équilibrée
avec du tampon A [Mops 5 mM, Tris SmM (pH 7.5), KCI 50mM, -mercaptoéthanol 1mM,
EGTA 1mM, sérine ImM, glycine 1 mM]. Les différentes protéines du systéme, impliquées
dans l'oxydation de la glycine, sont éluées dans le méme tampon, a 4°C, en fonction de leur
masse moléculaire: les protéines P et SHMT (fraction lourde) sont éluées les premieres,

suivies de la protéine L (fraction intermédiaire) et des protéines T et H (fraction légere).

2 - Chromatographie sur colonne mono Q HR §/5

Une aliquote de la fraction légére (6 mg de protéines) est déposée sur une colonne mono Q
HR 5/5 (Pharmacia) équilibrée dans du tampon C [K-phosphate 10 mM (pH 7.5), EGTA 1
mM, B-mercaptoéthanol 1 mM]. Les protéines T et H sont éluées a 4°C et a pH 7.5 par un
gradient linéaire croissant de K-phosphate (10-500 mM) dans du tampon C (Bourguignon ef
al., 1988). La protéine T, chargée positivement & ce pH, n'est pas retenue par la colonne et est
éluée immédiatement aprés le volume mort. Au contraire, la protéine H est ¢luée a une
concentration environ de 210 mM de K-phosphate. Les fractions contenant les protéines H et
T pures, sont concentrées a l'aide d'une membrane Amicon PMIO0 et dialysées contre du

tampon dont la constitution est la suivante: KH PO, 10 mM (pH 7.2), EDTA 1 mM, B-

mercaptoéthanol 1 mM. Ces différentes fractions sont aliquotées puis conservées a -80°C.

Les chromatographies sont réalisées a 4°C avec le systéme « Fast Protein Liquid
Chromatography » de Pharmacia (programmateur de gradient GP 250, pompe P 500,
détecteur UV.2, enregistreur Rec 482, collecteur de fractions Frac 100). Tous les tampons sont

filtrés sur membrane de 0.2 um de diametre de pore (Whatman).
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V- TECHNIQUES D' ETUDE DES PROTEINES

A - EXTRACTION DES PROTEINES TOTALES DE FEUILLES

Les extraits totaux de protéines sont préparés selon la méthode de Hurkman et Tanaka,
(1986). Aprés broyage dans 'azote liquide, les différents échantillons sont suspendus dans un
tampon d'extraction [saccharose 0.7 M, Tris (pH 8.0), EDTA 5 mM, NaCl 0.1 M, j-
mercaptoéthanol 2% (v/v) et PMSF 2 mM]. Un volume de phénol est ajouté a chaque
mélange, I'ensemble est fortement agité pendant 30 secondes puis centrifugé (14 000 rpm, 15
min). La phase phénolique est récupérée a l'aide d'une pipette Pasteur; ensuite les protéines
sont précipitées par l'addition de 5 volumes d'acétate d'ammonium (0,1 M) dissous dans du
méthanol. Aprés centrifugation (14 000 rpm, 15 min), le culot de protéines est lavé deux fois
avec 500 pl d'acétate d'ammonium/méthanol, puis une fois avec de l'acétone. On conserve a -
80°C les protéines mises en suspension dans un faible volume de tampon dont la constitution
est la suivante: Tris-HCl 50 mM (pH 6.8), DTT 100 mM, SDS 2% (m/v), bleu de
bromophénol 0.1% (m/v), glycérol 10% (v/v).

B - DOSAGE DES PROTEINES

La concentration des protéines est déterminée suivant deux méthodes principales:

- la technique de Lowry ef al. (1951).

- la méthode de Bradford (1976).

Dans les deux cas, le dosage est effectué par comparaison avec une gamme ¢talon réalisée

pour chaque série de dosage avec une solution étalon de sérum albumine de boeuf (Sigma).

C - ELECTROPHORESE DES PROTEINES SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN
CONDITIONS DENATURANTES ET NON DENATURANTES

1 - Préparation des échantillons protéiques

Les échantillons (40 & 100 pg de protéines) sont repris dans un milieu dont la composition
finale est la suivante: Tris 0,1 M (pH 6.8), glycérol 10% (v/v), SDS 2% (m/v), DTT 25 mM,
Bleu de Bromophénol 0,1 % (m/v). Ce milieu dénature et charge négativement les protéines

dont la dénaturation est parachevée par un chauffage de 2 min a 100°C.
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2- Composition des gels

Les solutions d’acrylamide sont préparées dans un tampon Tris (pH 8.3 dans le gel de
séparation, pH 6.5 dans le gel de concentration). Les protéines mitochondriales ont ¢té
séparées, par électrophorése, a température ambiante, sur gel de polyacrylamide en gradient
linéaire de 10% a 15% (m/v) en présence de SDS 0,1%. Un gel de concentration de
polyacrylamide 5% (m/v) surmonte le tout.

Les gels pour électrophorése en condition non dénaturante [acrylamide 5%, bisacrylamide
0.2% et Tris-HCI 40 mM (pH 8.0)] ont été préparés selon la technique de Laemmli (1970), le
détergent étant omis dans les différents tampons.

L'électrophorése est conduite sous un ampérage constant de 25mA en utilisant un tampon

ainsi constitué: Tris 25 mM, glycine 0.192 M (pH 8.3), SDS 0.1 % (m/v) (Laemmli, 1970).

3 - Coloration des gels

Aprés électrophorése, afin de révéler les polypeptides, on immerge le gel durant 2
heures dans une solution de coloration [acide acétique 10 % (v/v), éthanol 20% (v/v), bleu
brillant de Coomassie (R 250 2.5 g/1)]. Le gel est ensuite décoloré par une succession de bains
dans une solution de décoloration constituée d’acide acétique 10% (v/v) et d’éthanol 20 %

(viv)

D - IMMUNODETECTION DES PROTEINES PAR LA TECHNIQUE DU WESTERN-BLOT

Les anticorps ont été préparés par 'Institut Pasteur-NOVOTEC de Lyon a partir de la
protéine T purifiée et séparée par €lectrophorese en condition dénaturante sur gel de
polyacrylamide (gradient de 7.5 a 15%). Les autres anticorps contre les protéines P, H et L
étaient déja disponibles au laboratoire.

Les protéines sont soumises a une €léctrophorése en conditions dénaturantes sur gel de
polyacrylamide (gradient de 10 & 15%) selon la technique de Laemmli (1970). Le gel ainsi
que 4 feuilles de papier Whatman 3 MM et une feuille de nitrocellulose (Biorad) de la
dimension du gel, sont incubés dans le tampon de transfert [Tris-HCl 48 mM (pH 8.3),
glycine 39 mM, méthanol 20% (v/v)]. Le transfert est réalisé en utilisant un appareil de
transfert semi-sec (Bio-Rad) composé de deux électrodes en graphite. On dépose
successivement sur l'anode imprégnée de tampon de transfert: 2 feuilles de papier Whatman,

la feuille de nitrocellulose, le gel de polyacrylamide et & nouveau 2 feuilles de papier
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Whatman. Afin d'assurer un transfert efficace, on prend soin d'éliminer les bulles d'air entre
les différentes couches. Le transfert est conduit sous un ampérage de 4 mA/em’ pendant 40
min. La membrane subit, par la suite, un traitement d'immunodétection décrit dans le
paragraphe suivant.

Les polypeptides de la glycine décarboxylase réagissant avec les anticorps polyclonaux
dirigés spécifiquement contre chacune des protéines sont révélés par un double marquage
immunologique. Aprés transfert des protéines, la feuille de nitrocellulose est soumise a une
série de traitements suivants (toutes les incubations sont effectuées a température ambiante et
sous agitation):

- Durant 5 min, les sites de fixation libres de la membrane de nitrocellulose sont saturés
dans du TBS-T 2% [Tris 50 mM pH 8.3, NaCl 250 mM, Tween 20 2% (v/v)].

- La membrane est ensuite incubée 2 heures avec des anticorps anti-protéine T, P, H ou L
dilués au 1/20 000 dans du tampon TBS-T 0.05% [Tris 50 mM pH 8.3, NaCl 250 mM, tween
20 0.05% (m/v)].

- La membrane est lavée plusieurs fois pendant 25 min (5 x 5 min) dans du TBS-T 0.05%
afin d’éliminer I’excés d’anticorps.

- La membrane est ensuite mise en présence d'un anticorps de chévre, anti-IgG de lapin
(dilution 1/3000), marqué a la phosphatase alcaline (Sigma). L' incubation de ce deuxiéme
anticorps est conduite dans du tampon TBS-T 0,05% pendant une heure.

- La feuille de nitrocellulose est de nouveau rincée (5 lavages dans du tampon TBS-T
0.05%).

A ce stade, la membrane est incubée dans le tampon d'incubation de la phosphatase
alcaline (Tris-HCI 100 mM pH 9.5, MgCl, 5 mM). Le complexe (protéine T/anticorps anti-
protéine T/anti-IgG marqué a la phosphatase alcaline) est révélé par addition de 5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) 0.06 mg/ml et de chlorure de bleu de tétrazolium nitré
(NBT) 0,1 mg/ml. Le BCIP, déphosphorylé par la phosphatase alcaline réagit avec le NBT qui
précipite sur le filtre et se colore en violet. La réaction enzymatique est stoppée par lavage de

la membrane a ’eau distillée.

E - MICROSEQUENCAGE DE LA PROTEINE T

Le microséquengage des peptides de la protéine T a été réalisé au sein du laboratoire de

Jean Gagnon a I'IBS au CEA de Grenoble. La séquence des régions aminoterminales de la
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protéine T purifié¢e ou des peptides de sa région interne, a été réalisée a l'aide d'un
microséquenceur en phase gazeuse (Applied Biosystems, modele 477-A) selon la méthode de

dégradation d'Edman.

1 - Coupure au bromure de cyanogéne

Le bromure de cyanogéne coupe la chaine peptidique du coté carboxyterminal des résidus
méthionines en condition acide (Gross, 1967). Ces résidus sont alors transformés en
homosérine ou en homosérine lactone (tableau 1). Les méthionines oxydées sous forme
sulfoxyde méthionines ne peuvent pas réagir avec le bromure de cyanogene (tableau 1).

La réduction et la carboxyméthylation de la protéine T permettent d’éviter que les
différents résidus cystéines interagissent entre eux. Ces deux réactions entrainent la rupture
des ponts disulfures puis la transformation des groupes -SH libres en S-CH,-COOH.

La protéine T est dénaturée dans une solution tampon [Chlorure de guanidine 6M, Tris-
HC1 0.5M (pH 8.1), EDTA 2 mM] durant 30 min a 50 °C sous azote. Puis elle est réduite avec
du dithiothréitol (300 moles de DTT par mole de protéine), pendant 3 heures, toujours a 50°C
et sous azote. Pendant 20 min, a Iobscurité, la protéine est ensuite carboxyméthylée avec de
I’acide iodoacétique (2 moles d’acide iodoacétique par mole de DTT précédemment ajoutées)
a température ambiante. L acide iodoacétique qui n’a pas réagi est neutralisé par un exces de
DTT. Afin d’éliminer rapidement les réactifs, la solution est déposée sur une colonne G25
(Pharmacia) équilibrée avec du bicarbonate d’ammonium 0.01 M (pH 8.1). La protéine éluée,
est ensuite lyophilisée puis stockée a - 80°C.

L échantillon de protéine T réduite et carboxyméthylée est dissous a la concentration de
2.5 pg/ul dans une solution d’acide trifluoroacétique a 70% en volume. On rajoute ensuite du
bromure de cyanogéne en excés molaire de 1000 fois par rapport aux résidus méthionines de
la protéine. Le mélange est incubé, sous azote, dans le noir, a 4°C pendant 24 heures. La
réaction est arrétée par 1'addition de 10 a 20 volumes d’eau. L’excés de bromure de
cyanogéne est enlevé par évaporation sous vide (trompe a eau ou speed vac). L échantillon est

congelé puis lyophilisé.
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Formule chimique Masse moyenne
Homosérine (|3H2—CH2—OH 101,1051
~NH-CH-CO-
Homosérine lactone CO-0 83,0902
(ester interne) ~NH-CF<
CH,-CH,
Meéthionine CH,-CH,-SO-CH; 147,1920
Sulfoxyde ~NH-LH~CO-

Tableau 1: Les résidus méthionines produits aprés réaction avec le bromure de cyanogéne sont
transformés en Homosérines, Homosérine lactone ou Sulfoxyde.

2 - HPLC préparative

Les fragments de protéine T, provenant de la coupure au bromure de cyanogéne, sont
dissous dans une solution de chlorhydrate de guanidine 6M. La séparation par HPLC est
réalisée a I’aide d’un appareil Applied Biosystem 140B. Soixante microgrammes de peptides
(soit 1.5 nmol de protéine) sont injectés sur une colonne en phase inverse Browlee C8 (5pum)
de 2,1x100 mm. Les deux éluants A et B sont composés d'un mélange eau/acétonitrile/TFA
avec en volume A= 100/0/0.1 et B= 30/70/0.08. Le débit est de 200 pl/min. Le gradient
linéaire est de 5 & 70% du solvant B en 50 min. Les peptides sont détectés en sortie de colonne
par une cellule UV a 215 nm. Les différentes fractions sont recueillies manuellement a la
sortie de la colonne. Elles sont par la suite partiellement évaporées sous vide de fagon a
¢liminer 1’acétonitrile.

Les fractions contenant un mélange de petits peptides ont été a nouveau purifiées par
HPLC sur un colonne Browlee C18 (5 um) de 2,1x100 mm avec un gradient de 15 a 70 % du
solvant B en 50 min. Les échantillons issus de cette deuxieme séparation sont concentrés. Un
tiers des fractions est analysé par spectrométrie de masse en mode FAB. L autre partie sera

analysée par dégradation d’Edman.
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Les fractions contenant des peptides de masse supérieure a 20 000 Da ont été directement
soumises a 1’analyse par dégradation d’'Edman. On a pu isoler deux fragments [134-367] et
[58-367] de masse élevée en effectuant une seconde purification par HPLC préparative avec 3
nmol (120 pg) du méme échantillon de la protéine T coupée au bromure de cyanogene. Ces

deux fragments ont ensuite subi des digestions par des endopeptidases.
VI - SPECTROMETRIE DE MASSE

Cette étude a été réalisée au laboratoire de Spectrométrie de Masse des Protéines de I'[BS
en collaboration avec les Dr E. Forest et V. Mérand.

La spectrométrie de masse est une technique utilisée depuis longtemps par les chimistes
pour I’analyse structurale, I’analyse ¢lémentaire, et la détermination des rapports isotopiques
de composés organiques. Depuis une vingtaine d’années, de nombreuses améliorations
techniques ont rendu possible 1’analyse de composés de masse moléculaire élevée, polaires et
thermolabiles comme les protéines (pour plus d’information se référer a Beckey et Schulten,
1975: Barber ef al., 1981; Meng et al., 1988; Karas et Hillenkamp, 1988). La spectrométrie de
masse s’est donc ouverte a la biologie pour devenir une technique complémentaire a I’étude
des protéines. Elle présente de nombreuses applications:

- la vérification d’une séquence,

- la détermination et la localisation de modifications post-traductionnelles,

- la localisation des ponts disulfures,

- I"étude des peptides bloqués du coté aminoterminal,

- la détermination de la pureté d’une protéine.

Ainsi, nous aborderons de fagon succincte le principe de la spectrométrie de masse. Il
s’agit d’une présentation, destinée a de non spécialistes, d'une technique couramment utilisée

en biologie.

A - RAPPEL THEORIQUE

Considérons une particule de charge positive g et de masse m qui se déplace
perpendiculairement a un champ magnétique uniforme B. La force magnétique (F=qv x B) est
perpendiculaire a la vitesse v, de sorte qu’elle en change la direction, mais pas la grandeur.
Puisque le module de la force magnétique reste inchangé car v et B sont constants en grandeur

et perpendiculaires, 1’accélération (a = F/m) est constanie en grandeur. L accélération €tant
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toujours perpendiculaire a v, les ions se déplacent alors a une vitesse constante sur des
trajectoires circulaires de rayon R (R = mv/¢B), jusqu’a ce qu’ils atteignent un détecteur de
masse, les distances augmentant proportionnellement a leur masse. Ainsi, le rayon de
courbure croit avec la masse permettant la séparation des ions de méme charge mais de masse

différente (figure 8).

q v
Figure 8: Une particule chargée se déplace avec une vitesse v, perpendiculairement a un champ
magnétique uniforme B, orienté dans le sens entrant dans le plan du dessin. Comme la force et
I’accélération sont constamment perpendiculaires 4 v et restent inchangées en module, la particule est en
mouvement circulaire uniforme

B - DESCRIPTION TECHNIQUE

Un spectrométre de masse est un ensemble composé de cing éléments maintenus sous vide:
- un systéeme d’introduction des échantillons,

- une source qui permet [’ionisation des molécules,

- un analyseur (il trie les ions suivant leur rapport masse sur charge m/z),

- un détecteur,

- un systéme informatique qui gére 1'enregistrement et les données.

[’étude de la protéine T a été réalisée grice aux techniques de spectrométrie de masse FAB

et ESI et aux techniques de couplage HPLC/ESI/MS.
1 - La spectrométrie de masse FAB (Fast Atom Bombardment)

a - Principe

La FAB a été introduite par Barber ef al. (1981) au début des années 1980. Cette technique
permet |’analyse en routine des peptides et des petites protéines de masse inférieure a 15 000
Daltons. Pour des molécules de masse plus élevée d’autres techniques sont alors utilisées.

Le composé a analyser est dissous dans un solvant (solution d’acide acétique 5% ou un
mélange eau/acétonitrile/TFA 50/50/0.1). Ensuite, sur la cible FAB contenant 1 a 2 ul d’une
matrice liquide, on dépose 0.1 4 5 nmol de protéines ou peptides dissous [Quelques centaines
de picomoles seulement en LSIMS (Liquid Secondary lon Mass Spectrometry)]. Sous un vide

de 10™ mbar, le mélange est soumis a un bombardement d’un faisceau d’atomes d’argon ou
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de xénon [actuellement les atomes de gaz rares sont de plus en plus souvent remplacés par des
ions métalliques de césium, on parle alors de LSIMS (Alberth et al., 1982)], accélérés avec
une énergie de 2 a 8 keV, expulsant ainsi de la matrice des ions positifs, négatifs et des
particules neutres. En effet, les ions positifs ont capté soit un proton (M + H), soit un cation
métallique (M + Na), alors que les ions négatifs sont des molécules qui ont soit perdu un
proton (M - H)", soit fixé un anion (M - Cl)" (Figure 9). Les molécules chargées sont ensuite
accélérées sous une tension de 2 4 10 kV pour étre détectées et analysées par un analyseur de

masse.

Faisceau secondaire: molécules
chargées et neutres
Matrice d’ionisation
contenant I’échantillon

+ - Analyseur
o +- de masse
+- 0

®

WK
®
X
Sonde FAB soumise d une \ Faisceau primaire: atomes Ar
tension d’accélération de 2 &4 10 ou Xe (8 kV) ou ions Cs+ (30 kV)

kV
Pression = 107" mBar

Figure 9: Désorption et ionisation d’un échantillon dans la source FAB ou LSIMS

La sensibilité de cette technique peut étre améliorée de 20 a 150 fois (pour une molécule de
200 a 2000 Da) par la technique de FAB a flux continu (CF/FAB) (Caprioli, 1988a; 1988b;
Wolf ef al., 1992; Tomer et Parker, 1992; Caprioli et Suter, 1992). Pour plus d’information
voir la thése de Mérand (1994).

b - Domaine d’application

L’application la plus courante de cette technique reste I’étude de la cartographie de
protéine (Suter et al., 1991). Ainsi, les peptides issus de la digestion enzymatique d’une
protéine (par la trypsine ou la chymotrypsine) sont injectés directement sur une colonne

HPLC et analysés en masse par la technique du couplage.
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2 - La spectrométrie de masse par électrospray (ESI)

a - Principe

C’est en 1968, que I’on a mis en évidence, pour la premiére fois, la formation d’ions a
partir de la surface d’un liquide sous I'effet d’un fort champ électrique (Dole et al., 1968).
Cette technique a eu des retombées importantes dans le domaine d’étude des protéines.

La premiére étape de I'ionisation par électrospray consiste a vaporiser une solution
d’échantillons sous forme de gouttelettes chargées. L’échantillon en solution est amené dans
la source par I’intermédiaire d’un tube capillaire de silice fondue de 75 um de diametre
prolongé par un tube en acier inoxydable (Thomson et Irbane, 1979). La nébulisation et
I’ionisation sont réalisées par I’action d’un champ électrostatique (environ 3000 V/cm) sur la
solution, a pression atmosphérique. Le débit est alors limité & quelques microlitres par
minute.

Fenn er al. (1990) et Mann et al. (1989) expliquent le mécanisme d’émission d’ions en
phase gazeuse a partir de gouttelettes chargées: 1'excés de charges électriques dans chaque
gouttelette, combiné a 1’évaporation progressive des solvants, conduit & un point ou les
répulsions coulombiennes excédent les forces de cohésion des gouttelettes. Ce phénomeéne
induit une cascade d’explosions coulombiennes au cours desquelles des micro-gouttelettes

formées permettent la désorption de molécules multichargées (figure 10).

N, Pression
Ions multichargés 107 Torr
Flux de solvant Gouttelettes
chargées =
g @ —>»()—>»0 \
Evaporation des solvants N /
N, —>»> O -
) Pression Analyseur
atmosphérique . . de masse
Explosions coulombiennes
N,

Figure 10: Source ionspray. Schéma de formation des gouttelettes par electrospray. Sous I'effet de
I’évaporation du solvant, ’excés de charges en solution provoque la désorption des molécules mono ou
multichargées.
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Les ions multichargés formés dans la source & pression atmosphérique sont introduits dans
le vide du spectrophotométre de masse par I'intermédiaire d'un orifice d’échantillonnage
(diamétre 100 um) puis les gouttelettes sont desséchées a travers un rideau d’azote. Le mode
d’ionisation peut étre, soit positif, dans ce cas les charges sont données par les protons et les
ions sont alors du type (M+nH)"", soit négatif, alors les charges proviennent de cations (Na',
K', NH,") ou de la perte de contre ions (CI').

Ces espéces multichargées permettent de ce fait I’analyse de masse moléculaire élevée, les
rapports masse sur charge (m/z) se situant entre 10 et 3000 uma (unité de masse atomique). Si
I’on connait la masse des molécules responsables de I’apparition des charges (H", Na', NH,"
...), deux états de charges sont suffisants pour calculer la masse d’une molécule (figure 11)

(Mann et al., 1989).

(M +n,H) ™'
(M+n,H)"]+ ny=n,+1letm;<m,
m, -1
Ny = M=n, (m; - 1)
m, - m, r
m, m,

Figure 11: Calcul de la masse moléculaire d’un composé A partir de deux espéces multichargées en
mode d’ionisation positif.

De plus, le couplage HPLC/MS avec Pinterface €lectrospray a été rapidement développé

pour I"analyse de mélanges de peptides et de digestions enzymatiques de protéines.
b - Domaine d’application

L’ionisation par les techniques de spray permet I’analyse en routine de molécules de masse
de 100 a 200 000 Da avec une précision de 1’ordre de 0.01% et évite les fragmentations (Van
Dorsselaer ef al.. 1990: Smith e al., 1990). La technique est surtout utilisée pour I'étude
structurale des protéines. En particulier, elle sert & la vérification de séquences, a
I"identification et la localisation de modifications post-traductionnelles, a la localisation de

ponts disulfures. C’est une technique fort utilisée pour I’étude des produits de digestion
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enzymatiques de protéines (Covey ef al., 1991), pour I’analyse de nucléotides (Covey et al.,
1988), de stéroides (Hemling er al., 1990) et d’autres molécules chimiques non volatiles

(Banno et Horimoto, 1991).

3 - Principe d’un analyseur de masse

Une fois les ions formés dans la source, il reste a les séparer et a les analyser en fonction de
leur rapport m/z. Pour ce faire, il faut extraire les ions de la source et les envoyer dans le tube
analyseur: les ions sont repoussés vers la fente de sortie dés leur formation par le faible
potentiel positif (quelques volts) du repousseur. Ils sont alors accélérés vers la partie
analytique de I’appareil par une série de champs électrostatiques créés par des plaques
successives. Seuls les ions positifs sont analysés; les ions négatifs sont piégés. En principe,
toutes les espéces ioniques regoivent la méme énergie potentielle (tension d’accélération: 3 & 8
kv). En conséquence, elles sont censées avoir toutes la méme €nergie cinétique au moment
d’entrer dans I’analyseur. Cette énergie cinétique est égale a zV telle que:

12mv*=zV
Placés dans un champ magnétique B perpendiculaire 4 la direction du mouvement, les ions
décrivent un arc de cercle de rayon R tel que:
zvB=mv*¥/R
De ces deux relations, on en déduit:
m/z=B*R?*/2V

Ainsi, pour une tension d “accélération et une valeur du champ magnétique données, seules
les espéces ayant un rapport m/z déterminé décriront la trajectoire de rayon R et seront
détectées a la sortie de I'aimant. Un balayage de V ou de B (le plus fréquent) permet alors de

détecter les différents rapports m/z des ions.

C - PROTOCOLE OPERATOIRE POUR L’ETUDE DE LA PROTEINE T

1 - FAB/MS

Les fractions contenant les petits peptides élués a partir d’une colonne HPLC C18 sont
analysées en utilisant un spectrométre de masse de type VG ZAB SEQ (Fisons Instrument)
équipé d’une source d’ions FAB et d’un canon a cesium. Le volume de 1'échantillon est

réduit sous vide jusqu’a 2 pl, puis acidifié par addition de 1 pl de 1% d’acide trifluoracétique.

43



Matériel et méthodes

Chaque échantillon (2 pl ~ 100 pmol) est déposé sur la cible FAB de matrice (2 pl) contenant
50 % (v/v) de glycérol et 50 % (v/v) de thioglycérol. L’¢nergie des ions césium est de 30
KeV, la tension d’accélération des ions dans la source, de 8 kV et la résolution, de m/z = 800.
L appareil est balayé exponentiellement de la masse 6000 a la masse 500 avec une vitesse de

10 sec/ balayage.

2 - HPLC/ESI/MS

La protéine T a été analysée sous forme: native, et dénaturce, réduite, carboxyméthylée
puis coupée au bromure de cyanogeéne.

Le spectrométre de masse utilisé est un API III (Sciex) a triple quadripdle, équipé d'une
source a pression atmosphérique et d’une interface SCIEX lonspray. L.’appareil HPLC
(Applied Biosystems 130A) est modifié pour travailler a un débit de 5 pl/min. Il est équipé
d’une colonne capillaire en silice fondue fabriquée au laboratoire du Dr E. Forest, remplie de
particules Nucléosil C8, 5 um, de dimensions 0.25 x 150 mm. Les solvants contiennent 0,1%
de TFA. Les paramétres de la séparation HPLC et de I'analyse par spectrométrie de masse

sont donnés pour chaque échantillon dans le tableau 2.

Protéine T gradient durée du quantité m/z vitesse de
d’acétonitrile |  gradient injectée enregistré balayage
native 2,5 ng 2 msec
9-90% 30 min (60 pmol) 700-1700 | pour 0,5 uma
dénaturée, réduite, 1.5 pg 2 msec
carboxyméthylée et 7-70% 45 min (35 pmol) 600-1600 | pour 0,5 uma
coupée au CNBr

Tableau 2: Analyses HPLC/ESI/MS de la protéine T

VII - TECHNIQUES GENERALES D' ETUDE DES ACIDES NUCLEIQUES

Nous ne présenterons dans ce chapitre que les techniques particuliéres de ce travail. Les
techniques les plus couramment utilisées telles que, le dosage de I’ADN et des ARN, la
préparation et la digestion des plasmides, la préparation des gels d’agarose, la purification des
ARN messagers sur colonne d’oligo (dT)-celluloses et le sous-clonage de fragments d’ADN

dans des plasmides sont décrites dans le manuel de laboratoire Sambrook et al. (1989).
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A - TECHNIQUES D'ANALYSE DES ACIDES DEOXYRIBONUCLEIQUES

1 - Extraction de I'ADN nucléaire de pois

L'ADN nucléaire a été préparé a partir de noyaux de feuilles de pois purifiés selon la
technique décrite par Watson et Thompson (1986). L'ADN est purifi¢ par deux centrifugations
sur gradients de CsCl, suivies d'une dialyse avec 10mM-Tris/HCl (pH8.0), ImM EDTA.
L'ADN est précipité en présence de 2.5 volumes d'éthanol et de 0,1 volume d'acétate de
sodium pH 5.3. Le culot (rincé & I'éthanol 70%, pour les grandes quantités d'acide nucléique
ou a I'éthanol 80%, pour les petites quantités) est repris dans du tampon TE [10mM Tris-HCl
(pHS8.0) et ImM EDTA (pH 8.0)].

2 - Techniques d'hybridation

a - Marquage de I'ADN

Les marquages sont effectués avec le kit Boehringer "Ramdom Primed Labelling". Un
mélange de nucléotides 9-mers (1,25 unité de D.O. a 260 nm) contenant des séquences
aléatoires est utilisé comme amorce pour la polymérase de Klenow (provenant de E. coli).
L'ADN (25 ng) est dénaturé 5 min & 95-100°C, puis refroidi jusqu'a la température de 20°C.
On ajoute alors successivement:

- 5 ul de tampon 10 fois concentré [Tris-HC] 0.4M pH 7.2, MgClp 0.1M, DTT ImM,

SAB 0,2% (m/v)],
- Inmole de dATP, 1nmole de dGTP, Inmole de dTTP,
- 50 uCi de [a- P dCTP (10mCi / ml, 3000 Ci/mmole, Amersham),
- 2 unités de polymérase de Klenow.
La réaction est conduite dans un volume final de 50 ul a 37°C pendant 30 min. Elle est

stoppée par I'ajout dEDTA 10mM, pH 8.0.
b - Transfert de 'ADN sur membrane de nylon (Thomas ,1980)

L'ADN est transféré sur un filtre de nylon Hybond-N" (Amersham) selon la méthode de
Southern (1975). Le gel est placé sur deux couches de papier Whatman 3 MM dont les
extrémités baignent dans une solution de SSC 10 fois concentrée: SSC 10X [citrate de sodium
(pH 7.0) 15 mM, NaCl 150 mM]. On dépose successivement sur le gel: le filtre de nylon, trois

feuilles de papier Whatman, imbibées de SSC 10X, 5 em (environ) de papier absorbant
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[QuickDraw blotting paper (SIGMA CHEMICAL)], une plaque de verre surmontée d'une
masse de 500 g environ. Aprés 12 heures de transfert, 'ADN subit une fixation alcaline.
Durant 20 min, le filtre est déposé sur 3 couches de papier Whatman imbibées de NaOH 0.4
M (la face du filtre o se trouve fixé I'ADN étant dirigée vers le haut) puis rincé dans du SSC
5X. 11 est possible de fixer de fagon plus efficace les acides nucléiques, en exposant la
membrane aux ultra-violets. Dans ce cas, la membrane séchée durant 10 min a 80°C, est
exposée (la face contenant I'’ADN ou I’ARN dirigée face aux lampes UV) a un rayonnement

UV de 70 000 pjoules/cm, pendant 10 a 15 sec (Stratalinker, Stragéne).
¢ - Préhybridation, hybridation et ringage

Les sites de fixation libres de la membrane de nylon sont saturés au cours d'une incubation
de 30 min 4 43°C dans 10 ml de tampon de préhybridation [50% (v/v) de formamide
déionisée, BSA 0,2% (m/v), PVP 40 000 0,2% (m/v), Ficoll 40 000 0,2% (m/v), Tris 50 mM
(pH 7.5), Na,pyrophosphate 0,1% (m/v), SDS 1% (m/v), sulfate de dextran 10% (m/v), NaCl
1.2 % (m/v), ADN de sperme de saumon (0.1 mg/ml)]. La sonde radioactive marquée au pH
est dénaturée durant 5 min a 95-100°C, puis ajoutée au milien de préhybridation.
L'hybridation est effectuée pendant 12 heures a 43°C (appareil a hybridation "mini
hybridisation oven", Appligene). Le filtre nylon subit ensuite, sous agitation, plusieurs cycles
de lavage:

- Trois cyeles de lavage de 20 min dans du 2 x SSC concentré, et
du SDS 0.1% (m/v) effectués 4 température ambiante,

- Un cycle de 20 minutes & 65°C dans du 0.5 x SSC concentré, et
du SDS 0.1% (m/v) suivi de deux ringages dans du 0.5 x SSC.

Les filtres humides sont ensuite disposés entre 2 feuilles de film plastique (Saranwrap) et

exposés en présence d'un film autoradiographique fmax (Amersham) a -80°C.

3 - Amplification in vitro de fragments d'ADN

Afin d'amplifier les fragments d'ADN clonés dans le phage Agtll ou dans le plasmide
pUCI18, nous avons utilisé I'enzyme fag polymérase (provenant d’un organisme procaryote
nommé Thermophilus aquaticus vivant dans les sources d'eau chaude) associée a la technique
d*amplification par réaction en chaine ("Polymérase Chain Réaction" ou PCR).

Nous avons utilisé cette technique pour préparer spécifiquement et en quantité importante,

certains fragments d'ADN, afin d’atteindre les objectifs suivants:
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- déterminer la taille d'un insert cloné dans un phage,

- sous cloner un fragment d'ADN dans le plasmide pUCI8,

- préparer une sonde nucléotidique pour réaliser une analyse d'hybridation...

Le principe de la méthode consiste a amplifier, in vifro, un fragment d'ADN par une suite
de cycles d'hybridation/polymérisation/dénaturation des brins d’ADN:

1) Dénaturation a haute température de 'ADN double brin a amplifier,

2) Diminution rapide de la température permettant l'hybridation d'amorces
nucléotidiques mono-brin (entre 17 et 35 mers selon le choix) complémentaires aux deux
extrémités (5 et 3") du fragment d'ADN a amplifier.

3) Copie de ' ADN matrice par la fag polymérase (polymérisation dans le sens
5'-3' & partir de deux amorces), puis retour a I'étape de dénaturation de I'ADN.

L’ADN matrice (1 a 10 ng) est dilué dans 100 pl de milieu de PCR [Tris-HCI 20 mM (pH
8.3), Tween-20 0.5% (v/v), nucléotides triphosphates 50 pM, KCI 50 mM, gélatine 1 mg/ml
et 40 pmoles de chaque amorce spécifique]. Aprés centrifugation durant quelques secondes, le
milieu est placé a 96°C durant 5 min dans un incubateur programmable
(Crocodile/Appligene). Une quantité¢ de 0.4 U de Tag polymérase (Appligene) est ensuite
ajoutée au milieu. Puis le milieu est recouvert de 100 pl d'huile minérale (afin d'éviter toute
évaporation). L'amplification est réalisée apres trente cycles, chaque cycle comportant une
période:

- de 30 secondes a 96°C permettant la séparation des 2 brins de I'ADN,

- de 30 secondes a 50-55°C conduisant a I'hybridation des amorces. La température
d’hybridation dépend de la nature de amorces (longueur, nombre de purine).

- de 1 min 30 a4 70°C permettant I'élongation de I'ADN par la Tag polymérase.

La réaction se termine par une incubation a 95°C durant 30s puis a 50-55°C durant 30s et
enfin a 72°C durant 5 min.

L'analyse des fragments amplifiés est réalisée en soumettant 10 pl du mélange
d'amplification a une électrophorése sur gel d'agarose.

Les amorces spécifiques des ADNc correspondant aux protéines P et rbeS sont
repectivement (5’-CTGTAACAGCATTCATGGAACGTG-3"; 5’-GATAGCAGCATCTGCA

ATTGCTTT-3") et (5-CAATGGTGGAAGAGTAAAGTGCA-3"; 5’-CCATTTCCATTT

CACAGTTCG-3").
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4 - Technique de séquencage de I'ADN

a - Réaction de séquengage

Toutes les séquences ont été réalisées selon la méthode de Sanger et al.(1977) avec le
kit "DNA sequencing kit" (United States Biochemical). Les séquences ont été déterminées sur
les deux brins de 'ADN des plasmides recombinant pUCI18 en utilisant des amorces
appropriées. Le protocole de séquengage est composé de 4 étapes successives:

e Dénaturation: L'ADN purifié (1 a 4 pg) est dénaturé 15 min a 37°C dans du
tampon (NaOH 0.2M, EDTA 0.2mM), puis précipité a I'éthanol en présence d'acétate de
sodium 0.3M (pH 5.2). L'ADN est repris par 7 pl d'eau, 2 pl de tampon d'hybridation [ Tris-
HCI 200mM (pH 7.5), MgCl, 100mM, NaCl 250mM] et 1 pl d'amorce (3 a 5 pmol/ul
d'oligonucléotides de 17 bases).

e Hybridation: La réaction d'hybridation est réalisée par une incubation de 2
min a 65°C dans un bloc chauffant. Le bloc est alors extrait de son support puis placeé a
température ambiante, afin de laisser progressivement (environ 30 min) la température
décroitre vers 35°C.

e Elongation: La réaction d'élongation est conduite pendant 5 min a 37°C dans
un volume de 15 pl avec 3 pl de tampon de réaction (dithiothréitol 20mM, 1.5 uM dGTP, 1.5
uM dCTP, 1.5uM dTTP), 0.5 pl d[e-""S]-dATP, 20 pCi/ pl (5 puCi Amersham) et 1.6 unité
d'ADN polymérase T7.

e Terminaison: Les réactions de terminaisons sont réalisées par l'ajout
simultané de 3.5p1 de milieu réactionnel dans 4 tubes Eppendorf dont le contenu, dans ’ordre,
est le suivant: 2.5 pl de nucléotides de terminaison ddGTP (8 uM), ddATP (8 uM), ddTTP (8
uM) et ddCTP (8 puM). En outre, la composition de ces tampons de terminaison est la
suivante: dGTP 80 uM, dATP 80 uM, dTTP 80 pM, dCTP 80uM et du NaCl 50mM.

La réaction de terminaison est conduite a 37°C pendant 5 min puis stoppée par 4 pl de
solution d'arrét [formamide 95% (v/v), EDTA 20 mM (pH 7,5), bleu de bromophénol 0.05%
(m/v) et du xyléne cyanol FF 0.05% (m/v)].

Les milicux réactionnels sont alors conservés a - 20°C avant analyse par €lectrophorese sur

gel d'acrylamide.
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b - Electrophorése sur gel de polyacrylamide

Le mélange réactionnel généré au cours de chacune des 4 réactions de terminaison est
analysé sur gel d'acrylamide en conditions dénaturantes. On prépare, dans |’eau, une solution
d’acrylamide 40 % (m/v)-N, N’-méthylénebisacrylamide 2 % (m/v), a laquelle on ajoute 5 %
(m/v) d’amberlite. La solution est ensuite filtrée puis conservée a 4°C a I’abri de la lumiére.

Le gel d’acrylamide (6%) -bisacrylamide (0,3 %) est préparé dans 80 ml de tampon TBE-
urée (Tris-base 100 mM, acide borique 86 mM, EDTA 2 mM, urée 8.7 M). Aprés addition de
480 pl de persulfate d'ammonium 10% (m/v) et de 62 pl de TEMED (Bio-Rad), le gel est
coulé entre deux plaques de verre siliconisées (33,5 cm x 39 cm), séparées par deux espaceurs
de 0.4 mm d'épaisseur.

L'électrophorése est réalisée a I'aide d'un appareil BRL (modéle PS3003) qui, par
l'intermédiaire d'une plaque d'aluminium en étroit contact avec une des deux plaques de verre
renfermant le gel, permet de redistribuer uniformément la chaleur et donc d'assurer une
migration uniforme en tout point du gel.

L'électrophorése est conduite dans le tampon TBE a une puissance de 65 W et une tension
de 1600 volts. Avant dépot des échantillons, le gel est préchauffé par une €lectrophorése de 45
min. Les échantillons sont alors dénaturés par une incubation de 2 min a 75°C, puis déposés
dans les puits préalablement rincés par du tampon TBE.

Pour chaque réaction, quatre temps de migration différents 1 heure 45 min, 3 heures 30
min, 5 heures 30 min et 7 heures 30 min permettent de déterminer jusqu'a 400 bases dans la
séquence nucléotidique.

Le gel est ensuite séché sur papier Whatmann 3 MM (sécheur de gel modele SE 1160,
Hoeffer Scientific Instrument) pendant une heure.

Les bandes, marquées au 8, sont révélées par une autoradiographie d'une durée de 12 a 24

heures avec un film Amersham (Hyper film-MP) a température ambiante. Les séquences sont

lues et analysées a ’aide du logiciel PC/GENE Release 6.8 (IntelliGenetics, Inc).

5 - Synthése des oligonucléotides

Les synthéses d’oligonucléotides ont été réalisées dans le laboratoire de Biochimie
(CENG) par le Dr Issartel, a I'aide d’un synthétiseur automatique d’oligonucléotides (DNA
synthetizer modele 381A, Applied Biosystem Inc) utilisant des colonnes de 40 nmoles de

capacité. L oligonucléotide synthétisé est décroché de la colonne par un ringage avec 1,5 ml
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d’hydroxyde d’ammonium 30 %, puis incubé toute une nuit a 65°C. La précipitation
s’effectue dans 1'éthanol en présence d’acétate de sodium 0,3 M. La quantification est réalisée
au spectrophotométre a 260 nm (1 unité de D.O.= 20 ug/ml). Les oligonucléotides sont alors

stockés a -20°C jusqu’a leur utilisation.

B - TECHNIQUES D'ANALYSE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

1 - Extraction des ARN fotaux

Cing grammes de tissus (feuilles, tiges et racines), provenant de plants de pois dgés de 8
jours, sont broyés dans un mortier en présence d'azote liquide. La poudre obtenue est
homogénéisée a température ambiante dans 20 ml de tampon de lyse [Tris-HCI 50mM pH 9.0,
SDS 1% (m/v)] et 20 ml de phénol équilibré a pH 8 par du Tris-HCI [au phénol est ajoutée de
I'hydroquinoline 0.1% (m/v)]. Aprés une centrifugation de 10 min a 3000 rpm, les ARN
contenus dans le surnageant subissent de nouveau une extraction au phénol (dans un rapport
volumique de 1/1), puis une extraction au phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) et
enfin une extraction au chloroforme/alcool isoamylique (équilibré a pH 8 par du Tris-HCI) qui
permet d'éliminer le phénol restant. Les ARN sont ensuite précipités sélectivement par
addition de chlorure de lithium (LiCl) a la concentration finale de 2M, a 0°C pendant 3
heures. Apreés centrifugation a 18 000 rpm durant 30 min, le culot contenant les ARN est
solubilisé dans 10 ml d'eau bidistillée et autoclavée. Les ARN sont, par la suite, précipités par
ajout d’acétate de sodium 0.3 M dans 2 a 2.5 volumes d’éthanol. L’échantillon est maintenu a
4°C pendant 1 heure, ou a -80°C durant 10 a 15 min. Aprés centrifugation a 14 000 rpm
pendant 30 min (centrifugeuse Eppendorff), le culot est ensuite lavé a l'éthanol 70% (v/v). Le
culot est repris dans 0.1 a 0.2 volume d'eau, puis les ARN sont quantifiés au
spectrophotomeétre a 260nm.

Les ARN messagers sont purifiés sur colonne oligo(dT)-cellulose selon la technique

décrite dans Sambrook et al., 1989.

2 - Electrophorése des ARN sur gel d’agarose et transfert sur membrane de nylon

Les électrophoréses sont réalisées sur gels d'agarose horizontaux a la concentration de
1.3% (m/v) dans du tampon phosphate 10 mM pH 7.0 (4 mM de NaH,PO, et 6 mM de

Na,HPO,). L'agarose est dissous, dans le tampon, par ébullition au four micro-ondes puis



Materiel et méthodes

refroidi jusqu'a une température de 50°C-60°C avant d'étre coulé. Les ARN (2 pg pour les
ARN messagers et 20 pg pour les ARN totaux) sont dénaturés, dans un volume final de 30 pl,
par un traitement au glyoxal [glyoxal 1M, DMSO 53% (v/v) et 0.01 M NaPi (pH 7.0)].
L’ensemble est incubé pendant 60 min a 50°C, puis centrifugé et mis dans la glace. Les
échantillons sont déposés ensuite dans le gel a l'aide de 6 pl d'un tampon de charge
glyoxal/DMSO [50% glycérol (m/v ou v/v), 10mM NaPi (pH 7,0), bleu de bromophénol
0.25% (m/v), xyléne cyanol FF 0.25% (m/v)]. L'électrophorése est conduite a un voltage de
100 volts, durant 3 heures, avec recyclage permanent du milieu de migration [0.01M de NaPi
(pH 7.0)].

La taille des ARN sera déterminée par rapport a une échelle d'ARN dont la longueur est
connue [RNA Molecular Weight Marker III: 0.3 4 7.4 kb (Boehringer)] et qui migrent
parallélement aux échantillons.

Aprés électrophorése, les ARN sont transférés, par capillarité, sur un filtre de nylon
(Hybond N*, Amersham), selon la méthode décrite pour les ADN par Southern (1975) (Cf.
paragraphe VII. A. 2). Le tampon de transfert est composé de 10 x SSC. Les ARN sont fixés

par traitement au four a UV (Stratalinker, Stratagéne).

3 - Hybridation, quantification et coloration des ARN

Les sondes d’ADN sont marquées au P* comme indiqué précédemment. Les
techniques de préhybridation et d'hybridation sont identiques a celles utilisées pour 'ADN
(Cf. paragraphe VII. A. 2).

La membrane de nylon, humide, est disposée entre deux feuilles de film plastique
(type Saran Wrap) et exposée en présence d'un film autoradiographique B-max (Amersham) a
-80°C pendant 12 a 72 heures.

La quantification relative des signaux est effectuée grace au Phosphorimager. La
membrane de nylon est placée au contact d'une plaque contenant des cristaux de BaFBrEu’".
Le rayonnement [} émis par les noyaux 2P de la sonde provoque la formation d'un complexe
BaFBr/Eu’" qui, aprés excitation par un rayon laser, émet une lumiécre bleue quantifiée par
l'appareil.

Aprés autoradiographie, la membrane de nylon est colorée au bleu de méthyléne par

une incubation de 15 min dans l'acide acétique 5% (v/v) suivie d'une incubation de 10 min
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dans une solution de coloration contenant de I'acétate de sodium 0.5M pH 5.2 et du bleu de

méthyléne 0.04% (m/v). La membrane est rincée a I'cau et les ARN sont visualisés.

4 - Détermination du site d’initiation de la transeription par la méthode d’extension

d’amorce

Cette méthode est utilisée afin de déterminer le site d’initiation d’un transcrit. En effet, lors
de la fabrication de la banque les ADNc, synthétisés a partir d’une amorce oligo-dT, ont
souvent leur région 5° manquante. De ce fait, pour localiser le site de démarrage de la
transcription, nous avons utilisé des oligonucléotides (proches de la région 5’de I’ADNc isol€)
comme amorce pour la synthése de fragments d’ADNc correspondant a la région 5° du
transcrit. Ainsi, 3 oligonucléotides de 40-mers PEI (5°-TCGCCGCGCAACAGCCTT
CTTATCTCCTCCGTTCGCAAGA), PE2 (5~ AGTGATCGATTGGCCAAGTTGCCACAA

ACCCCCTCTCAT)et PE3(5'- ACCCCCTCTCATTTTCTAAGCAAAATATCTCAAA

TTCA) complémentaires de ’ARNm correspondant a la protéine T sont utilisés comme
amorce pour la réverse transcriptase. Les ARNm proviennent de feuilles de pois dgés de 7
jours. Chaque oligonucléotide (3 pmol) est hybridé avec 1 pg d’ARNm de feuille de pois dans
un volume de 10 pl de tampon [MgCl, 16 mM, KC1 60 mM, DTT 20 mM et du Tris/HCI 100
mM (pH 8.3)]. Aprés une incubation de 3 min a 75°C, les échantillons sont doucement
ramenés A température ambiante puis mis dans la glace. Cing microlitres d’une solution
contenant 2 uM dATP + dGTP + dTTP, 20 uCi de [a-""PJdCTP (3000 Ci/mmol), 100 pg de
BSA (sérum albumine de boeuf) et 25 unités de réverse transcriptase (M-MuLV) sont ajoutés
a chaque échantillon et incubés 5 min a température ambiante. Huit microlitres d’une solution
contenant 60 mM KCL, 200 uM de dATP + dGTP +dTTP + dCTP sont alors additionnés dans
chaque échantillon et I'incubation est prolongée durant 15 min a 42 °C. La réaction est
stoppée par ajout de 0.1 volume de 3 M d’acétate de sodium (pH 5.3) et de 2.5 volumes
d’éthanol. Aprés une centrifugation (15 000 g, 20 min), le culot d’ADN est lavé avec de
I"éthanol & 70 % (v/v) et resuspendu dans du TE. Le produit d’élongation est séparé, sur un
gel de séquengage, en condition dénaturante, avec, en paralléle, la séquence du gene codant
pour la protéine T (pGT) (en utilisant le kit Sequenase ver. 2.0; USB) réalisée a I’aide du

méme oligonucléotide.
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C - ISOLEMENT ET CARACTERISATION D’UN ADN¢ ET D’UN GENE

1 - Criblage, a I'aide d’anticorps polyclonaux et d’une sonde, d’une banque

d’expression dans lambda gt11

La banque que nous avons utilisée a permis d'isoler, auparavant, 'ADNc¢ codant pour la
protéine H du complexe de la glycine décarboxylase (Macherel et al, 1990). La banque
originale a été préparée a partir d’ARN messagers de jeunes feuilles de pois ayant poussé a la
lumiére. Elle contenait 1.7 10° bactériophages/ml avec 96% de recombinants.

L'amplification de la banque a été réalisée a partir de 600 000 recombinants environ. Sept
boites de pétri (12 x 12 cm) contenant du milieu LB (Bacto Tryptone 10 g/l, Bacto Yeast 5 g/l,
NaCl 170 mM) avec de I'ampicilline 50 pg/ml sont réchauffées a 42°C. Pour chaque boite 50
pl de phages Agt 11 (85 000 phages recombinants) sont incubés 15 min a 37°C avec 100 pl
d'une suspension bactérienne Y1090 R dans 1/5 volume de MgSO, 10mM. Cette suspension
est ensuite diluée dans 3 ml de top-agarose (maintenu a 45°C), puis coulée sur une boite de
pétri. Les boites sont incubées 6 heures a 42°C (Les plages de lyse ne doivent pas étre
confluentes) puis toute la nuit a 4°C avec 10ml de tampon SM (NaCl 0.1 M, MgSO, 8§ mM,
Tris base 50 mM, 2% gélatine pH 7.5). Cette suspension est centrifugée a 7000 rpm durant 10
min, le surnageant est ensuite stocké en présence de chloroforme 4% (v/v). Le titre de la
banque amplifiée (L3) a été estimé a 2 10" phages/ml.

Le criblage de la banque est réalisé sur une souche bactérienne de type E. Coli Y1090 R
qui posséde le répresseur de lac z (inhibé par addition d'IPTG), ainsi qu'une déficience de la
protéase lon (qui augmente la stabilité de la protéine de fusion) et de sup F (qui supprime les
mutations qui bloquent la lyse).

La croissance des bactéries s'effectue a 37°C sous agitation pendant environ trois heures
dans 5 ml de milieu LB additionné en maltose 0.4% (m/v) et de 100 pg/ml d'ampicilline. Les
bactéries sont récupérées en phase de croissance (Agy nm = 0,5), centrifugées 10 min a
3000g, puis suspendues dans 1/5 volume de MgSO, 10 mM. Cent microlitres de cette
suspension bactérienne sont incubés avec 100 pl de suspension de phages (104 phages) durant
15 min a 37°C. Cette suspension est diluée avec 3 ml de top agarose (maintenus a 45°C) puis

coulée dans des boites de pétri contenant du milieu LB-Agar avec de I'ampicilline 50 pg/ml.

wh
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La formation des plages de lyses est initiée a 42°C sans IPTG (inducteur artificiel de la
transcription). Dans ces conditions, le développement des plages de lyses n’est pas affecté par

la présence des protéines de fusion.
a - Utilisation d’anticorps

Aprés 2 ou 3 heures d’incubation, les plages de lyses sont visibles et l'expression des
protéines de fusions est initiée & 37°C par ajout sur chaque boite d'un filtre de nitrocellulose
(Biorad) imbibé d'isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) 10 mM et partiellement séché.
Aprés une incubation de 3 heures a 37°C pour permettre I’expression des protéines de fusions,
les membranes sont retirées des boites qui sont conservées a 4°C. Les sites de fixation libres
de la membrane de nitrocellulose sont saturés durant 5 min dans du TBS-Tween 2% (m/v). La
révélation des protéines par les anticorps dirigés spécifiquement contre la protéine T,
s'effectue selon la méthode décrite dans le paragraphe V. D (Techniques d'immunodétection).
Les phages présentant une réponse positive a I’anticorps sont ensuite purifiés par criblages

successifs.
b - Ulilisation d 'une sonde

Aprés la période d’incubation a 42 °C, qui révele les plages de lyses, on dépose sur la
boite, pour une durée de 90 secondes, un filtre nylon Hybond-N" (Amersham). Les filtres sont
ensuite retirés et déposés (la face ol sont fixés les phages dirigée vers le haut) sur 3 couches
de papier Whatmann 3 MM imbibé de tampon de dénaturation (NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M).
Aprés 7 min, le filtre est transféré 2 fois de suite pendant 3 min sur 3 couches de papier
Watmann imbibé d "une solution neutralisante [NaCl 1.5 M, Tris-HC1 0.5 M (pH 7.2), EDTA
1 mM] puis rincé dans du 2 x SSC. L’ADN des phages subit alors une fixation alkaline
(NaOH 0.4M) pendant 20 min puis est rincé dans du 5 x SSC. Les clones positifs sont révélés
par autoradiographie aprés hybridation avec une sonde marquée au P* selon le protocole
décrit dans le paragraphe VII. A. 2.

Les plages de lyses ainsi révélées (contenant les clones positifs) sont localisées sur les
boites de pétri, extraites avec une pipette Pasteur, puis incubées 12 heures a 4°C dans 1 ml de
tampon SM. Plusieurs cycles de criblages successifs permettent d’isoler les phages positifs.

La suspension de phages provenant de régions ayant donné une réponse positive (anticorps

ou sonde P*) est étalée sur des bactéries Y 1090 R & plusieurs dilutions différentes (20, 100,
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1000 et 10 000 phages par boite de pétri de 87 mm de diamétre). Des cycles de criblages sont
réalisés a nouveau jusqu’a I’obtention d’un pourcentage de 100% de positifs. Quatre a cing
purifications successives sont nécessaires. Les clones purifiés sont ensuite amplifiés selon la

méthode décrite dans le paragraphe VII. C. 1.

2 - Criblage d’une banque génomique dans lambda EMBL 3 a I’aide d’une sonde

Une banque génomique (Clontech) contenant 3x10° pfu/ml a été criblée a 'aide de I' ADNc
correspondant a la protéine T.

Le vecteur EMBL 3 utilis€ ne posséde ni le géne du répresseur (cI) ni le systéme
d’intégration dans le génome bactérien, de ce fait le phage est obligé de suivre la voie lytique
formant ainsi des plages de lyses apres infection de la bactérie.

La croissance des phages recombinants s'effectue selon le méme protocole décrit dans le
paragraphe VIIL. C. 1. avec deux différences:

- la souche bactérienne est de type E. Coli NM 539.

- la formation des plages de lyses est initiée a une température de 37 °C.

Aprés 10 a 12 heures d'incubation, on dépose, sur les plages de lyses, un filtre de
nitrocellulose en prenant soin d’orienter le filtre. L”ADN des phages subit le traitement décrit
dans le paragraphe VII. C. 1. b (dans ce cas la sonde utilisée est I’ADNc TB2 correspondant
au transcrit de longueur compléte). Les clones positifs révélés par autoradiographie sont
localisés sur les boites de pétri, extraits, puis incubés 12 heures a 4 °C dans 1 ml de tampon

SM (NaCl 0.1 M, MgSO, 8 mM, Tris base 50 mM, 2% gélatine pH 7.5).

3 - Isolement de I’ADN des phages

La suspension du clone purifié (environ 15 10’ phages dans 150 pl) est incubée avec 150

pl de bactéries Y 1090 R dans 425 pl de SM pendant 15 min a 37°C. Cette suspension est
ensuite diluée dans 250 ml de milieu CYMG [casamino acid 1% (m/v), extrait de levure 0.5 %
(p/v) , NaCl 0.3 % (m/v), KCI 0.2 % (m/v) additionné en MgSO, 10 mM et du Tris-base 25
mM (pH 7.4)]. La croissance s’effectue sous agitation a 37 °C durant 4 heures. A cette
température, les phages de type Agtll sont en cycle lysogénique et se multiplient avec les
bactéries. La lyse des bactéries est déclenchée en augmentant la température a 42 °C,
provoquant ainsi le cycle lytique des phages. Dans le cas des phages de type EMBL3, la lyse

est initiée a 37°C. Des agglomérats de bactéries lysées sont observables 2 heures plus tard. Du

35



Matériel et méthodes

chloroforme & 0.2 % (v/v) est ajouté afin de compléter la destruction des bactéries. L’ADN et
I’ARN bactériens sont détruits par une incubation a température ambiante pendant 45 min en
présence de DNase (10 pg/ml) et de RNase A (10 pg/ml). Le volume est ajusté a 300 ml et les
phages sont précipités par ajout de polyethyléneglycol 6000 2 % (m/v) et de NaCl 8 % (m/v)
puis incubés pendant 12 heures a la température de la glace fondante. Les phages sont
centrifugés 30 min a 10 000 g (rotor GS 3) puis repris dans 4 ml de SM. Les résidus d’ADN et
d’ARN bactériens sont digérés a 37 °C, durant 15 min, par ajout de DNase (100 pg/ml) et de
RNase A (10 pg/ml). La capside des phages est ensuite détruite par une incubation a 70 °C,
pendant 15 min en présence de protéinase K (100 pg/ml), de SDS 0.5 % (m/v) et ’EDTA 20
mM. L’ADN viral est purifié par deux extractions successives au phénol, au phénol-
chloroforme (1/1) et au chloroforme, suivies d’une précipitation a I’isopropanol (1 volume) en
présence d’acétate de sodium (pH 5.3) 0.3 M. Le culot est lavé 2 ou 3 fois a I’éthanol 70% et
100%, suspendu dans 100 pl de TE et laissé une nuit a +4 °C. L’ ADN des phages est conservé

a-20 °C jusqu’a utilisation.

D - SOUS-CLONAGE DE L’ADNc¢

Le vecteur lambda gt11 ne permet pas ’obtention de quantités importantes d’ADNc. Par
ailleurs, il est mal adapté pour le séquengage. Il est donc nécessaire de sous-cloner I’ADNc
dans un plasmide. Notre choix s’est donc porté sur le sous clonage de I’ADNc dans le
plasmide pUC 18 [ce plasmide fait partie de la série pUC, développée par Messing et ses
collégues (Veira et Messing, 1982)].

Toutes les conditions de digestion et de ligation ont été effectuées selon le manuel de

Sambrook ef al., (1989).
1 - Préparation des bactéries compétentes

a - Premicre méthode

Les cellules Escherichia coli DH5a compétentes sont préparées par traitement au CaCl,

(Sambrook et al., 1989).
b - Deuxieme méthode

Cette méthode a été utilisée pour rendre compétente les cellules Escherichia coli BMH71-

18 lors de la mutagénése dirigée (Cf. paragraphe VIIL. B.). Les bactéries sont cultivées a
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37°C, dans 4 ml de milieu LB (contenant comme antibiotique de la tétracycline a 15 pg/ml),
durant 12 heures. Une aliquote de 1 ml de la suspension bactérienne est prélevée puis ajoutée
a 100 ml de milieu LB en présence de tétracycline a 15 pg/ml. Les bactéries sont de nouveau
cultivées a 37°C jusqu’a une absorbance se situant entre 0.25 et 0.5 mesurée a 600 nm. Les
cellules sont collectées par centrifugation & 2500 rpm, pendant 15 min, a 4°C. Aprés avoir
éliminé complétement le surnageant, les cellules sont resuspendues délicatement dans 1/3 de
volume initial avec la solution I [KC] 100 mM, acétate de potassium 30 mM, CaCl 60 mM,
glycérol 15 % (v/v) (amené a pH 5.8 avec de I’acide acétique)] puis incubées une heure a 4°C.
Les bactéries sont sédimentées par centrifugation, & 3000 rpm, durant 15 min, & 4°C. Le
surnageant est éliminé puis les cellules sont resuspendues délicatement dans 1/25 du volume
initial avec la solution II [MOPS 10 mM, KCI 10 mM, CaCl 75 mM, glycérol 15 % (v/v)
(amené a pH 6.8 avec une solution de NaOH 10 N)] puis incubées dans la glace durant 15
min. Des fractions aliquotes de 200 pl sont alors rapidement congelées dans I’azote liquide en

présence de 20 % (v/v) de glycérol puis stockées a - 80°C jusqu’a utilisation.

2 - Transformation des bactéries compétentes

La réaction de ligation (10 ul) est ajoutée a une aliquote de 200 ul de bactéries
compétentes DH5a puis le tube est placé dans la glace pendant 40 min. Un choc thermique de
2 min a 42°C permet [’introduction des plasmides dans les bactéries. La suspension
bactérienne est alors incubée dans 0.8 ml de milieu LB durant une heure a 37 °C.

On étale, ensuite, 100 pl de cette suspension (ou un plus grand volume ramené a 100 pl en
concentrant les bactéries par centrifugation) sur une boite de pétri contenant du milieu LB, de
la carbénicilline (50 pg.ml") et sur laquelle on a étalé 60 pl de X-gal (5-Brom-4-Chlor-3-
Indolyl-p-D-galactopyrannosid) 2% (m/v). Les boites sont ensuite placées a 37 °C, pendant
12-15 heures. Dans ces conditions, seules les bactéries ayant incorporé un plasmide peuvent
se développer. La p-galactosidase produite par le plasmide se complémente ou non (en
absence ou en présence de I’ADNc) avec la forme défective de 1’enzyme codée par la cellule,
produisant respectivement soit une colonie bleue non recombinante, soit une colonie blanche

recombinante. Les colonies blanches sont sélectionnées a 1’aide de cure-dents stériles et

répiquées sur une boite de LB plus carbénicilline (50 pg.ml").
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3 - Préparation de I'ADN des plasmides

Les plasmides ont été préparés selon les techniques décrites dans le manuel de Sambrook et
al., (1989). Pour la préparation d’ADN de plasmide en grande quantité, nous avons utilisé le

kit Qiagen-midi (Qiagen).

VIII - TECHNIQUE D’EXPRESSION PROCARYOTIQUE

A - CONSTRUCTION DU VECTEUR D’EXPRESSION PROCARYOTIQUE

Nous avons choisi le vecteur pET-3d développé par Studier et al. (1990) car il se distingue
par la force du promoteur situé en amont du site d’insertion de I’ADN codant pour la protéine
a exprimer (Cf. chapitre IV).

L’ADNe, correspondant au précurseur de la protéine T de la GDC de mitochondries de
feuilles de pois, a été utilisé comme matrice pour amplifier par PCR un fragment
correspondant a la protéine T mature portant les sites de restriction nécessaires 4 son sous-
clonage dans le vecteur d’expression pET-3d. Un oligonucléotide sens 5°-
GGGGGAATTCCATGGCTACAGAATCTGAGCTGA composé d’un site EcoRI suivi du
site Neol (souligné) est synthétisé. Les nucléotides en caractéres gras correspondent aux
premiers acides aminés de la région amino-terminale de la protéine T mature (ATESEL).
L’oligonucléotide complémentaire de synthése 5'-GGGGGGATCCCTATGAAGGCTTATA

GTA comporte un site de restriction BamHI (souligné) en aval du coden stop de la
protéine T. Les nucléotides en caractéres gras sont complémentaires  la séquence de I’ADNc
correspondant 4 la protéine T. Le fragment d’ADN, amplifi¢ a I’aide de ces oligonucléotides
spécifiques, a été purifié sur gel d’agarose selon la technique du GENECLEAN (BIO 101
Inc., California). Le fragment est digéré a I’aide des enzymes de restriction EcoRI et BamHI,
de nouveau purifié sur agarose puis sous-cloné dans le vecteur pUC 19 digéré avec les méme
enzymes. Les vecteurs recombinants sont transformés dans les souches E. coli DHSa puis
sélectionnés sur boites de pétri contenant de la carbénicilline et du X-gal (2%). Une colonie
blanche (clone positif) est amplifiée dans du LB en présence de carbénicilline puis, le
plasmide est purifié et entiérement séquencé selon la technique de Sanger e/ al., (1977), en
utilisant le kit (Sequenase ver. 2.0, USB, Cleveland, OH, USA), afin de détecter d’éventuelles

mutations effectuées par la taq polymérase.
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B - MUTAGENESE DIRIGEE

Le séquengage complet du fragment de 1137 pb correspondant a la protéine T mature dans
le plasmide pUC 19 (pUC-TM) a permis de découvrir une mutation se situant a 1054 pb: une
adénine a été remplacée par une thymidine. Le rétablissement de la base modifiée a été réalisé
par mutagénese dirigée a 1’aide d’un kit de mutagénése (U.S.E. mutagenesis Kit, Pharmacia
Biotech). Deux oligonucléotides de synthése sont simultanément hybridés sur un des deux
brins du plasmide pUC-TM préalablement dénaturé. Un des deux oligonucléotides est utilisé
pour introduire la mutation désirée, alors que le deuxiéme est utilisé pour muter un site unique
de restriction situé sur le plasmide (dans notre cas le site de restriction Sca I a été remplacé par
Mlu 1) ceci en vue d’une sélection. Les détails de la construction de I’ADNc correspondant a
la protéine T mature sont illustrés dans le chapitre I'V.

Une digestion, a I’aide de I’enzyme de restriction Sca I, permet de linéariser uniquement
les plasmides sauvages, alors que ceux possédant le site de restriction muté resteront
circulaires. La solution contenant les plasmides (mutés ou non) est utilisée pour transformer
une souche de E. coli (BMH71-18 muS) déficiente en réparation de I’ADN. L’efficacité de la
transformation des plasmides circulaires est, de ce fait, augmentée d’un facteur 100 a 1000 au
détriment des plasmides linéarisés. Les souches transformées sont amplifiées durant 12 heures
a 37°C dans 1.5 ml de LB en présence de carbénicilline (100 pg/ml). Les plasmides sont
purifiés puis soumis a une deuxiéme digestion a I’aide de la méme enzyme de restriction afin
d’accroitre le pourcentage des plasmides mutés. Ces derniers sont, par la suite, transformés
dans une souche sauvage de E. coli (DH5a). La région mutée du plasmide pUC-TM est
vérifiée par séquencage. Les constructions des vecteurs pET-TM et pET-HTA et pET-HTU

sont décrits dans le chapitre IV.

C - CLONAGE DANS LES VECTEURS D’EXPRESSION DU GENE argU

La présence, dans la protéine T, de nombreux codons rares AGA, AGG codant pour
[’arginine, nous a amenés a insérer dans nos vecteurs d’expression le géne argl codant pour
I’ARNt déficient. Nous avons obtenu, par |'intermédiaire du National Institute of Genetics,
Mishima, Japan, une souche d’E.coli JA 200 contenant le plasmide PLC 22-1 (13,4 kpb)
porteur d’un fragment génomique d’E. coli de 7 kpb environ dans lequel se trouve le géne
argU. La souche d’E.coli JA 200 est cultivée dans 10 ml de LB en présence de

chloramphénicol durant 15 heures a 37°C (Maniatis et al., 1982) puis les plasmides sont
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purifiés. Une séquence de 276 pb contenant le géne argU est amplifiée par PCR a Iaide de 2
amorces spécifiques possédant a leur extrémité 5° le site EcoRI (YF: 5-CGGAATTCGATCA
AAAGCCATTGACTCAGCAAGGG-3"; YR:5'-CGGAATTCCCTTGCGCCTAATCATT
TGACAGAGC-3’). Les conditions de PCR sont les suivantes: 500 ng de plasmide PLC
22-1 sont dilués dans 100 pl de milieu de PCR [Tris-HCI 20 mM (pH 8.3), Tween-20 0.5%
(v/v), nucléotides triphosphates 100 pM, KCI 50 mM, gélatine 1 mg/ml et 100 pmoles de
chaque amorce spécifique]. Aprés centrifugation durant quelques secondes, le milieu est placé
4 95°C durant 2 min dans un incubateur programmable (Robotcycler, Stratagéne). Une
quantité de 2.5 U de Tag polymérase (Boehringer) est ensuite ajoutée au milieu. Puis le milieu
est recouvert de 100 pl d'huile minérale (afin d'éviter toute évaporation). L'amplification est
réalisée aprés 10 cycles, chaque cycle comportant une période:
- de 45 secondes a 94°C permettant la séparation des 2 brins de 'ADN,
- de 45 secondes a 45°C conduisant a I'hybridation des amorces
- de 1 min a 72°C permettant I'élongation de I'ADN par la Tag polymérase.

Le fragment amplifié, correspondant au géne argU, est purifié¢ sur gel d'agarose 1%. Ce
fragment est inséré dans les vecteurs (préalablement linéarisés avec l'enzyme Eco RI et
déphosphorylés) pET-TM (vecteur contenant I’ADNc codant pour la protéine T mature), pET-
HTA et pET-HTU (vecteurs contenant I’ADNc¢ codant pour la protéine H mature) dans 2
orientations possibles, sens et anti-sens par rapport a la transcription du geéne T (Cf. Chapitre
V). L orientation du géne argU au sein des vecteurs a été déterminée par PCR a l'aide des
amorces reverse/YF ou YR et YF/YR. Nous avons ainsi obtenu les plasmides pETY-TMI
(sens), pETY-HTAI1 (sens), pETY-HTU1 (sens) et pETY-TMI (antisens), pETY-HTAI,
(antisens), pETY-HTU!1 (antisens).

D - CONDITIONS D’EXPRESSION

Deux souches ont été utilisées: la souche BL21 (DE3) dont les principales caractéristiques
sont présentées dans le chapitre IV et la souche B834(DE3)pLysS (souche parentale de BL21)
qui présente de nombreux avantages par rapport a la souche BL21 (Doherty et al., 1995). En
effet, cette souche est capable d’exprimer une plus grande variété de génes sous contréle du
promoteur de la T7 polymérase. Sa vitesse de croissance est deux fois plus rapide que celle de
la souche BL21. Enfin, la souche B834(DE3)pLysS contient le plasmide pACY184(pLysS)

qui confére la résistance au chloramphénicol et code pour le lysozyme T7. Cette enzyme
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inhibe le niveau basal d’expression de la T7 polymérase avant induction par I'I[PTG (Studier
& Moffat; 1986). Cette précaution évite les problemes dus a une éventuelle toxicité de la
protéine cible. En effet, le risque est que des bactéries mutées non productrices puissent se
multiplier au détriment des cellules dont la croissance dans le milieu de culture sera limitée
par la présence de la protéine toxique.

La souche de E. coli [BL21 (DE3) ou B834(DE3)pLysS], transformée par le plasmide
pET-TM, pET-HTA ou HTU (stockée a -80°C selon la méthode décrite dans le paragraphe
VIL D. 1. b), est étalée sur une boite de pétri contenant du LB agar et de I'ampicilline a 200
pg/ml puis incubée & 37°C durant 12 heures. Une colonie est mise en préculture dans 5 ml de
milieu LB en présence d’ampicilline (50 pg/ml) et incubée durant 12 heures a 37°C. Une
aliquote sera prélevée pour réaliser I'expression de la protéine T, dont les conditions de
culture sont définies de la fagon suivante:

- 20 ml de milieu LB,

- culture 4 37 °C (250 rpm) jusqu’a ce que |’absorbance a 600 nm atteigne 0,5,

- carbénicilline (150 pg/ml),

- induction de la synthése de la protéine recombinante par addition d’IPTG (0.4 mM final),

- culture a 37 °C durant 2 a 3 heures.

Des échantillons de 1 ml de culture sont prélevés a différentes périodes aprés induction.
Les bactéries sont centrifugées 2 min a 3000 g (Eppendorff) puis retirées dans 100 pl de
tampon de dépot (Laemmli 1970). Aprés chauffage a 100 °C (2 min), 10 ul d’échantillon sont
analysés par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. Les protéines sont

révélées au bleu de Coomassie ou analysées par Western-blot.
IX - EXPERIENCE DE GEL RETARD

La technique de gel retard permet la mise en évidence de la formation d’un complexe
ADN-protéine par la diminution de sa mobilité électrophorétique par rapport a I’ADN seul. La
réaction s’effectue par ’incubation d’un fragment d’ADN (au maximum de 300 pb) marqué
au phosphore 32 avec un extrait nucléaire. Le ou les complexes formés sont séparés de la
sonde libre sur un gel de polyacrylamide en conditions non dénaturantes. Il est & noter que les
sondes utilisées doivent étre de taille inférieure a 300 pb afin de détecter toute variation de
leur mobilité électrophorétique et d’éviter la présence de plusieurs sites potentiels

d’interaction avec des protéines de feuille de pois selon la technique de Green et al. (1987).
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A - FABRICATION ET MARQUAGE DES SONDES

1 - Hybridation des oligonucléotides monomériques complémentaires

Les oligonucléotides double brin utilisés comme sonde, correspondent a des fragments de
la région promotrice du géne codant pour la protéine T. Chaque oligonucléotide possede, a
son extrémité 5°, trois thymidines qui seront nécessaires au marquage de la sonde. Ainsi, dans
un volume de 10 ul, les oligonucléotides sens sont hybridés, dans des proportions
équimolaires, avec leurs complémentaires, dans un tampon d'hybridation [Tris-HCI 40 mM
(pH 7.5), MgCl, 20 mM, NaCl 50 mM]. La réaction d'hybridation est réalisée par une
incubation de 2 min a 85°C dans un bloc chauffant (Bioblock). Puis le bloc est placé a

température ambiante afin d'approcher la température finale de 35°C.

2 - Marquage et purification de I’oligonucléotide double brin

Vingt ng d’oligonucléotides sont marqués dans des conditions citées ci-dessous:

- 4 pl de tampon 5 fois concentré [Tris-HCI 200 mM (pH 7.5), MgCl, 100 mM, NaCl
250 mM, DTT 5 mM].

_ 50 uCi de o~ P]- dCTP (10mCi / ml, 3000 Ci : mmole, Amersham),

- 8 unités d'ADN polymérase T7.

La réaction est conduite dans un volume final de 20 ul a 37°C pendant 30 min. Aprés avoir
augmenté le volume avec 20 pl d’eau, la réaction est stoppée par ajout d’un volume de
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) et un volume de chloroforme/alcool
isoamylique (équilibré a pH 8 par Tris-HCI). La sonde est alors purifiée sur une colonne
Séphadex G-25 (Boehringer). Aprés avoir correctement resuspendu la colonne, le tampon
STE [Tris 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM, NaCl 0,1 M] est €lug, dans un premier temps, par
simple gravité puis, dans un second temps, par une centrifugation de 2 min a 1100g (rotor GS-
4). L*éluat est alors éliminé tandis que la colonne est maintenue verticalement. La sonde est
alors déposée délicatement sur le sommet de la colonne, puis centrifugée durant 4 min a
1100g (rotor GS-4). Les oligonucléotides non incorporés sont retenus par la colonne alors que
la sonde est récupérée dans I’éluat. L’ADN marqué ainsi purifié est stocké a -20°C. La

quantité de radioactivité incorporée est mesurée par effet Cerenkov.
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B - PROTOCOLE EXPERIMENTAL D’UN GEL RETARD

Les expériences de gel retard sont réalisées suivant le protocole établi par Fried et Crothers,
(1981). Le mélange réactionnel de 10 pl est effectué de la fagon suivante:

A la sonde marquée (20 000 a 40 000 cpm), sont ajoutés successivement, du tampon
[HEPES/KOH 25 mM (pH 7.9), EDTA 1 mM, DTT 1 mM, KCI 50 mM, glycérol 10 % (v/v)],
2 pg de poly (dI-dC).poly (dI-dC) (compétiteur aspécifique) puis 3 pg d’extrait protéique pour
un volume de 10 pl.

L’ensemble est incubé a température ambiante durant 20 min. Il est & noter qu” un témoin
ne contenant par d’extrait nucléaire est toujours réalisé. De plus, pour des expériences de
compétition avec une sonde froide spécifique ou aspécifique en excés (10 a 100 fois), une
préincubation de 5 min a température ambiante est auparavant effectuée sans la sonde chaude.
Les complexes nucléoprotéiques sont immeédiatement analysés par séparation
¢électrophorétique sur un gel de polyacrylamide en condition non dénaturante.

Le gel de polyacrylamide 6% (rapport acrylamide/bisacrylamide 29/1) est préparé dans du
tampon TBE 0.5 fois concentré [Tris-base 50 mM, acide borique 43 mM, EDTA 1 mM (pH
8.0)]. Le gel est préchauffé durant 20 min, & 80 volts. Les échantillons ainsi que du bleu
témoin de migration [bleu de bromophénol 0.025% (m/v), xyléne cyanol FF 0.025% (m/v),
glycérol 3 % (v/v)] sont déposés dans les puits du gel pour subir une électrophorése durant 2
heures, sous une tension de 140 volts. Le gel est alors séché sur papier Watmann puis exposé

en présence d'un film autoradiographique Pmax (Amersham) a -80°C.
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chapitre I: Détermination et analyse de la structure primaire de la protéine T

CHAPITRE I
DETERMINATION ET ANALYSE DE LA STRUCTURE

PRIMAIRE DE LA PROTEINE T

Au cours de ce chapitre, nous décrirons comment il a été possible de déterminer la
structure primaire de la protéine T du complexe de la glycine décarboxylase. Dans un premier
temps, nous décrirons briévement les étapes chromatographiques qui ont conduit a I’obtention
de la protéine T purifiée. Celle-ci a permis la fabrication d’anticorps polyclonaux dirigés
spécifiquement contre la protéine T et également d’entreprendre une étude approfondie de la
protéine a l'aide en particulier de la spectrométrie de masse. L’obtention d’anticorps
spécifiques a permis le criblage d’une banque d’ADNc dans Agtl1l qui a abouti a I’isolement

et a la caractérisation d’ADN complémentaires correspondant a la protéine T.

I - PURIFICATION DE LA PROTEINE T

A - ETAPE DE PURIFICATION

La purification de la protéine T a été réalisée selon le protocole mis au point au laboratoire
(Bourguignon et al., 1988) a partir de mitochondries purifiées de feuilles de pois qui sont
capables d’oxyder trés rapidement la glycine a des vitesses de "ordre de 250 nmoles d’0O,
consommées par min et par mg de protéines mitochondriales. L ouverture ménagée de ces
mitochondries suivie d’une ultracentrifugation, permet de libérer les protéines matricielles
(protéines solubles) qui comprennent toutes les enzymes impliquées dans 1’oxydation de la
glycine et de les séparer des protéines membranaires (Neuburger ef al., 1986). Les protéines
de masse moléculaire élevée qui sont retenues et concentrées sur une membrane
d’ultrafiltration Amicon XM 300, oxydent rapidement la glycine en présence de NAD" et de
HyPteGlu (Neuburger et al., 1986). L’oxydation de la glycine par I’extrait matriciel est mise
en évidence a 25°C en mesurant la formation de NADH sous argon en présence de glycine 20
mM, de NAD" 2 mM, de pyridoxal-phosphate 20 uM et d’un large exces de H,PteGlu 400
UM.
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A partir de cet extrait matriciel, la purification de la protéine T du complexe de la glycine
décarboxylase se déroule en deux étapes, une chromatographie sur colonne Séphacryl S-300
suivie d’une chromatographie d’échanges d’anions sur colonne mono Q HR 5/5 (Pharmacia).

[’extrait matriciel filtré est déposé sur une colonne Séphacryl S-300 (Pharmacia)
équilibrée avec un tampon contenant 50 mM KCI (Cf. Matériel et méthodes). Au cours de
cette chromatographie sur gel de filtration, les protéines sont €luées en fonction de leur masse
moléculaire. Ainsi, contrairement & la pyruvate deshydrogénase qui est un complexe
relativement stable, élué dans les toutes premiéres fractions, le complexe de la GDC se
dissocie car les protéines P, L, T et H sont éluées, a 4°C, en 3 fractions (figure 12A). Ainsi, en
se basant sur I’analyse d’un gel de polyacrylamide en présence de SDS (figure 12B) on
distingue successivement la fraction lourde contenant la SHMT et la protéine P, puis la
fraction intermédiaire avec la protéine L et enfin la fraction légére qui contient les protéines T
et H:

Pour retrouver 1’activité d’oxydation de la glycine, il est nécessaire de recombiner les trois
fractions éluées. Par la suite, 1’activité de la protéine T est mesurée au spectrophotometre par
réassociation de celle-ci avec les autres protéines du complexe.

La protéine T est purifiée & homogénéité en déposant une aliquote de la fraction légére (6
mg de protéines) sur une colonne chromatographique mono Q HR 5/5 (Pharmacia)
échangeuse d’anions (Cf. Matériel et méthodes). Les protéines T et H sont éluées a 4°C et a
pH 7.5 par un gradient linéaire croissant de K-phosphate. A ce pH, la protéine T chargée
positivement, n'est pas retenue par la colonne et est éluée immédiatement apres le volume
mort. Par contre, la protéine H est éluée a une concentration de K-phosphate plus élevée
(environ 210 mM).

L’analyse de 1’éluat contenant la protéine T, sur un gel de polyacrylamide dans des
conditions dénaturantes (en présence de SDS), montre une masse moléculaire de 43 = 1 kDa.
De plus, 'étude par chromatographie sur gel de filtration et sur gel de polyacrylamide dans
des conditions non dénaturantes (la masse moléculaire de la protéine T native obtenue est de
45 kDa) indique que la protéine T est composée d’un seul polypeptide (monomere). La
protéine T ainsi purifiée & homogénéité (en quantités importantes), a permis d’une part de
fabriquer des anticorps spécifiques dirigés contre cette enzyme et d’autre part, d’aborder

I"étude de sa structure primaire.
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Figure 12:

A) Fractionnement des protéines matricielles de feuilles de pois par chromatographie sur une colonne
de Séphacryl S-300. Approximativement 170 mg de protéines ont été déposées sur la colonne (2,5 cm x 90
cm; débit: 0,3 ml/min). Le volume des fractions collectées est de 1,5 ml. Fl (fractions légéres), Fi (fractions
intermédiaires), FL (fractions lourdes).

B) Analyse par gel dénaturant de polyacrylamide (7,5-15 %) coloré au bleu de Coomassie des fractions
éluées de la colonne Séphacryl. 15 pl de chaque fraction ont été déposés sur le gel. P, L, T et H représentent
les différentes protéines de la glycine décarboxylase; SHMT, la sérine hydroxyméthyltransférase.

Il est a noter que la protéine T a forte concentration (> 5 mg/ml) est instable en raison de
phénoménes d’agrégations irréversibles. Cette protéine semble étre stabilisée lorsqu’elle se
trouve en présence de la protéine H (Cf. paragraphe V). Plus récemment, nous avons montré

que le milieu de dilution de la protéine T joue un réle extrémement important. En effet, en
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présence de tampon d’acétate d’ammonium 0,1 M (pH 7.5), la protéine T peut étre concentrée

jusqu’a des valeurs de 10 mg/ml sans qu’elle ne s’agrége.

B - PREPARATION D’ANTICORPS POLYCLONAUX DIRIGES CONTRE LA PROTEINE T
ET ANALYSE IMMUNOLOGIQUE

Les anticorps de lapin dirigés contre la protéine T ont été obtenus a partir de la protéine T
purifiée extraite des mitochondries de feuilles de pois. La protéine T pure et dénaturée (300
lg par injection) est injectée a des lapins 4 fois de suite a 3 semaines d’intervalle sous la
forme d’une émulsion contenant un adjuvant de Freud.

I’analyse selon la technique de « Western blot » a permis de tester la spécificité du sérum
obtenu. Pour ce faire, trois préparations contenant respectivement un extrait total de protéines
de feuilles de pois obtenu par extraction phénolique (Cf. Matériel et méthodes), un extrait
matriciel et la protéine T pure, sont séparées sur gel de polyacrylamide puis transférées sur

une membrane de nitrocellulose (figure 13).

|(kDa)

97.4

66.2

45.0

214
14.4

Figure 13: Analyse par Western-blot de la spécificité des anticorps anti-protéine T. Migration sur gel
dénaturant de polyacrylamide (7,5-15%), d'un extrait matriciel de mitochondries de feuilles de pois: 50 pg (1 et
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4), d'un extrait total de protéines de feuilles de pois: 100 pg (2 et 5), de la protéine T purifie: 2 pg (3 et 6) A)
Gel ayant subi une coloration au bleu de Coomassie. B) Membrane de nitrocellulose aprés transfert et incubation
avec un sérum dirigé contre la protéine T (dilution 1/20 000 dans un milieu TBS, contenant du Tween 20 a
0.05g/1)

Les anticorps réagissent avec une protéine dont la masse correspond a celle de la protéine T
(43 kDa). Cette étude démontre également que la protéine T n’a pas subi d’attaque
protéolytique au cours des différentes étapes de purification puisque aucun fragment
provenant d’une éventuelle protéolyse n’est observé. Il faut souligner que le bruit de fond est
faible, notamment au niveau de [’extrait total de protéines de feuilles, preuve d’une bonne

spécificité des anticorps.

C- MICROSEQUENCAGE DE LA PROTEINE T

Afin d’obtenir des informations concernant la structure primaire de la protéine T, nous
avons entrepris de séquencer la région aminoterminale de la protéine T purifiée. Dix
microgrammes environ de protéine T ont €té analysés par dégradation d’Edman. Nous avons
ainsi obtenu la séquence des 40 premiers résidus acides aminés: Ala-Thr-Glu-Ser-Glu-Leu-
Lys-Lys-Thr-Val-Leu-Tyr-Asp-Phe-His-Val-Ala-His-Gly-Gly-Lys-Met-Val-Pro-Phe-Ala-
Gly- Trp-Ser-Met-Pro-Ile-GIn-Tyr-Lys-Asp-Ser-Ile-Met-Asp. De plus, la protéine T a subi un
clivage chimique par le bromure de cyanogéne qui coupe la chaine peptidique du coté
carboxyterminal des résidus méthionines (Cf. paragraphe III. B). Les 10 peptides obtenus (60
ng) ont été purifiés par HPLC préparative. Certains de ces fragments, notamment un peptide
de 11 acides aminés, ont été entiérement séquencés par dégradation d’Edman. La séquence
obtenue est la suivante: Pro-Phe-val-pro-Thr-Lys-Tyr-Tyr-Lys-Pro-Ser. Les résultats
présentés dans ce paragraphe ne sont que partiels. Une étude beaucoup plus approfondie de la
structure primaire de la protéine T a été réalisée. Celle-ci sera présentée ultérieurement.

La purification de la protéine T a permis d’obtenir d’une part, des anticorps spécifiques et
d’autre part, des informations concernant la structure primaire de la protéine (51 acides
aminés de la protéine). Nous avons donc en notre possession tous les outils et les
renseignements nécessaires pour nous permettre d’entreprendre a ’aide de ces anticorps, le
criblage d’une banque d'expression dans Agt 11 afin d’isoler ’ADNc correspondant a la

protéine T.
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II - ISOLEMENT DE L’ADN COMPLEMENTAIRE (ADNc) CORRESPONDANT A LA
PROTEINE T

A - CRIBLAGE D’UNE BANQUE D’EXPRESSION DANS AGT 11 A L’AIDE DES
ANTICORPS DIRIGES SPECIFIQUEMENT CONTRE LA PROTEINE T.

1 - Caractérisation d’un ADNc de taille incompléte correspondant 2 la protéine T

(TD3)

L’utilisation d’anticorps polyclonaux monospécifiques, dirigés contre la protéine T, a servi
4 cribler une banque amplifiée d’ADNc dans Agt 11. Cette derniére avait été fabriquée a partir
d’ARN messagers provenant de jeunes feuilles de pois dgées de 8 jours (Macherel ef al.,
1990). Le criblage a été réalis¢ sur 8x10° phages recombinants. L’immunodétection nous a
permis de déceler 13 plages de lyses positives. Les clones correspondant a ces plages ont
ensuite, été purifiés par trois cycles successifs de criblage. A ce stade, la totalité des plages de
lyses présente alors une réponse positive a I’immunodétection. L’ADN phagique des
différents clones positifs a été purifié. Malheureusement, la digestion de ceux-ci par les
enzymes de restriction EcoRI ou NofI n’a pas toujours révélé I'insert qu’ils contenaient. Un tel
résultat était surprenant car ces deux sites sont présents théoriquement dans des adaptateurs
ajoutés aux deux extrémités de chaque insert lors de la construction de la banque d’ADNc¢
dans Agt 11 en vue de faciliter les sous-clonages ultérieurs. Par la suite, en séquengant certains
clones nous avons constaté que 1’un des adaptateurs était absent rendant de ce fait impossible
le sous-clonage des inserts. La taille approximative des ADNc a pu, cependant, étre
déterminée par amplification a I’aide de la taq polymérase et de deux oligonucléotides
complémentaires spécifiques de Agt 11 situés de part et d’autre de ’insert. Le plus grand
insert obtenu (nommé TD3) a une taille approximative de 500 pb (figure 14). Cette taille
légérement surestimée est due a la portion du phage Agt 11 amplifi¢ avec I'insert. Ce dernier a

¢été sous-cloné dans le plasmide pUC 18.
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. Not 1/Eca R1 7 Eco RI/Notl
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oligonucléotide 1 oligonucléotide 2
« sens » spécifique de « antisens » spécifique de
"Agtll Agtll

Amplification de I’insert
par PCR

(A)

Not 1/Eco RI? Eco RI/Not | Fragment TD3
d’une taille de
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oligonucléotide A oligonucléotide B
« sens » spécifique de « antisens » spécifique de
I"insert TD3 ’insert TD3
(A) Amplification de I’insert (B)
par PCR
(©)
- . . - caractérisation de la taille du
verlﬁ.ca'tmn de la tall,lc del mseort transerit correspondant a Ia
amplifié sur un gel d’agarose 1% protéine T

Fragment TD3’ d’une
taille de 413 pb

figure 14: Stratégie d’étude du clone isolé. (A) Détermination de la taille des inserts clonés dans Agt 11 par
PCR. (B) L’insert TD3 a permis de déterminer par « Northern-blot » la taille du transcrit correspondant a la
protéine T. (C) L’insert TD3" fabriqué par PCR sera utilisé comme sonde spécifique afin d’isoler I’ADNc¢ de
taille compléte correspondant a la protéine T.

Des expériences d’hybridation (Northern-blot), sur des ARN messagers extraits de feuilles
de pois, ont été effectuées avec I’'insert TD3 marqué au [on-P”]—dCTP. Une population d’ARN
d’une taille de 1,6 kb a été détectée (figurelS). Cette taille est en accord avec la masse

moléculaire de la protéine T de pois déterminée par électrophorese.

71



chapitre 1: Détermination et analyse de la structure primaire de la protéine 4

A B
ARN
poly A’
(kb)
1,9 —
1

492 b/ 88 <— 500 pb environ 04 —
- 0.3 —

Figure 15:

A) Détermination par PCR de la taille de I'insert TD3 cloné dans le phage. Le fragment TD3 a été
amplifié a I'aide de deux amorces complémentaires spécifiques du phage Agt11 selon une technique décrite dans
« Matériel et méthodes ». M: marqueurs de taille des ADN (n x123 pb).

B) Détermination de la taille du transerit correspondant a la protéine T de pois par hybridation du
fragment amplifié¢ in vitro (TD3) sur les ARNm isolés de feuilles de pois. Les ARN poly At (3 pg)
proviennent de feuilles chlorophylliennes.

2 - Validation de P’identité du clone TD3

Le séquencage complet de I’ADNc (413 pb), présenté dans la figure 16 a été effectué sur
les deux brins en utilisant deux amorces spécifiques du plasmide pUC 18 (« universal
primer » et « reverse primer »). La déduction de sa séquence en acides aminés, a 1’aide du
programme « translate » de PCGENE (Intelligenetics), montre que I’ADNCc possede un cadre
de lecture ininterrompu de 144 pb suivi d’un site de terminaison de traduction TAG
caractéristique. L’identité de ce clone est confirmée par la comparaison de la séquence
peptidique correspondant a I’ADNc, avec celle d’un peptide interne de 11 résidus acides
aminés obtenus aprés digestion chimique au bromure de cyanogéne et microséquengage de la
protéine T purifiée (Cf. paragraphe I-C). Le fragment peptidique microséquencé correspond a
la partie carboxyterminale de la protéine T déduite de I'ADNc TD3. Ces résultats confirment
que I’ADNe (TD3) isolé correspond bien & la protéine T. De ce fait, cet ADNc sera utilisé par
la suite comme sonde, afin de réaliser une autre série de criblages qui nous permettra d’isoler

un ADNCc de taille compléte.
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10 20 30 40 50 60

AAGAAGAACATAGCTATTGGATATGTCAAATCTGGATTGCACAAAGCAGGTACCAAAGTARAGATCATT
LysLysAsnIleAlaIleGlyTyrVallLysSerGlyLeuHisLysAlaGlyThrLysVallLysIleIle

70 80 90 100 110 120 130

i | l | | | |

ATTCGAGGTAAACAGAATGAAGGAGTTGTCACGAAAATGCCGEGTTCGTACCCACARRATACTATAAGCCT
IleArgGlyLysGlnAsnGluGlyValValThrLysMETProPheValProThrLysTyrTyrLysPro

140 150 160 170 180 180 200

| | | | I | I

TCATAGTTTGCTGCAGCATTTCCCATTTCTTGACTAATTTTCCCATARACTGAGTGTTACATAAATGTT
ey *

210 220 230 240 250 260 270

| | | | | I I

AATGTCGTTATTATGTTTCTCATGTCAAGTACAAGGCTTCATCTTGATTCATAACTCAATTTCTTTTCA

280 290 300 310 320 330 340

| l | | l | |

AACATGTATTGCTTGAACTTGATGTTATCATGAATTTTTTCCAATATTTCCCCCTGTGTGTACTGTGCT

350 360 370 380 390 400 410

| 1 | | | I |

ATTTTGAGGCCTGTTTTTCATTCAATAGTAGCTATTCATATAAGACTAAATCTGAATAATATAATAAT

Figure 16: Séquence nucléotidique de ' ADNc du clone TD3 correspondant a la région carboxy-terminale
de la protéine T impliquée dans le complexe de la glycine décarboxylase de feuilles de pois ainsi que sa
séquence protéique déduite. La séquence peptidique soulignée correspond a la région C-terminale de la
protéine T, obtenue aprés digestion au bromure de cyanogéne de la protéine T pure et aprés analyse d’un de ses

2

peptides par dégradation d’Edman. La séquence nucléotidique non traduite correspond a la région 3 non
codante de I’ADNc correspondant a la protéine T,

B - CRIBLAGE DE LA BANQUE D’EXPRESSION DANS AGT 11 A L’AIDE DE L’ADNc
D3’

1 - Caractérisation d’un ADNc de taille compléte correspondant a la protéine T

Le criblage de la banque a été réalisé sur 8 000 phages par des expériences d’hybridation
avec 'insert TD3® marqué au [o-P**]-dCTP (figure 14). Deux clones positifs nommés TA1 et
TB2 ont ainsi pu étre décelés. Ces clones correspondant aux plages de lyses ont ensuite été
purifiés par trois cycles successifs de criblage. A ce stade, toutes les plages de lyses
s’hybrident avec la sonde TD3’. Les inserts contenus dans ces clones ont ét¢ amplifiés par
PCR a I'aide de primer spécifiques de Agtl1 et leurs tailles, estimées sur gel d’agarose. TAl

et TB2 ont une taille respectivement de 1,5kpb et de 1,8kpb (figure 17). Ces tailles, bien que
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légérement surestimées (du fait de I’amplification d’une partie du phage), s’approchent de la

taille du transcrit déterminée auparavant par Northern blot.

Figure 17: Détermination de la taille des
M TA1TB2 inserts TA1 et TB2 clonés dans le phage
par amplification in vitro (PCR). Les
fragments TA1 (1.5 kpb) et TB2 (1,8 kpb)
ont été¢ amplifiés a ’aide de deux amorces
complémentaires spécifiques du phage

2100 pb : -

L. Agtll selon une technique décrite dans
1600 pb — « Matériel et méthodes ». M: marqueur de
1000 pb — taille des ADN (1 kpb).

500 pb

Par la suite, les ADN des phages recombinants ont été isolés puis digérés par I'enzyme de
restriction EcoRL Le résultat montre que les clones TA1 et TB2 ont une taille réelle de 1,2
kpb et 1,5 kpb. La taille de I’ADNc TB2 étant proche de celle de I’ARN messager (1,6 kb)
détectée par hybridation avec TD3, il est vraisemblable que I’ADNc correspondant a la

protéine T soit complet.

2 - Validation et détermination de la séquence primaire de la protéine T déduite de

I’ADNe¢

a - Stratégie de séquencage de I'ADNe codant pour la protéine T

Les fragments d”ADN des clones TA1 et TB2 obtenus par digestion enzymatique (EcoRI)
ont été sous-clonés dans le vecteur pUC 18, puis séquencés. Le séquengage des extrémités 5
et 3° de I’ADNc a été effectué a I’aide des amorces du plasmide pUC 18. Le reste de la
séquence a 6té déterminé progressivement a I'aide d’oligonucléotides de synthese
complémentaires de 1I’ADNe. Les deux brins complémentaires de chaque clone ont ainsi été
entierement séquencés. La stratégie de séquengage ainsi que les sites de restriction présents

dans la séquence nucléotidique sont présentés dans la figure 18.
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EcoR 1 Hind III Kpn | EcoR I

200 pb
=0 PP)

figure 18: Carte de restriction et stratégic de séquengage de I’ADNc¢ correspondant a la protéine T
de pois (var. Douce provence). La région codant pour la protéine T mature est représentée en noir. La région
codant pour le peptide leader est en gris alors que les régions non codantes sont non colorées. Les fleches
indiquent la direction et la taille du fragment séquencé. Les fleches symbolisées par —> représentent
respectivement les régions séquencées a |'aide des amorces M13 universelles et complémentaires et, par

®——> cclles séquencées a I'aide d’amorces de synthéses, complémentaires de I'’ADNc correspondant
4 la protéine T. La position des différents clones (TD3, TA1 et TB2) est également représentée.

b - Analyse de la séquence de |’ ADNc

La séquence compléte des ADNc TA1 (1224 pb) et TB2 (1430 pb) a ét¢ analysée. La
séquence présentée dans la figure 19 est la combinaison des trois séquences correspondant aux
clones TD3, TA1 et TB2. L’ADNc correspondant & la protéine T a une longueur de 1562 pb et
posséde un cadre de lecture de 1223 pb. La séquence peptidique aminoterminale de 40 acides
aminés (commengant avec un résidu Alanine) obtenue par le microséquencgage de la protéine
T mature purifiée, est parfaitement homologue a une portion de la séquence primaire de la
protéine déduite de I’ADNc. Le premier résidu méthionine dans le cadre de lecture se
positionne 30 acides aminés (nucléotides 67-69) en amont du début de la protéine mature
(résidu alanine). Cela indique que I’ADNc présente une région 5° non traduite de 66
nucléotides et que la protéine est synthétisée probablement avec une préséquence
aminoterminale de 30 acides aminés (PM: 3347 Da). De plus, la présence a 2 codons en

amont de ce résidu méthionine, d’un codon stop confirme la taille de cette préséquence.
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Contrairement 4 de nombreuses protéines de plantes (Litcke er al., 1987), le résidu
méthionine n’est pas suivi d’un résidu alanine. En effet, la séquence nucléotidique située
autour du codon d’initiation (GAAAATGAG) est légérement différente de la séquence
consensus proposée (AACAATGGC) pour linitiation de la traduction chez les plantes
(Litcke et al., 1987). Le cadre de lecture ininterrompue code pour un polypeptide de 40961
Da. Ce résultat est en accord avec la valeur de 43000 Da obtenue avec la protéine T
mitochondriale sur un gel de polyacrylamide (Bourguignon er al., 1988). Toutefois, il est a
noter que la région 3’ non codante de 269 nucléotides ne comporte ni la séquence de
polyadénylation typiquement eucaryote (AATAAA) (Proodfoot et Browlee, 1976), ni la
queue poly (A). Dans ces conditions, il est probable que la région 3’ non codante de I’ADNc

soit incompléte.

10 20 30 40 50 €0

| | | | I i
ATTCACTCCGAACTCAATCAACARACCAATCTCTTGTTTGAATATTTGAGATATTTTGCTTAGAAAATG
MET

70 80 S0 100 110 120 130

| J l I ! | |

AGAGGGGGETTTGTGECAACTTEGGCCAATCGATCACTCGCCGTCTTGCGAACGGRAGGAGATAAGAAGGCT
- 29 ArgGlyGlyLeuTrpGlnLeuGlyGlnSerIleThrArgArgLeuAlaAsnGlyGlyAspLysLysAla

140 150 160 170 180 190 200

| l | | l | |

GTTGCGCGECCATCTTTCGCTACAGAATCTGAGC TGAAGAAGACAGTTCTGTATGACTTCCATGTTGCT

-6 ValAlaArgArgCysPheAlaThrGluSerGluleulyslysThrValLeuTyrAspPheHisValAla
210 220 230 240 250 260 270

| I ] | | | |

CATGGTGGAAAGATGGTTCCTTTTGCTGEGTTGGAGTATGCCTATTCAATACABRAGACTCAATCATGGAC
18 HisG1l 3 ME ProPhe rpSerMET InTyrLysh IleM

280 290 300 310 320 330 340

| | | | | l |

TCAACGTTARACTGTAGACAGAACGGTAGTCTTTTCGATGTTTCTCATATGTGTGGTCTTAGTCTCAAG
41 SerThrlLeuAsnCysArgGlnAsnGlySerLeuPheAspValSerHisMETCysGlyLeuSerLeulys

350 360 370 380 390 400 410

| | | | I | |

GGAAAGGATGTTATTTCGTTCCTTGAGAAGCTTGTCATTGCGGATGTTGCTGCTCTTGCCAACGGAACC

420 430 440 450 460 470 480

GGGACTTTGACTGTTTTCACTAATGAAALGGGAGGGGCGATCGATGATTCTGTGATTACTAAGGTGACA
87 GlyThrLeuThrValPheThrAsnGluLysGlyGlyAlalleAspAspSerValIleThrLysVa 1Thx
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490 500 510 520 530 540 550

| | | | | | |

GAGGATCATCTTTACTTGGTTGTCAATGCTGGGTGCAGAGATARAGATTTGGCTCATATTGAGGAGCAT
110 GluAspHisLeuTyrLeuValValAsnAlaGlyCysArgAspLysAspLeuAlaHisIleGluGluHis

560 570 580 550 600 610 620

| | | | | I |

ATGAAGGCATTCAAGGCCARAAGGCGGTGATGTGTCGTGGCACATTCACGATGAGAGATCTCTACTCGCT

133 METLysAlaPheliysAlalysGlyGlyAspValSerTrpHisTleHisAspGluArgSerleuleulla
630 640 650 660 670 680 690

| [ l | | | |

CTTCAGGGTCCTCTTGCTGCTCCTGTTCTTCAACATCTGACARAAAGAGGATTTGAGCAAGCTGTACTTT

156 LeuGlnGlyProleuAlaAlaProVallieuGlnHisLeuThrLysGluAsplLeuSerLysLeuTyrPhe
700 710 720 730 740 750

| | | | l |

GEGGGAGTTCCGCETGTTGGACATCAATGGCTCGCAGTGCTTTCTCACACGGACAGEGGTACACTGGTGAA
179 GlyGluPheRArgValLeuAspIleAsnGlySerGlnCysPheLeuThrArgThrGlyTyrThrGlyGlu

760 770 780 780 800 810 820

GATGGATTTGAGATCTCAGTTCCTTCAGAGCATGGAGTTGAACTTGCCAAGGCACTGCTGGARARATCT
202 AspGlyPheGluIleServValProSerGluHisGlyValGluLeuAlaLysAlaLeuLeuGluLysSer

830 840 850 860 870 880 890

GAAGGGAAAATAAGATTGACAGGACTCGGTGCTAGAGATAGTCTACGTCTCGAAGCTGGACTGTGCTTA
225 GluGlyLysIleArgLeuThrGlyLeuGlyAlaArgAspSerLeuArgLeuGluAlaGlyLeuCysLeu

900 910 920 930 940 950 960

| | | | | | |

TACGGAAATGACCTGGAACAGCACATTACACCTATTGAAGCAGGACTGACATGGGCTATAGGTAAGAGA
248 TyrGlyAsnAspLeuGluGlnHisIleThrProlleGluAlaGlyLeuThrTrpAlalleGlyLysArg

970 980 990 1000 1010 1020 1030

| l | | | | l

AGGAGAGCAGAAGGTGGTTTTCTAGGAGCTGATGTTATCCTGAAACAGCTCGCAGACGGTCCTTCCATT
271 ArgArgAlaGluGlyGlyPhelLeuGlyAlaAspValIlleLeulysGlnLeuAlaAspGlyProSerIle

1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

| l | | I | l

AGGCETETCGGTTTCATTTCTTCTGGTCCACCTCCAAGAAGCCACAGCGAGATTCAAGATGARGGAGGA
294 ArgArgValGlyPhelleSerSerGlyProProProArgSerHisSerGluIleGlnAspGluGlyGly

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

AACAARCATTGGTGAAGTGACCAGTGGTGGATTCAGTCCTTGTCTCAAGAAGARCATAGCTATTGGATAT
317 AsnAsnIleGlyGluValThrSerGlyGlyPheSerProCysLeulLysLysAsnIleAlaIleGlyTyr

1180 1150 1200 1210 1220 1230 1240

I | | | | | l

GTCAAATCTGGATTGCACAAAGCAGGTACCAAAGTAAAGATCATTATTCGAGGTAAACAGAATGAAGGA
340 ValLysSerGlyLeuHisLysAlaGlyThrLysValLysIleIleIleArgGlyLysGlnAsnGluGly
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1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310

l | | | | | |

GTTGTCACGARAATGCCGTTCGTACCCACARAATACTATAAGCCTTCATAGTTTGCTGCAGCATTTCCC
363 ValvalThrLysMETProPheV roTh rTyr

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380

| | | ] | | 1

ATTTCTTGACTAATTTTCCCATARACTGAGTGTTACATAAATGTTAATGTCGTTATTATGTTTCTCATG

1390 1400 1410 1420 1430 1440

! | | l l l

TCAAGTACAAGECTTCATCTTGATTCATAACTCAATTTCTTTTCARACATGTATTGCTTGAACTTGATG

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510

| | | | | | |

TTATCATGAATTTTTTCCAATATTTCCCCCTGTGTGTACTGTGCTATTTTGAGGCCTGTTTTTCATTCA

1520 1530 1540 1550 1560

ATAGTAGCTATTCATATAAGACTAAATCTGAATAATATAATAAT

Figure 19: Séquence nucléotidique de I’ADNe correspondant a la protéine T impliquée dans le
complexe de la glycine décarboxylase et sa séquence en aminoacides déduite de la séquence nucléotidique.
La séquence nucléotidique est la combinaison de la séquence des 3 clones: TB2 (nucléotides 1-1430), TAI
(nucléotides 232-1456), et TD3 (nucléotides 1150-1562) (voir figure 18). La séquence peptidique déduite, est
écrite sous forme de trois lettres positionnées sous la séquence nucléotidique et, numérotée a partir du premier
acide aminé de la protéine mature. Les acides aminés soulignés représentent les séquences obtenues par
dégradation d’Edman de la région aminoterminale de la protéine T mature et de peptides internes purifiés apres
digestion au bromure de cyanogéne (Cf. paragraphe IIl. B). Les résidus méthionines sont en majuscule et le
codon stop est symbolisé par un astérisque (*).

¢ - Composition globale en acides aminés de la protéine T mature

La composition en acides aminés de la protéine T mature (résidus 1 a 378) déduite de
I’ADNc correspond parfaitement a celle déterminée par hydrolyse acide de la protéine T
mitochondriale purifiée (Cf. tableau 3). Nous pouvons observer la présence d'un grand
nombre de résidus glycine (11,38 %), particuliérement représentés dans la moitié
carboxyterminale de la protéine et une représentation assez importante des acides aminés
hydrophobes (39,42 %). Les résidus chargés représentent 27,23 %, avec notamment une forte
présence de résidus basiques (15,3%). Les autres résidus totalisent seulement 81

représentants, soit 21,44 %.
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Acides aminés
Code Nombre Pourcentage
Analysé Calculé
Asx Asn (N) 11
Asp (D) 21 8.96 8.46
Glx Gln (Q) 9 9.25 8.74

Glu (E) 24
Thr (T) 20 3:53 5.29
Ser (S) 26 6.81 6.88
Pro (P) 14 4.23 3.70
Gly (G) 43 11.60 11.38
Ala (A) 26 7.36 6.38
Cys (C) 6 0.63 1.59
Val (V) 25 6.49 6.61
Met (M) 6 1.44 1.59
Ile (I) 24 3.93 6.35
Leu (L) 39 10.62 10.30
Tyr (Y) 9 2.40 2.38
Phe (F) 14 3,18 3.70
His (H) 13 3.27 3.43
Lys (K) 30 7.78 7.94
Arg (R) 15 3.93 3.97
Trp (W) 3 non détecté 0.79

Tableau 3: Composition en acides aminés de la protéine T du complexe de la glycine décarboxylase. La
composition en acides aminés a été analysée aprés hydrolyse acide de la protéine T mature. La composition
calculée est basée sur la séquence en acides aminés déduite d’ADNc correspondant a la protéine T.

Les techniques biochimiques et de biologie moléculaire nous ont donc permis d’isoler et de
caractériser un ADNc dont le cadre de lecture code pour un précurseur de la protéine T de 408
acides aminés. Ce dernier comporte une préséquence de 30 acides aminés suivie d’une
séquence de 378 acides aminés qui correspond a la protéine T mature dont la masse

moléculaire calculée est de 40961 Da.
111 - ETUDE DE LA PROTEINE T A L’AIDE DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE

Afin de confirmer la structure primaire de la protéine T et de détecter d’éventuelles
modifications post-traductionnelles, la protéine T a fait ’objet d’une étude en spectrométrie
de masse. En effet, la spectrométrie de masse s’est avérée, a plusieurs titres, un outil précieux
pour la caractérisation des différentes protéines du complexe de la GDC. Ainsi, elle a permis

de lever une ambiguité survenue entre la séquence nucléotidique de la protéine L établie par
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Turner ef al., (1992b) et celle établie par Bourguignon et al., (1992). De plus, cette technique
est intéressante pour la détermination de modifications post-traductionnelles, notamment elle
a permis de localiser le site de fixation du lipoate sur la protéine H Mérand et al. (1993). Ces
travaux ont été réalisés, en collaboration avec Véronique Mérand Louvet du Laboratoire de

Spectrométrie de Masse des Protéines de I'Institut de Biologie Structurale.

A - DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE DE LA PROTEINE T NATIVE

La protéine T native a été analysée par couplage de la chromatographie haute performance
avec la spectrométrie de masse par électrospray (HPLC/ESI-MS) (Cf. Matériel et méthodes).
L ionisation par les techniques de spray est une technique qui permet une analyse en routine
de molécules de masse de 100 a 200 000Da. De plus, son mode d’ionisation douce ne
provoque pas de fragmentations et permet [I’identification de modifications post-
traductionnelles. Le spectre de masse obtenu (figure 20) montre clairement une série d’ions
multichargés correspondant 4 des molécules portant de 25 a 58 charges. Le spectre de masse,
reconstruit a partir de la série de pics multichargés, donne une masse moyenne de 40 966 + 5
Da. Cette masse mesurée est similaire 4 la masse calculée (40 961 Da) a partir de la séquence
en acides aminés déduite de 1°ADNc (le calcul étant réalisé avec les cystéines sous forme
réduite). La masse moléculaire de la protéine T avait été estimée par chromatographie de
filtration sur gel 4 45 kDa. L’analyse par électrophorése sur gel de polyacrylamide donnait
une masse moléculaire de 43+1 kDa. La mesure par spectrométrie de masse est beaucoup plus
précise que les estimations faites par les méthodes biochimiques classiques. Elle confirme la
séquence de la protéine T. De plus, ce résultat nous montre que la protéine T ne subit
apparemment aucune modification post-traductionnelle. Ce résultat indique que le cofacteur

de la protéine T (le tétrahydrofolate), n’est pas fixé de facon covalente a I’'enzyme.
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Figure 20: Spectre de masse obtenu par analyse HPLC/ESI-MS de la protéine T native purifiée a
partir de mitochondries de feuilles de pois. La charge nette de quelques ions est indiquée au-dessus des pics
qui correspondent a la forme multiprotonnée de la protéine T. Le profil de la masse de la protéine T a été calculé
par déconvolution algorithmique.

B - ANALYSE DES PRODUITS DE LA DIGESTION AU BROMURE DE CYANOGENE DE
LA PROTEINET

Le tableau 4 montre les coupures théoriques de la protéine T au bromure de cyanogene
(CNBr) (Cf. Matériel et méthodes). Dans un premier temps, la protéine T a subi une réduction
et une carboxylation, afin d’éviter que les différents résidus cystéines n’interagissent entre eux
ou avec d’autres résidus au cours des manipulations suivantes. En effet, ces deux réactions
entrainent la rupture des ponts disulfures et la transformation des groupements thiols (S-H)
libres en S-CH,-COOH (Cf. Matériel et méthodes). La masse moléculaire des fragments a été
calculée par informatique (program MacBioSpec: Perkin Elmer Sciex) d’aprés la séquence
déduite de I’ADNc (tableau 4). Pour le calcul des masses, nous avons tenu compte des

groupes carboxyméthyles greffés sur les cystéines.
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N

22 30 39 37 133 367
M M M M M
Fragment résidu carboxy-terminal ~ masse (Da)
1-22 m 2432
m* 2413.8
23-30 m 864.3
m* 846,1
31-39 m 1064,5
m* 1046,3
40-57 m 2052,5
m* 20343
58-133 m 8172,2
m* 8153,3
134-367 m 25328
m* 25309
368-378 - 1326,6

Tableau 4: Fragmentation théorique de la protéine T par le bromure de cyanogéne déduite de la
séquence de ’ADNe. Les valeurs données correspondent aux masses moléculaires moyennes des peptides
en Daltons. m: homosérines; m*: homosérines lactones.

1 - Analyse des fragments de la protéine T par couplage de la chromatographie

liquide avec la spectrométrie de masse par électrospray ou ionspray (HPLC/ESI-MS)

Les polypeptides obtenus aprés digestion au CNBr de la protéine T réduite et
carboxyméthylée ont, tout d’abord, été analysés par HPLC en phase inverse (colonne C8)
couplée a un spectrométre de masse électrospray [Electrospray ionization (ESI) mass
spectrometer]. Cette technique permet d’une part, de séparer les différents peptides d’autre
part, de mesurer leurs masses directement en sortie de colonne HPLC. Les masses des

différents peptides ainsi que leurs temps de rétention sur la colonne sont récapitulés sur le
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tableau 5. Ainsi, I’analyse par HPLC/ESI-MS des fragments de protéine T issus de la coupure
au bromure de cyanogéne a permis d’obtenir de nombreuses informations:

- D’apreés la séquence déduite de I’ADNc, la protéine T comporte 6 résidus méthionines.
Nous avons retrouvé les 7 peptides issus de la coupure au bromure de cyanogéne de la
protéine T (1-22, 23-30, 31-39, 40-57, 58-133, 134-367, 368-378) avec cependant plusieurs
temps de rétentions différents pour chaque peptide. En effet, le clivage chimique modifie la
méthionine carboxyterminale sous forme d’homosérine (notée m) et sous forme d’homosérine
lactone (notée m*). Ces deux formes sont ¢éluées avec des temps de rétention légérement
différents durant la chromatographie. Quant au fragment carboxyterminal de la protéine (368-
378), il ne contient pas de méthionine. Il se distingue donc des autres par sa masse
moléculaire unique.

- Le clivage chimique n’est pas complet. En effet, les résidus méthionines en position 22,
39 et 133 ne réagissent que partiellement avec le bromure de cyanogéne. Ces résidus
apparaissent dans les fragments 1-30, 31-57, 58-367. Ces résultats expliquent pourquoi le
nombre de peptides obtenu n’est pas de 7 mais de 10. Dans ces conditions, les résidus
méthionines non coupés peuvent étre sous trois formes différentes: Met (M), sulfoxyde
méthionine (M*) ou homosérine (m). Toutes les combinaisons possibles sont résumées dans
le tableau 5. Les formules chimiques des homosérines, des homosérines lactones et des
méthionines sulfoxydes sont présentées dans le chapitre Matériel et méthodes.

- Enfin, I’analyse par HPLC/ESI-MS a permis d’établir une cartographie de la protéine T.
En effet, les résultats obtenus montrent que les masses moléculaires de tous les fragments
peptidiques mesurées par cette technique confirment les masses théoriques obtenues a partir

de la séquence primaire de la protéine T déduite de I’ADNc (voir tableau 5).
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fragments  temps de Séquences obtenues par
peptidiques  rétention Masses moléculaires microséquencage
Masses Masses Masses
mesurées moyennes mesurées
théoriques en FAB
min Da
1-22 23,2 2431,1 2432 24320 m ATESELKKTVLYDFHVAHGG
23,5 24125 2413,8 24138 m* K
23-30 18,3 863.5 864,3 863.4 m VPFAGWS
20,3 845.5 846,1 8464 m*
1-30 26,8 32770 32783 mm
26.8 33222 3324,1 M*m
27,5 32587 3 260,1 3260,1 mm* peptide non séquenceé
27.5 33052 3 308.1 M*m*
31-39 7.8 | 063,5 1 064,5 1063,5 m PIQYKDSI
11,7 1 0455 1 046,3 | 046,00 m*
40-57 18,5 2 050,7 2052,5 2051,9 m peptide non séquencé
19,6 2 034,0 20343 2033,5 m*
31-57 22,0 30977 30989 mm
22,0 31440 31447 M*m
22,7 30792 3080,7 mm* peptide non séquencé
22,7 31256 3128,7 Mm
58-133 42,6 81514 8 153,3 m* peptide non séquenceé
58-367 41,0 33495+ 10 33493 Mm#* C*GLSLKGKDVISFLEKLVIAD
33511 Mm VAALANGTGXLTVFXNEKXX
33451 mm AID...
134-367 36,9 25311 £5 25309 m* KAFKAKGGDVSWHIHDERSL
25327 m LALQGPLAAPVLQHLTKEDL..
368-378 16,4 13257 1 326,6 1-325,5 PFVPTKYYKPS

Tableau 5: Analyse physique des fragments obtenus apris clivage de la protéine T au CNBr. Sur le
tableau sont inscrites les masses des différents fragments mesurées par HPLC/ESI-MS et leur temps de rétention.
Les masses de tous les fragments, a ’exception des fragments 58-133, 58-367 et 134-367, sont confirmées par
FAB-MS aprés séparation par HPLC. Sont inscrites également les masses calculées des peptides déduites de
I ADNc et de la dégradation d'Edman. Les symboles m (homosérine) et m* (homosérine lactone) représentent la
nature des méthionines transformées du coté carboxy-terminal des peptides (voir tableau 1). Les peptides ayant
subi un clivage incomplet sont indiqués par un double symbole (mm, M*m, mm*, Mm*); le premier symbole
correspond a la méthionine interne (modifiée ou non) alors que le second représente la nature de la méthionine
modifide se situant dans la région carboxy-terminale du fragment. M et M* symbolisent respectivement la
méthionine et la sulfoxide méthionine (voir tableau 1). C* (dans la région amino-terminale du fragment 58-367)
représente une cystéine carboxyméthylée suite au traitement a I'iodoacétate. X représente des acides aminés non
déterminés lors du séquengage.
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2 - Analyse par FAB (Fast Atom Bombardment) et dégradation d’Edman des
fragments purifiés par HPLC

Malheureusement, 1’analyse par HPLC/ESI-MS ne permet pas de récupérer les peptides,
car 'HPLC est directement couplée au spectrométre de masse. L’analyse en mode FAB
compléte a ce titre les analyses précédemment effectuées car elle permet d’une part, de
microséquencer une partie des fractions obtenues en sortie de colonne HPLC et d’autre part,
de déterminer avec une assez grande précision les peptides de faibles masses moléculaires.
Afin de séparer les différents fragments peptidiques provenant de la coupure chimique au
bromure de cyanogéne, nous avons effectué une chromatographie en HPLC de type
préparative en utilisant une colonne de capacité plus grande. Soixante microgammes environ
de protéine T traitée au CNBr ont été injectés sur cette colonne, puis les différents peptides
ont été élués selon les conditions discutées dans le chapitre Matériel et méthodes. Le profil
d’élution des fragments peptidiques est tout a fait comparable a celui obtenu lors de
’expérience précédente (HPLC/ESI-MS). Les 2 grands peptides facilement identifiables ont
été directement microséquencés. Les petits fragments ont subi une autre chromatographie en
utilisant une colonne de type C18. Ainsi, un tiers des fractions obtenues ont été identifiées par
spectrométrie de masse de type FAB alors que les fractions restantes ont ét¢ microséquencées
par dégradation d’Edman. Les séquences obtenues correspondant aux régions
aminoterminales de ces fragments ainsi que les masses des différents fragments sont
présentées dans le tableau 5.

Toutes les séquences, déterminées par microséquengage des fragments générés par coupure
chimique au CNBr de la protéine T, sont totalement identiques a la séquence en acides aminés
déduite a partir de I’ADNc (figure 19). Notamment, le peptide PFVPTKYYKPS (368-378)
qui correspond a la partie carboxyterminale de la protéine T, nous a permis d’identifier le
clone TD3 lors de la premiére série de criblages (Cf. paragraphe II-A-1). De plus, les masses
obtenues sont parfaitement identiques a celles déduites de la séquence primaire de la protéine
i

Cette technique a donc permis:

- de confirmer la masse de la protéine T native déduite de son ADNCc,

- de confirmer 35% de la séquence peptidique de la protéine T (soit 131 acides aminés sur
378),

- de démontrer 1’absence de modification post-traductionnelle de la protéine T mature.
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IV - ANALYSE DE LA SEQUENCE PRIMAIRE DE LA PROTEINE T

A - QUELQUES PARAMETRES BIOCHIMIQUES DE LA PROTEINE T, DEDUITS DE LA
SEQUENCE EN ACIDES AMINES

1 - Estimation du pH isoélectrique (pI) et de la charge globale de la protéine T

mature au pH matriciel.

Le pl de la protéine T, estimé a I’aide du logitiel PC Gene, est de 7,35. On pourrait donc en
déduire que la protéine T est neutre. Cependant, ces résultats calculés sont en complete
contradiction avec ceux observés par les techniques biochimiques. En effet, comme on a pu le
voir dans le paragraphe I-A, la protéine T est éluée dans le volume mort lors de la purification
sur une colonne Mono-Q HR 5/5 4 pH 7.5. A ce pH (proche du pH matriciel), la protéine est
chargée positivement. Ce résultat est appuyé par la mesure du point isoélectrique de la
protéine T qui, chez le boeuf est de 9,8 et chez le pois semble étre supérieur a 9 (Okamura-
Tkeda ef al., 1982). L’interprétation que 1'on peut apporter est que le logiciel ne tient pas
compte des structures secondaires et tertiaires de la protéine. Certains domaines de la protéine
riches en protéines basiques peuvent étre en surface alors que d’autres renfermant des résidus
acides pourraient étre enfouis au sein de la protéine. Par exemple, si on considére chaque
moitié de la séquence de la protéine T comme un peptide & part enticre, [la moitié
aminoterminale allant de lacide aminé 1 a 189, I'autre moitié constituant la partie
carboxyterminale (190 a 378)] nous remarquons que le pl de chaque moitié est trés différent
de celui de la protéine globale. La moitié aminoterminale présente un pl de 5,78 avec une
charge globale (calculée au pH matriciel) négative (le nombre de charges négatives est
d’environ de 6), alors que celui de la moitié carboxyterminale de 9,66 est fortement basique
(le nombre de charges positives est estimé a 6). Cette derniére valeur est proche de celle
mesurée biochimiquement. Ainsi, globalement, la protéine T allie deux tendances électriques
opposées, basique pour la moiti¢ aminoterminale et acide pour la moitié carboxyterminale. En
regardant la répartition électrique de la protéine, on pourrait de fagon spéculative supposer que

la partie carboxyterminale constitue la zone périphérique de la protéine T.
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2 - Analyse du degré d’hydrophobicité de la protéine T

Le profil d’hydrophobicité de la protéine T de pois (selon la méthode de Kyte et Doolittle,
1982) s’effectue a I’aide d’un logiciel qui calcule, pour un intervalle de 19 acides aminés, le
degré d’hydrophobicité le long de la séquence primaire. La ligne en pointillés détermine la
frontiére entre les domaines hydrophobes et hydrophiles respectivement situés au-dessus et

au-dessous de la ligne (figure 21).
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Figure 21:

A) Profil d’hydrophobicité établi selon la méthode de Kyte et Doolittle (1982) de la séquence primaire
de la protéine T. Le principal pic hydrophile est souligné par un trait (se—).

B) Distribution des acides aminés hydrophobes le long de la séquence primaire de la protéine T pour
un intervalle de 19 acides aminés. Les déterminants antigéniques (=) sont établis selon la méthode de Hopp et
Woods (1981) et se situent entre les acides aminés 269-274, 222-227 et 110-125 (avec pour les deux derniers
cités un pourcentage d’erreur de 30 %).

Une premiére vue d’ensemble sur le profil d’hydrophobicité de la protéine T nous montre
que I’on retrouve les deux domaines distincts de la protéine:

- la moitié aminoterminale comporte principalement 3 pics hydrophobes (résidus 63 a 91
et 140 a 168) séparés par un domaine plus hydrophile (courbe A). De plus, il semble que la
concentration en résidus hydrophobes (A, I, F, L, M, P,V,W) le long de la structure primaire
de la protéine soit beaucoup plus importante dans cette partie aminoterminale que dans la
deuxiéme moitié de la protéine (courbe B).

- la moitié carboxyterminale semble avoir une tendance hydrophile plus marquée,
notamment par la présence d’un pic important (résidus 301 a 322) qui confirme le profil
hydrophile de cette portion de la protéine. Enfin, les prédictions antigéniques possibles
déterminées selon la méthode de Hopp et Woods (1981) sur la séquence primaire de la
protéine T, montrent que les trois régions les plus hydrophiles susceptibles d’étre antigéniques
se situent, pour les deux premiéres dans la région carboxyterminale hydrophile [résidus 269 a
274 (Lys-Arg-Arg-Arg-Ala-Glu) et 222 a 227 (Glu-Lys-Ser-Glu-Gly-Lys)] et pour la
troisieme, dans la partie aminoterminale hydrophobe [de I’acide aminé 120 a 125 (Gly-Cys-
Arg-Asp-Lys-Asp)]. Il est a noter que la premiére région citée posséde une trés forte tendance
antigénique potentielle du fait de sa forte proportion en résidus polaires et de la répétition de

I’acide aminé arginine.

3 - Caractérisation du peptide de transit

Les mitochondries et les chloroplastes importent la plupart de leurs protéines (codées par le
génome nucléaire) sous la forme d’une préprotéine possédant un peptide de transit au niveau
de sa région aminoterminale. Ce peptide de transit permet a la protéine de pénétrer au sein de
I'organite correspondant. Dans la plupart des cas, immédiatement aprés l'import de la
protéine, ce peptide de transit est éliminé grace a des protéases se trouvant dans les organites
(pour une revue voir Moore et al., 1994). Ces peptides se caractérisent par des propriétés
communes, 4 savoir un enrichissement typique en acides aminés hydrophobes et I'absence de

résidus acides. Toutefois, les peptides de transit mitochondriaux et chloroplastiques possedent

88



chapitre |: Détermination et analyse de la structure primaire de la protéine T

des domaines structuraux spécifiques, selon la destination du peptide, qui permettent de les
distinguer. Ainsi, par leur simple contenu en acides aminés mais également par leur contenu
relatif en Ser et Arg (déterminé selon un calcul statistique: fSer > 0,07 + 1.4 x fArg), von
Heijne ef al. (1989) ont pu distinguer (avec 90 % de réussite) les peptides de transit
mitochondriaux et chloroplastiques.

Les peptides de transit mitochondriaux se caractérisent par une trés faible proportion de
glutamate, d’aspartate, d’isoleucine et de lysine et par une forte proportion d’alanine, de
leucine, d’arginine et de sérine (von Heijne et al., 1989). La séquence de transit de la protéine
T obtenue a partir de I’ADNc semble posséder ces caractéristiques:

Le peptide de transit de la protéine T posséde, effectivement, un pourcentage €levé en
arginine (16,6%), en alanine (10%) et en leucine (10%) et ne contient pas ou peu de glutamate
(0%), d’aspartate (3,33%), d’isoleucine (3,33%) et de lysine (6,66%). Il est a noter, cependant
le trés faible pourcentage de sérine et la forte présence de glycine (dont la plupart des
molécules sont disposées par deux). De plus, le résidu arginine fréquemment rencontré aux
positions -2 ou -10 du site de clivage matriciel (von Heijne ef al., 1989) est présent en position
-3 (figure 22). En effet, chez les plantes la position -3 du résidu arginine est généralement
préférée a la position -2 tandis que la position -10 n’est jamais présente (Moore et al., 1994).
On remarque notamment que la plupart des protéines impliquées dans le complexe de la GDC

ossédent a la position -3 une arginine a 'exception de la protéine P qui la présente en
p p

position - 2.

protéines Préséquences

matricielles =3
Psgde-T MRGGLWQLGQSITRRLANGGDKKAVARRCF
Psgde-H MALRMWASSTANALKLSSSSRLHLSPTFSISRCE
Psgdc-L MAMANLARRKGYSLLSSETLRYSFSLRSRAF
PsHSP22 MASSLALKRFLSSGLLSSSFLRPVASSASRSF
PsHSP70* MAATLLRSLQRRNLSSSSVSAFRSLTGSTKTSYATHKLASLTRPFSSRPA
CvmMDH MKASILRSVRSAVRSSSSNRLLSRSF
IbdF1ATPase MAMTGRARSMGFSILQKALSSAQRSNAHRSILCPTLSNSELLRNY
Atecpn60* MYRFASNLASKARIAQNARQVSSRMSWSRNY

figure 22: Préséquences de certaines protéines mitochondriales de plantes. Psgde-T: protéine T de pois;
Psgdc-H: protéine H de pois (Macherel ef al., 1990); Psgde-L: protéine L de pois (Bourguignon et al., 1992);
PsHSP22: protéine HSP22 de pois (Lenne ef al., 1995); PsHSP70*: protéine HSP70 de pois (Watts et al., 1992);
CymMDH: malate deshydrogénase de pastéque (Gietl ef al., 1990); IbdF1ATPase: sous-unité F1 de I’ATPase de
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patate douce (Kimura et al., 1990a); Atcpn60*:Protéine cpn 60 d’arabidopsis (Prasad et al., 1992). L’acide
aminé en caractére gras correspond au résidu arginine rencontré en position - 3 au niveau du peptide de transit
des plantes.

Les peptides de transit mitochondriaux sont composés généralement par 2 domaines
structuraux distincts: une région aminoterminale a caractére amphiphile contenant une hélice
o et un domaine hydrophobe du c6té carboxyterminal. On retrouve ces 2 domaines
caractéristiques au sein du peptide de transit de la protéine T mais disposés de fagon inverse.
En effet, il semble que, contrairement a la plupart des peptides de transit mitochondriaux (et a
ceux des protéines H et P du complexe de la GDC), la région aminoterminale du peptide de
transit de la protéine T est une région hydrophobe suivie de son c6té carboxyterminal par un
domaine capable de former une hélice o. En effet, le moment hydrophobique de la région
aminoterminale (pour un angle de 95° entre les différents acides aminés) est plus €levé que
celui de la partie carboxyterminale. Ce qui suggére que la région aminoterminale pourrait
correspondre a une structure en feuillet-p & caractére amphiphile (Eisenberg ef al., 1984). En
général, cette structure est trouvée plutdt dans la région carboxyterminale des peptides de
transit mitochondriaux.

I.’ensemble de ces observations montre que le peptide de transit de la protéine T de pois
posséde un certain nombre de caractéristiques similaires a celles définies par von Heijne ef al.
(1989) a partir de I’analyse de 37 peptides de transit mitochondriaux. Le peptide de transit de
la protéine T se différencie, néanmoins, par une région fortement hydrophobe du coté de sa

région aminoterminale.

B - RECHERCHE D’HOMOLOGIES DE SEQUENCES

La séquence en acides aminés de la protéine T de pois (variété Douce provence), déduite de
la séquence nucléotidique de I’ADNc, a été alignée selon la méthode de Higgins et Sharp
(1988), avec les séquences primaires de protéines T appartenant & Escherichia coli (Okamura-
Tkeda et al., 1993) et & quatre espéces eucaryotes différentes: la pomme de terre, le boeuf, le
poulet et I"’homme (Kopriva et Bauwe, 1994; Okamura-Ikeda ef al., 1991, 1992; Hayasaka et
al., 1993) (figure 23).
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figure 23: Comparaison de la séquence en acides aminés de la protéine T mature provenant de feuilles
de pois (DP: Douce provence), de pomme de terre, de foie de boeuf, de poulet, d’homme et d’E. coli. Ces
séquences proviennent respectivement de Kopriva et Bauwe, 1994; Okamura-lkeda er al., 1991, 1992; Hayasaka
et al., 1993; Okamura-lkeda ef al., 1993. Le symbole * indique que les résidus sont identiques alors que le
symbole . indique qu’ils sont similaires. Le symbole + montre la présence de résidus basiques chez la protéine T
de pois. Le symbole @ indique la position en commun de résidus chargés positivement. Les cadres en gris
indiquent les régions fortement homologues.

La comparaison de la séquence primaire de la protéine T de pois présente une trés forte
homologie d’environ 87 % avec celle de la protéine T de pomme de terre. De méme, les
degrés d’identité obtenus avec les séquences primaires de la protéine T provenant du régne
animal sont assez importants: 52% en moyenne. Par contre, nous observons une faible
homologie avec la séquence primaire de la protéine T d’£ coli: 30% environ (Okamura-lkeda
et al., 1993). Ces résultats témoignent donc de la forte conservation de cette protéine chez les
cucaryotes. En effet, il est fort probable que certaines des séquences conservees soient
impliquées dans le site catalytique de la protéine T, mais également dans I’interaction de la

protéine T avec son cofacteur le tétrahydrofolate et la protéine H.
V - DISCUSSION-CONCLUSION

La purification en deux étapes de la protéine T du complexe de la glycine décarboxylase, a
partir d’un extrait matriciel de mitochondries de feuilles de pois, a permis d’obtenir des
informations (par digestion chimique et microséquengage) sur la séquence peptidique des
régions NH,-, COOH- et interne de la protéine T native et, d’obtenir des anticorps
polyclonaux de lapin dirigés spécifiquement contre cette protéine. A ’aide de ces anticorps
nous avons criblé une banque d’ADNc (dans Agt 11) fabriquée & partir d’ARNm de feuilles de
pois et, isolé deux ADNc proches de la taille compléte (1,4 kpb). Ainsi, nous avons pu
déduire, de la combinaison des séquences des différents clones, la structure primaire de la
protéine T. L’identité de I’ADNc codant pour la protéine T ainsi que I’exactitude de la
structure primaire de cette protéine ont pu étre confirmées:

- par la présence, dans la séquence déduite de I’ADNc, de la séquence amino et
carboxyterminale de la protéine T purifice,

- par la similitude de la masse moléculaire du polypeptide mature déduite de la séquence

nucléotidique, avec celle de la protéine purifiée analysée par gel d’¢lectrophorese,
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- par une trés bonne corrélation entre la composition en acides aminés déduite de la
séquence nucléotidique et la composition obtenue par hydrolyse acide de la protéine T
mitochondriale purifiée a partir du pois,

- enfin par I’analyse de la protéine T, a 'aide de la spectrométrie de masse et par
dégradation d’Edman. En effet, la masse de la protéine T native mesurée par spectrométrie de
masse (40966+5 Da) correspond a celle déduite de ’ADNe (40961 Da). Ce résultat a ¢té
conforté par la mesure des masses des différents peptides obtenus par digestion chimique de la
protéine suivie d’une analyse par HPLC/ESI-MS. De plus, le microséquengage par
dégradation d’Edman de certains peptides a permis de confirmer 35% de la structure primaire
de la protéine T (soit 131 acides aminés sur 378).

La recherche d’homologies de séquences au sein de la protéine T a permis de localiser des
régions hautement conservées, notamment une région comportant un alignement de 4 résidus
basiques (Kz(’qRRR). Certaines de ces régions jouent vraisemblablement un réle important au
niveau du site catalytique de la protéine T. En particulier, elles pourraient étre impliquées
dans I’interaction de la protéine T avec son cofacteur le tétrahydrofolate et la protéine H.
Cependant, nous n’avons jamais détecté par spectrométriec de masse la présence de
tétrahydrofolate 1ié de fagon covalente a la protéine T. Ainsi, contrairement a la protéine H qui
subit une lipoylation au niveau de la lysine 63, la protéine T ne subirait pas de modification
post-traductionnelle. Il est donc fort probable que le tétrahydrofolate réagisse avec la protéine
T par des interactions de type électrostatique et/ou hydrogéne. Ainsi, les résidus chargés
positivement précédemment décrits pourraient étre impliqués dans la liaison avec le
tétrahydrofolate. En effet, Rebeillé et al. (1994) et Besson et al. (1993) ont montré que
I’affinité du tétrahydrofolate pour la GDC augmente avec le nombre de résidus poly-y-
glutamylés (Kd~0.5 uM pour H,PteGlus) pour atteindre un maximum lorsque le nombre de
glutamates est supérieur a trois (80% du folate situé dans I’espace matriciel des mitochondries
est sous forme H,PteGlu, et H,PteGlus) suggérant ainsi d’éventuelles interactions ioniques
entre les charges négatives de la queue polyglutamate et les charges positives de la protéine T.
Par ailleurs, Usha ef al., 1992 ont pu mettre en évidence de telles interactions entre le
tétrahydrofolate et certains résidus arginine de la SHMT de foie de brebis. Des expériences de
mutagénése dirigée sur les différents résidus basiques pourraient étre envisagées afin de
détecter une éventuelle diminution de I’affinité du tétrahydrofolate. Il faut également noter

que le renforcement des interactions du tétrahydrofolate avec la protéine T, protege la
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molécule de tétrahydrofolate de toutes oxydations (oxydation du tétrahydrofolate en
dihydrofolate).

L alignement des séquences primaires de la protéine T provenant de différentes especes
(pois, poulet, boeuf et homme) avec celles d’enzymes utilisant le H,(H,)PteGlu, comme
substrat: la thymidylate synthase (Maley ef al., 1979; Hardy et al., 1987), la sérine
hydroxyméthyltransférase (Turner et al., 1992c; Martini ef al., 1989), la dihydrofolate
réductase (Blakley, 1984), la C1-H PteGlu synthétase (Staben et Rabinowitz, 1986) n’a pas
permis de mettre clairement en évidence des séquences consensus conservées pouvant
interagir avec le tétrahydrofolate. En particulier, nous ne retrouvons pas dans la séquence de la
protéine T, le domaine de liaison du folate identifié¢ dans la thymidylate synthase par Maley et
al. (1982).

Ainsi, comme le suggérent de nombreux auteurs (Blakley, 1984; Thompson and Freisheim,
1991; Usha et al., 1992), nous pensons que les enzymes « folate dépendante » possédent leurs
propres sites de liaison et que de nombreux acides aminés présents au sein des différentes
structures secondaires de la protéine pourraient étre impliqués dans la liaison du cofacteur.
Comme le proposent Jennings et Cotton (1990), nous pouvons imaginer que, s’il existe des
homologies entre les protéines a folates, elles seraient essentiellement d’ordre
conformationnel.

Actuellement, de nombreuses études sont en cours afin de mieux comprendre les
interactions de la protéine T avec la protéine H et en particulier avec la protéine H chargée en
méthylamine. En plus de son rdle catalytique, la protéine H semble jouer un role de
«chaperon» pour la protéine T. En effet, nous avons constaté que la protéine T subit des
phénoménes d’agrégations irréversibles lorsqu’elle se trouve a des concentrations supérieures
a 1 mg/ml. Par contre, lorsque la protéine T se trouve en présence de la protéine H, ces
phénomeénes d’instabilité disparaissent.

Récemment, la cristallisation de la protéine H et la détermination de sa structure
tridimentionnelle obtenues en collaboration avec le laboratoire de Cristallographie
Macromoléculaire de I'Institut de Biologie Structurale de Grenoble, nous ont apporté de
précieux renseignements sur la conformation de la protéine H (figure 24). La protéine H est
une protéine qui existe sous trois formes différentes: oxydée (Hox), chargée en méthylamine
(Hmet) et réduite (Hred), et c’est sous ses formes oxydée et méthylamine qu’elle a été

cristallisée. La forme méthylée s’avére particuliérement intéressante car c’est dans cette
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conformation que la protéine H interagit avec la protéine T et le tétrahydrofolate. En effet, la
réaction catalysée par la protéine T permet le transfert du groupement -CH,- présent sur le

lipoate vers le tétrahydrofolate.

Figure 24: Structure tridimensionnelle de la protéine Hox et H met. Structure en ruban de la protéine
Hox. (A) H met. (B) La structure de la protéine H met révéle la cavité dans laquelle vient s’enchasser le résidu
lipoate ayant fixé le groupement méthylamine. Noter la rotation du bras lipoate lors de la fixation du groupement
méthylamine (Cohen-Addad et al., 1995).

L’étude par diffraction des rayons X a permis, apres traitement informatique, de montrer
que le coeur de la protéine H est formé de deux « feuillets » 3 formant une structure en
sandwich. L un des feuillets est constitué de quatre brins B, 1’autre feuillet est formé de trois
brins B dont deux sont disposés de fagon antiparalléle. Ces deux brins adjacents sont raccordés
par une boucle en épingle & cheveux trés fermée portant la lysine 63 sur laquelle est lié le
résidu lipoate. Le résidu lipoate se situe dans une situation trés externe a la surface de la
protéine et dans une conformation relativement flexible, ce qui rend le lipoate tres accessible a
d’éventuelles réactions. La fixation du groupement méthylamine provoque une rotation de 90°
du bras lipoate par rapport a sa position initiale. Cette rotation permet 1’ancrage du groupe
méthylamine dans une poche hydrophobe située en surface de la protéine. De ce fait, le
groupement CH, ainsi enfoui est protégé de I’hydrolyse (attaque nucléophile par une molécule
d’eau) qui provoquerait la décomposition spontanée de la méthylamine en formaldéhyde et
NH;. Actuellement, I"hypothése émise est la suivante: la protéine T qui interagit étroitement

avec la protéine H viendrait positionner le cofacteur tétrahydrofolate dans la poche
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hydrophobe. Dans ces conditions, 1’attaque nucléophile par I’azote basique (N5) du cycle
ptérine du tétrahydrofolate conduirait a un transfert direct du groupement méthyléne (-CH2)
sur le tétrahydrofolate sans passer par 1'intermédiaire formaldéhyde libre.

Ainsi, les résultats obtenus sur la structure de la protéine H et la détermination de la
structure primaire de la protéine T nous ont permis d’envisager, en collaboration avec
Claudine Cohen-Addad, la cristallisation de la protéine T ou sa co-cristallisation avec la
protéine Hmet. Des expériences de mutagénése dirigée sont également envisagées afin de
mieux comprendre les interactions des différentes protéines du complexe de la glycine
décarboxylase. Dans cette optique et afin d’obtenir facilement de grandes quantités de
protéine T (la préparation & partir d’extrait de pois de protéine T pure en grosse quantité étant
lourde et laborieuse), nous avons entrepris un projet visant a produire la protéine T dans un
systéme procaryote (Chapitre V). Ce programme de recherche s’intégre dans une étude plus
globale du complexe de la glycine décarboxylase des mitochondries végétales. En effet,
depuis 1990 de nombreux efforts ont été entrepris au laboratoire dans le but de réaliser une
étude moléculaire de 1’expression des protéines du complexe de la GDC. Ainsi, notre premier

objectif va étre d’étudier la régulation ainsi que la biogéneése des protéines de ce complexe.
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du développement

CHAPITRE II
ETUDE DE L’EXPRESSION DE LA PROTEINE T ET
DE LA MISE EN PLACE DU COMPLEXE DE LA
GLYCINE DECARBOXYLASE AU COURS DU

DEVELOPPEMENT

Gréce 2 I’isolement et la caractérisation de I’ADNc correspondant a la protéine T, nous
avons abordé 1’étude de I’expression de cette protéine dans différents tissus en parallele avec
les autres protéines de la glycine décarboxylase. De plus, comme la Ribulose 1,5-bisphosphate
carboxylase oxygénase et le complexe de la GDC catalysent les étapes clefs du cycle de la
photorespiration, il nous a paru intéressant de suivre I’apparition de ces deux complexes au

cours du développement foliaire des plantules de pois.

- DISTRIBUTION TISSULAIRE ET INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR
L’EXPRESSION DES DIFFERENTES PROTEINES DU COMPLEXE DE LA
GLYCINE DECARBOXYLASE

A - ANALYSE PAR WESTERN-BLOT DE LA PRESENCE DE LA PROTEINE T ET DES
AUTRES PROTEINES DE LA GDC DANS DES MITOCHONDRIES ISOLEES DE
DIFFERENTS TISSUS

Des protéines mitochondriales isolées de tissus foliaires de pois (exposés durant 12 jours
ou non a la lumiére) et de racines ont été séparées par électrophorése sur gel de
polyacrylamide, transférées sur une membrane de nitrocellulose (Cf. Matériel et méthodes) et
analysées a I'aide de sérums dirigés spécifiquement contre les protéines T, P, H et L de la
GDC. La figure 25 montre clairement que la protéine T ainsi que les protéines P et H sont
présentes en trés faible quantité au sein des mitochondries de tissus étiolés. Par contre, une

induction trés importante (d’un facteur 8 a 10) est observée lorsque les feuilles sont exposces
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a la lumiére. En ce qui concerne la protéine L, nous pouvons constater que cette protéine est
beaucoup moins abondante dans les tissus chlorophylliens et semble ne subir qu'une faible
induction a la lumiére (facteur 2 a 3). De plus, nous pouvons remarquer que les protéines T, P
et L sont présentes en faible quantité au sein des mitochondries de tissus racinaires, alors que

la protéine H n’est pas détectée.

kDa

97.4
66.2

45.0

31.0

144

Figure 25: Analyse électrophorétique (A) et immunodétection (B, C) des protéines T, P, L et H du
complexe de la glycine décarboxylase. A: Les protéines ont été séparées sur gel de polyacrylamide en présence
de SDS puis visualisées par coloration au bleu de Coomassie R250. M, marqueurs de masse moléculaire. B:
Immunodétection de la protéine T sur une membrane de nitrocellulose aprés transfert des protéines séparées sur
gel de polyacrylamide en présence de SDS. C: Immunodétection des protéines P, L et H sur une membrane de
nitrocellulose, aprés transfert des protéines séparées sur gel de polyacrylamide en présence de SDS. Ligne T: 2
ug de protéines T purifices; lignes 1, 2 et 3: 30 ug de protéines mitochondriales extraites respectivement de
feuilles de pois chlorophylliennes, de feuilles de pois étiolées et de racines de pois. Les anticorps utilisés ont été
préparés a partir des protéines purifiées T, P, L et H de mitochondries de feuilles de pois cultivées a la lumicre.
Les lettres & droite indiquent la position des protéines T, P, Heet L.

B - ANALYSE PAR NORTHERN-BLOT DU NIVEAU DES TRANSCRITS
CORRESPONDANT A LA PROTEINE T

Les ARN totaux isolés de feuilles de tiges et de racines (provenant de plantules de pois

exposées ou non a la lumiére) ont été séparés sur un gel d’électrophorése en conditions
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dénaturantes et transférés sur une membrane Hybond N (Cf. Matériel et méthodes). L’ ADNc
correspondant a la protéine T a été utilisé comme sonde pour étudier le niveau d’expression
du géne codant pour cette protéine dans les différents tissus. Cette étude a €té¢ menée en
paralléle avec celle de la protéine H en utilisant son ADNc correspondant comme sonde.
L.’autoradiographie présentée dans la figure 26 montre que les transcrits correspondant a la
protéine T au méme titre que ceux correspondant a la protéine H s’expriment essentiellement
dans les tissus foliaires chlorophylliens. La quantification des signaux, par analyse au
densitométre, montre une induction d’un facteur 10 environ entre les feuilles
chlorophylliennes et les feuilles étiolées. Notons que les messagers correspondant a la
protéine T sont observés dans les tiges et les racines, alors que ceux correspondant a la

protéine H ne sont pas détectés.

taille feuille tige racine
(kb) L O L O L O

74 -
5.3i=

A 2.8-
1.9 -

1.6 -
1.0 -

0.6 -
0.4 -
0.3 -

Figure 26: Distribution tissulaire des ARNm correspondant a la protéine T (A) et 4 la protéine H (B).
7,5 ng d’ARN totaux isolés a partir de tissus foliaires, de tiges et de racines de pois cultivés a la lumiére (L) ou a
I"obscurité (O) ont été séparés sur gel d’agarose, transférés sur une membrane de nylon, puis hybridés avec une
sonde radioactive réalisée a partir de ’ADNc TB2 (voir figure 18) correspondant & la protéine T (A) et Pghl2
correspondant 4 la protéine H (Cf. Macherel ez al., 1990) (B). Les marqueurs d’ARN sont & gauche.
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C - DISCUSSION

Les expériences de « Northern blot » et de « Western-blot » montrent que le géne codant
pour la protéine T est exprimé essentiellement dans les feuilles chlorophylliennes. L induction
que I'on observe a la lumiére au niveau protéique est également observée au niveau des
transcrits. Ce rapport de 1’ordre de 8 & 10 est similaire a celui observé au niveau des transcrits
correspondant aux protéines H, P et SHMT (Macherel er al., 1990; Tumner et al., 1992a;
Turner ef al., 1992¢). Toutefois, de fagon surprenante, nous avons remarqué qu’un taux non
négligeable de messagers correspondant a la protéine T sont présents dans les racines et dans
les tiges, alors qu'aucun messager cotrespondant a la protéine H n’a éte détecté. Le méme
phénoméne a été observé au niveau de I’expression des protéines. En effet, il est possible que
la cellule maintienne un certain niveau de protéines P et T et que la réaction globale catalysee
par la GDC soit contrdlée par la présence de la protéine H. On retrouve, dans le régne animal
les mémes variations de distribution entre les différents tissus avec, cependant, une petite
différence. En effet, si les protéines de la GDC sont particuliérement représentées et actives
dans le foie et le cerveau, dans d’autres tissus tels que le coeur et les poumons, c’est la
protéine P qui est absente (Okamura-lkeda et al., 1991). La forte corrélation qui existe entre le
niveau d’expression des protéines T, P et H du complexe de la GDC et celui des transcrits
correspondant aux protéines de la GDC, suggére que le taux d’expression des protéines de la
GDC est modulé au niveau transcriptionnel (figure 26). Ces observations ont été appuy€es par
les expériences de Srinivasan ef al., (1992); celles-ci ont montré que le taux de transcription
des noyaux isolés provenant de feuilles chlorophylliennes de pois pour des ARN messagers
correspondant aux protéines H et P était 5 a 7 fois plus important que celui obtenu avec des
noyaux isolés de feuilles de pois étiolées. Ces résultats confirment que les transcrits

correspondant aux protéines T, H et P sont régulés a la lumiére au niveau transcriptionnel.

Une des propriétés principales du complexe de la GDC est I'effet inducteur de la lumiere
sur le niveau d’expression de certaines de ses protéines. En effet, les protéines T, P et H
subissent la méme influence de la lumiére que d’autres enzymes chloroplastiques; 1’exemple
le plus étudié étant la petite sous-unité de la Rubisco (rbeS) (Gallagher et Ellis, 1982; Smith et
Ellis, 1979). En effet, Kim et Oliver, (1990); Kim et al. (1991) et Srinivasan et al. (1992;
1993) ont montré que durant le verdissement des feuilles de pois étiolées, le taux des transcrits

correspondant aux protéines de la GDC et celui des transcrits de la rbeS sont exprimés de
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fagon similaire. Ces deux protéines ont une masse moléculaire proche (15 kDa) et
s’accumulent a des concentrations millimolaires dans la partie soluble de leurs organites
respectifs. Elles sont codées par le génome nucléaire et subissent une régulation a la lumicre
au niveau transcriptionnel. Ces observations suggérent, donc, que des mécanismes de
contrdles similaires s’exercent sur ces deux génes et probablement sur ceux codant pour les
protéines T et P du complexe de la GDC. Cependant, Turner ef al. (1993) ont montré que le
taux de transcription des messagers correspondant aux protéines de la GDC ainsi que le
niveau d’expression de leurs protéines ne sont pas induits de fagon synchronisée lors d’une
exposition de plantules étiolées a la lumiére. En effet, les transcrits correspondant a la protéine
P sont plus rapidement exprimés que les transcrits correspondant aux protéines T et H. Ainsi,
on peut se demander s’il n’existe pas un ordre de mise en place des différentes protéines de la
GDC pour former un complexe actif.

En ¢e qui concerne la protéine L, la lumiére semble avoir un effet beaucoup plus modéré
sur son niveau d’expression (Bourguignon e/ al., 1992; Turner et al., 1992b, 1993). 1l semble
que cette dihydrolipoamide déshydrogénase ait une régulation différente des autres protéines
du complexe. En fait, récemment, Bourguignon ef al. (1995) ont démontré que la protéine L
impliquée dans le complexe de la GDC et la protéine E3 associée au complexe mitochondrial
de la pyruvate deshydrogénase étaient la méme protéine. Le fait qu'une unique
dihydrolipoamide  déshydrogénase  soit impliquée dans  différents complexes
multienzymatiques chez les mitochondries des plantes supérieures, souléve d’intéressantes
questions sur la régulation et 1’aiguillage de cette protéine au sein de ces complexes. 11 est
donc fort probable que la dihydrolipoamide déshydrogénase soit régulée par un mécanisme

différent de celui des protéines P, H et T du complexe de la GDC (Bourguignon ef al., 1992).

I - ETUDE DE LA MISE EN PLACE DU COMPLEXE DE LA GLYCINE
DECARBOXYLASE AU COURS DU DEVELOPPEMENT DES FEUILLES DE POIS.

Tout organisme pluricellulaire posséde au sein de son patrimoine génétique toutes les
informations nécessaires a [’édification d’un organisme complet. Il existe un ordre
chronologique dans la transeription des génes et dans I’expression de ceux-ci, au cours du
développement; certains génes sont transcrits alors que d’autres sont réprimés (pour une revue
voir Albert et al., 1983). Dans notre cas, il nous a semblé intéressant d’étudier comment un

complexe enzymatique mitochondrial, catalysant une étape importante de la photorespiration,
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se mettait en place au cours du développement du pois. C’est pourquoi, afin de suivre
I’évolution du complexe de la glycine décarboxylase, nous avons déterminé arbitrairement 5
stades successifs nommés L1, L2, L3, L4 et L5 correspondant respectivementa 4, 5, 7, 9 et 12
jours de croissance (Cf. Matériel et méthodes). Ainsi, pour chacun de ces stades, nous avons
isolé, a partir de la premiére feuille, les mitochondries, les chloroplastes et les ARNs totaux,
dans le but de mesurer le taux d’oxydation de la glycine par les mitochondries et d’étudier
I’apparition des protéines et des messagers de la GDC en paralléle avec I’apparition de la
ribulose 1,5-bisphosphate/carboxylase oxygénase (Rubisco) dans les chloroplastes. Cette

étude a été réalisée en collaboration avec Nicolas Diallo de I’université de Dakar.

A - ETUDE DE LA MISE EN PLACE DES PROTEINES IMPLIQUEES DANS
L’OXYDATION DE LA GLYCINE AU COURS DU DEVELOPPEMENT

1 - Evolution de oxydation de la glycine par des mitochondries isolées aux différents stades

de développement.

A chacun des stades de développement, les mitochondries ont été isolées et purifiées sur
gradient de Percoll, afin d’étudier leurs capacités oxydatives. Les mitochondries isolées a
partir de la premiére feuille de plantules dgées de 4, 5 et 7 jours ont €té purifiées sur un
gradient de Percoll 28 % (ce gradient est généralement utilisé pour purifier les mitochondries
de pommes de terre). Par contre, les mitochondries de plantules dgées de 9 et 12 jours ont été
purifiées sur un gradient de Percoll autogénéré de 28% combiné avec un gradient linéaire de
PVP 25, saccharose et raffinose selon la technique décrite par Douce et al., (1987). La figure
27, montre que les mitochondries provenant de jeunes feuilles correspondant aux stades L1,
L2 et L3 oxydent faiblement la glycine (3,2 & 12 nmoles d’O, consommées/min/mg de
protéines mitochondriales en présence d’ADP). Cependant, a partir du stade L4, la vitesse
d’oxydation de la glycine devient beaucoup plus €élevée pour atteindre un maximum au stade
L5 (138-232 nmol d’0, consommées/min/mg de protéines mitochondriales en présence
d’ADP). Il semble donc qu’il existe au cours du développement une période charniére (entre

le 7°™ et le 9™ jour: stades L3 et L4) durant laquelle le complexe se met en place.
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Figure 27: Oxydation de la glycine par des mitochondries purifiées de feuilles de pois, selon le stade de
développement. La concentration des substrats et des cofacteurs dans le milieu d’électrode (Cf. Matériel et
méthodes) est: glycine 10 mM, NAD 0,2 mM, ADP 0,ImM. Les valeurs indiquées le long des ftraces,
correspondent au nombre de nmoles d’oxygéne consommées/mn/mg de protéines mitochondriales. M:
Mitochondrie.

Contrairement a ce que I’on observe au niveau de I’oxydation de la glycine, les vitesses
d’oxydation des substrats tels que le NADH, le pyruvate ou le malate sont extrémement

élevées quel que soit le stade de développement (tableau 6).
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L1 L2 L3 L4 L5
Glycine 3.2 8.4 9.5 149 201
NADH 245 263 244 258 363
Pyruvate 125 113 135 112 115
Malate 143 186 181 134 154

Tableau 6: Consommation d’oxygéne au stade III par des mitochondries purifiées de feuilles de pois a
différents stades de développement. La concentration des substrats et des cofacteurs dans le milieu d "électrode
(Cf. Matériel et méthodes) est:

- glycine 10 mM, NAD" 200 uM

-NADH 2 mM

- pyruvate 10 mM, TPP 400 uM, NAD' 200 uM, malate 500 pM, Coenzyme A 400 uM

- malate 10 mM, NAD' 200 uM.

Le stade IlI est déclenché en ajoutant 100 uM d'ADP au milieu réactionnel. Les valeurs indiquées
correspondent 2 des consommations d’oxygéne au stade I1I en nmoles O,/min/mg de protéines.

2 - Analyse électrophorétique et détection immunologique des protéines impliquées dans
I"oxydation de la glycine
Les protéines mitochondriales isolées a chacun des stades de développement ont été
analysées d’une part sur gel de polyacrylamide et colorées au bleu de Coomassie puis d’autre
part par Western-blot a 1’aide d’anticorps polyclonaux spécifiquement dirigés contre les
protéines P, T, H et la SHMT. La figure 28 montre clairement que les polypeptides
spécifiques du complexe de la GDC et de la SHMT sont faiblement décelables aux tres jeunes
stades (L1 et L2) et commencent & apparaitre a partir du stade L3, pour augmenter
considérablement aux stades L4 et L5 (figure 28). En revanche, la protéine L est présente des
les premiers stades 4 un taux relativement élevé. Au-dela du 7™ jour de croissance, le taux
de protéine I augmente également, mais pas dans les mémes proportions que celles observées

pour les autres composants de la GDC (résultat non montré).
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Figure 28: Séparation électrophorétique des protéines mitochondriales (A) et immunodétection des
protéines T, P, L, H et SHMT a différents stades de développement (L1 a L5) (B). Les protéines
mitochondriales (50 pg par puits) séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide 10-15% en conditions
dénaturantes sont A: soit colorées au bleu de Coomassie R-250, B: soit transférées sur une membrane de
nitrocellulose. La membrane a été découpée, puis les morceaux de membrane ont été incubés en présence
d’anticorps dirigés spécifiquement contre les protéines T, P, H et SHMT. M: désigne les marqueurs de masse
moléculaire (15 pg) exprimés en kDa.
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3 - Modification de la densité des mitochondries au cours du développement du pois

Lorsque nous avons commencé ce travail nous avons eu quelques difficultés a purifier les
mitochondries de trés jeunes feuilles, dgées de 4, 5 et 7 jours a I'aide du gradient de Percoll
généralement utilisé pour isoler des mitochondries de feuilles vertes matures (Douce ef al.,
1987). En effet, dans ces conditions, les mitochondries avaient du mal a pénétrer dans ce type
de gradient. Nous avons alors décidé de comparer la densité des mitochondries aux stades L3
(7 jours) et L5 (12 jours) avec celle des mitochondries provenant de feuilles étiolées (12
jours). Afin d’accomplir cette étude, nous avons dans un premier temps, isolé par
centrifugation différentielle les mitochondries a partir de feuilles vertes aux stades L3 et L5 et
a partir de feuilles étiolées. Dans un deuxiéme temps, chaque culot de mitochondries a été
déposé sur un gradient linéaire de Percoll (28-42%). Aprés une centrifugation de 50 min a
35 000g, les gradients ont été fractionnés en aliquotes de 2ml. Chaque fraction a €té diluée 15
fois et centrifugée durant 20 min puis le culot a été repris dans 100-400 pl de milieu de
lavage. La présence des mitochondries a été détectée a I’électrode a oxygéne en mesurant
[’oxydation du NADH. La figure 29 montre clairement que les mitochondries, provenant de
jeunes feuilles vertes (Agées de 7 jours) et celles provenant de feuilles étiolées, sédimentent
dans la partie supérieure du gradient, alors que les mitochondries, provenant de feuilles agées
de 12 jours, se situent au fond du tube. Ainsi, la densité apparente des mitochondries au stade
L5, estimée a I'aide de marqueurs de densité, est de 1,096. Cette valeur est supérieure a celle
des mitochondries provenant de jeunes feuilles vertes (stade L3) et de feuilles €tiolées (12

jours) qui ont une densité moyenne voisine de 1,049.
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Figure 29: Localisation des mitochondries provenant de 3 types différents de feuilles [étiolées (12 j),
jeunes feuilles (7 j) et feuilles matures(12 j)] le long d’un gradient de Percoll (28-42%). Chaque fraction de
2 ml a subi une centrifugation et les culots ont été remis en suspension dans 100-400 pl de milieu de lavage dont
le 1/10° est testé a I"électrode a oxygene en présence de NADH 1 mM et d’ADP de 100 uM.

B - ETUDE DE LA MISE EN PLACE DE LA RIBULOSE 1,5 BISPHOSPHATE
CARBOXYLASE/OXYGENASE DANS LES CHLOROPLASTES

Dans le but de comparer ’apparition des peptides de la GDC et de la SHMT avec celle de

la Rubisco, nous avons isolé des chloroplastes intacts aux différents stades de développement
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précédemment définis. L activité de la Rubisco a été mesurée selon la technique décrite par
Lorimer (1982) et les valeurs obtenues sont présentées dans le tableau 7. Il apparait que les
chloroplastes, isolés a tous les stades du développement de la feuille, sont capables
d’incorporer le CO, via la Rubisco & des vitesses considérables (de 68 a 160 nmoles de
CO,/min/mg de protéines chloroplastiques).

La présence de la Rubisco, en grosse quantité, a tous les stades de développement, est
confirmée par analyse des protéines chloroplastiques sur gel d’électrophorese en conditions
dénaturantes. En particulier, la figure 30 montre que les 2 sous-unités de la Rubisco (petite et

4iéme

grande sous-unités) sont déja présentes dans les chloroplastes isolés dés le jour de

développement de la feuille (L1).

kDa M L1 L2 L3 L4 LS

97.4

66.2

- LSU

45.0

31.0

21.5

14.4 s

Figure 30: Séparation électrophorétique des polypeptides chloroplastiques selon le stade de
développement (L1 a L5). Les protéines chloroplastiques (50 pg par puits) sont séparces par électrophorése sur
gel de polyacrylamide 10-15% en conditions dénaturantes puis colorées au bleu de Coomassie R-250. LSU et
SSU; grande et petite sous-unité de la Rubisco. M désigne les marqueurs de masse moléculaire (15 lLg) exprimeés
en kDa.
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L1 L2 L3 L4 L5

nmoles de CO,/min/mg 68 161 162 157 156
de protéine

tableau 7: Activité spécifique de la Rubisco dans les chloroplastes purifiés selon le stade de
développement. 35 ug d’extrait chloroplastique prélevés a chaque stade du développement sont incubés durant
1, 2 et 3 min en présence d'un tampon contenant NaHMCO3 (2,5 pCi/ml) (Cf. Matériel et méthodes).
L’incorporation du ''CO; est mesurée a I'aide d'un compteur a scintillation. Les valeurs correspondent au
nombre de nmoles de CO, incorporées/min/mg de protéine chloroplastique.

C - EVOLUTION AU COURS DU DEVELOPPEMENT DE L’EXPRESSION DES
TRANSCRITS CORRESPONDANT AUX DIFFERENTES PROTEINES DU COMPLEXE
MULTIENZYMATIQUE DE LA GDC, DE LA RUBISCO ET DE LA PROTEINE cab

Le niveau des ARN messagers correspondant aux protéines du complexe de la GDC a été
analysé au cours du développement de la premiere feuille. Les ARN totaux ont €té isolés a
chaque étape et analysés selon la technique de Northern blot en utilisant comme sondes les
ADNGC correspondant aux protéines H, T, P et L (figure 31). Comme on peut I’observer sur la
figure 31, les profils d’expression des génes codant pour les protéines H, T et P sont
relativement similaires. Le niveau des transcrits correspondant a ces protéines augmente

feme jour).

progressivement durant les premiers jours avec un pic d’accumulation au stade L3 (7
En effet, au stade L1, les signaux correspondant & la présence des ARN messagers des
protéines H, T et P représentent respectivement 25, 35 et 40 % du maximum d’intensité
détectée au stade L3 pour ces trois protéines. Au-dela du stade L3, le taux des transcrits
diminue pour atteindre au stade L5, un niveau nettement inférieur a celui du stade LI.
L.’évolution des transcrits correspondant a la protéine L est tout a fait différente de ce que I'on
peut observer pour les trois autres protéines. En effet, la quantité des transcrits correspondant

4 la protéine L est, dés les premiers jours, trés élevée. Le taux d’ARN messagers au stade L1

représente 70 % du taux maximum obtenu dans ce cas au stade L2.
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Figure 31: Analyse du taux des transcrits correspondant aux protéines de la GDC au cours du
développement par hybridation moléculaire (A). 20 ug d’ARN totaux isolés a partir de feuilles récoltées aux
divers stades de développement (L1, L2, L 3, L4, L5) sont déposés par ligne puis séparés sur gel d’agarose en
conditions dénaturantes et transférés sur une membrane Hybond N°. Les ADNc correspondant aux différentes
protéines de la GDC sont marqués au phosphore 32 et hybridés spécifiquement avec leurs ARN messagers
correspondants. Les résultats sont révélés aprés exposition d’un film autoradiographique avec la membrane de
nylon. M désigne en kb les marqueurs de taille. La quantit¢ d’ARN dans chaque ligne est controlée, apres
autoradiographie, par coloration de la membrane au bleu de méthyléne dans I’acide acétique. (B) La
quantification des ARNm des différentes protéines est obtenue en scannant les membranes au Phosphorimager
(Molecular Dynamics). La quantification des rayonnements B ¢mis par I’aire de chaque bande permet d’avoir
des indications précises sur les taux relatifs de transcription. Un taux relatif de 100 correspond a la valeur
maximum détectée au Phosphorimager.

Enfin, nous avons également analysé le niveau des ARN messagers correspondant aux
protéines de la petite sous-unité de la Rubisco et a la protéine liant les chlorophylles a et b
(cab) au cours du développement. La figure 32 montre que le profil d’évolution des transcrits
correspondant a ces protéines est similaire a celui de la GDC. Cependant, la rbcS semble avoir
au stade L3 une induction plus élevée de ces transcrits (de 1’ordre de 10 par rapport au stade

a0
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Figure 32: Analyse du taux des transcrits correspondant aux protéines de rbeS et de cab au cours du
développement par hybridation moléculaire (A). 20 pug d’ARN totaux isolés a partir de feuilles récoltées aux
divers stades de développement (L1, L2, L 3, L4, L5) sont déposés par ligne puis séparés sur gel d’agarose en
conditions dénaturantes et transférés sur une membrane Hybond N'. Les ADNc correspondant aux différentes
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protéines de la rbeS et de cab sont marqués au phosphore 32 et hybridés spécifiquement avec leurs ARN
messagers correspondants. Les résultats sont révélés aprés exposition d’un film autoradiographique avec la
membrane de nylon. M désigne en kb les marqueurs de taille. La quantité d’ARN dans chaque ligne est
contrdlée, aprés autoradiographie, par coloration de la membrane au bleu de méthyléne dans ’acide acétique.
(B) La quantification des ARNm des différentes protéines est obtenue en scannant les membranes au
Phosphorimager (Molecular Dynamics). La quantification des rayonnements B émis par 'aire de chaque bande
permet d’avoir des indications précises sur les taux relatifs de transcription. Un taux relatif de 100 correspond
la valeur maximum détectée au Phosphorimager.

D - EVOLUTION DES TRANSCRITS AU COURS DE LA CROISSANCE DU POIS APRES
EXPOSITION DES FEUILLES A L’OBSCURITE A DIFFERENTS STADES DU
DEVELOPPEMENT

L’expérience consiste, dans un premier temps, a faire pousser des plantules de pois dans
des conditions normales (14h de lumiére et 10h d’obscurité) jusqu’au stade L2 ou L3, puis
dans un deuxieme temps, a les placer a I’obscurité. Nous avons alors analysé et quantifié
I’évolution des transcrits selon la méthode décrite précédemment. Les résultats présentés sur
la figure 33 montrent que les transcrits correspondant aux protéines H et T suivent une

évolution paralléle quel que soit le type d’expérience.
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Figure 33: Analyse du taux des transcrits correspondant aux protéines T et H de la GDC au cours du
développement par hybridation moléculaire aprés exposition a I’obscurité des feuilles de pois dgées (I) de
5 jours ou (1) de 7 jours. 20 pg d’ARN totaux isolés & partir de feuilles de pois [(1) du 4" au 7™ jours et (1)
du 7™ au 10"™ jours] sont déposés par ligne et séparés sur gel d’agarose en conditions dénaturantes, puis
transférés sur une membrane Hybond N'. Les ADNc correspondant aux protéines T et H de la GDC sont
marqués au phosphore 32 et hybridés spécifiquement avec leurs ARN messagers correspondants. A) Les
résultats sont révélés aprés exposition d’un film autoradiographique avec la membrane de nylon. M désigne en
kb les marqueurs de taille. La quantité¢ d’ARN dans chaque ligne est contrdlée, aprés autoradiographie, par
coloration de la membrane au bleu de méthyléne dans I'acide acétique. B) La quantification des ARNm des
différentes protéines est obtenue en scannant les membranes au Phosphorimager (Molecular Dynamics). La
quantification des rayonnements 8 émis par I’aire de chaque bande permet d’avoir des indications précises sur
les taux relatifs de transcription. Un taux relatif de 100 correspond a la valeur maximum détectée au
Phosphorimager.

Dans le cas ol les pois sont mis a I"obscurité au stade L3, nous remarquons que le taux des
transcrits diminue rapidement pour atteindre, au bout de 72 heures d’obscurité, 5% du
maximum détecté au début de 1’expérience. Par contre, lorsque les plantules de pois sont
placées a I’obscurité a partir du stade L2, nous remarquons qu’aprés 48 heures d’obscurité, les
niveaux des transcrits continuent d’augmenter. Ce profil est similaire a celui observé chez les
plantules cultivées en présence de lumiére, notamment nous retrouvons une accumulation

ieme

massive des ARN messagers au 7" jour de croissance.
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E - DISCUSSION-CONCLUSION

Dans le but d’obtenir des informations sur la biogenése du complexe de la GDC et de
mieux comprendre sa régulation, nous avons entrepris d’étudier I’expression des génes codant
pour les protéines P, H, T et L de la GDC durant le développement de la premiére feuille de
pois. Ainsi, nous avons montré que les mitochondries provenant de feuilles de pois dgées de 4
4 7 jours oxydent faiblement la glycine. L’analyse sur un gel d’acrylamide et
I’immunodétection des différents constituants de la GDC et de la SHMT, montrent que la
faible activité d’oxydation de la glycine est en corrélation avec une faible synthése des
protéines de la GDC et de la SHMT au sein des mitochondries. Les mitochondries isolées a
ces stades de développement ont une densité moyenne de 1,049 et se situent dans la moiti¢
supéricure d’un gradient de Percoll 28-42%. Au-dela du 7% jour, les mitochondries
acquiérent brutalement la capacité d’oxyder la glycine a des vitesses tres €élevées (138-232
nmol d’0, consommées/min/mg). A ces stades, on assiste véritablement & un chargement des
mitochondries en protéines de la GDC et de la SHMT. Ainsi, en quelques heures, la masse des
protéines impliquées dans ce complexe augmente de fagon considérable dans 1’espace
matriciel mitochondrial pour atteindre une concentration de 0,15 a 0,20 g/ml (Day et al.,
1985; Bourguignon et al., 1988). Cette surabondance des protéines de la GDC et de la SHMT
chez les mitochondries de feuilles matures semble provoquer une augmentation du rapport
protéines/lipides, ce qui leur confére une densité plus élevée. Ceci se traduit par une
augmentation de la densité des mitochondries qui atteint 1,096. On peut constater que pour
des feuilles matures (stades supérieurs 4 L.3) I’ensemble de la population de mitochondries a
vu sa densité augmenter, ce qui indique que le chargement en protéines de la GDC s’effectue
dans les mitochondries existantes, et qu’il n’y a pas apparition d’une nouvelle population de

mitochondries spécifiques de la photorespiration.

ietme ieme

Notons que les mitochondries isolées entre le 7° et le 9 jour présentent une grande
capacité a importer les protéines mitochondriales. A ce titre, elles pourraient étre un outil tout
a fait remarquable pour étudier les phénoménes de translocation des protéines a travers la
membrane mitochondriale.

L analyse du niveau des ARN messagers correspondant aux protéines de la GDC au cours
du développement, montre que les génes s’expriment des le 4™ jour avec un pic au niveau
du 7™ jour de développement. Durant cette période, les ARN messagers sont présents dans

la feuille en quantité importante, alors que les protéines de la GDC sont faiblement
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représentées au sein des mitochondries. Il semblerait donc que les transcrits ne soient pas
traduits. De telles observations suggérent fortement qu’un controle de type post-
transcriptionnel puisse avoir lieu au cours de la biogénése de ce complexe. Des études
récentes ont montré que le contrdle de I'initiation de la traduction peut étre modulé soit par la
présence de ribonucléoprotéines qui, en séquestrant les transcrits (nRNP) empécheraient toute
initiation de la traduction soit par modification de la longueur de la queue polyadénylée (pour
une revue voir Curtis et al., 1995). Bien entendu, des expériences supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer I’existence de telles régulations. Tl apparait clairement que la
période séparant le stade L3 de L4 soit le temps nécessaire pour permettre la traduction et la
mise en place de la majorité des protéines de la GDC au sein de la matrice mitochondriale.
Au-dela du 7°™ jour, le taux des transcrits correspondant aux protéines T, P et H diminue
pour quasiment disparaitre au 12°™ jour.

Nous constatons de nouveau que la protéine L semble avoir un comportement différent des
autres protéines; la protéine L ainsi que ses transcrits étant nettement représentés des les
premiers stades du développement. Ceci s’explique par le fait que la protéine L est associée au
complexe de la pyruvate deshydrogénase présent dans les mitochondries dés les premiers
stades de développement. En effet, les mitochondries isolées a ces stades ont la capacité
d’oxyder rapidement le pyruvate.

Contrairement a ce que 1’on observe au niveau de la mise en place de la GDC dans les
mitochondries, les chloroplastes isolés dés les tous premiers stades de développement,
renferment en quantité importante la Rubisco. Ainsi, bien que la Rubisco et les protéines
impliquées dans D’oxydation de la glycine interviennent ensemble dans I'acte
photorespiratoire, leur biogénése ne semble pas synchronisée. En effet, alors que la Rubisco
s’accumule et fonctionne dés les tous premiers stades du développement de la feuille, il faut
attendre le stade L4, stade ou les feuilles se comportent comme de véritables capteurs solaires,
pour que les mitochondries soient capables d’oxyder la glycine.

Par ailleurs, nous remarquons que les profils d’évolutions des transcrits correspondant aux
protéines rbcS et cab sont quasiment identiques & ceux des transcrits correspondant aux
protéines T, P et H de la GDC. Cette observation nous améne & penser que, comme le
suggéraient Turner et al. (1993), des mécanismes de régulation similaires pourraient exister au
niveau de la transcription des génes codant pour la GDC et la Rubisco. Ces observations

seront discutées de maniére plus approfondie dans le chapitre III. Cependant, contrairement
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aux protéines P, H et T de la GDC aucun décalage ne semble exister entre la présence des
transcrits et celle des protéines de la rbeS. En effet, les transcrits semblent étre traduits sans
délai. Toutefois, les valeurs présentées dans le tableau 7 montrent que 1'activité spécifique de
la Rubisco semble étre a son maximum dés le stade L2 alors que le taux des transcrits
correspondant & rbeS continue & croitre jusqu’au stade L3. L’interprétation que l’on peut
donner, afin d’expliquer les profils d’évolutions des transcrits correspondant & rbeS et cab au
cours du développement, sont les suivantes. Des expériences réalisées au laboratoire par
Nicolas Diallo ont montré que l'intensité photosynthétique mesurée sur des protoplastes
provenant des stades L1 & L5 augmente au cours du développement de la premiere feuille.
Cependant, si 1’on raméne 1’évolution de la photosynthése a celle de la quantité de
chlorophylle par protoplaste, on constate que Iintensité photosynthétique est pratiquement
constante du stade L2 a L5. En fait, ’augmentation de la photosynthése semble étre
étroitement liée a I’augmentation de la masse de chlorophylle, c’est-a-dire au processus de
maturation des chloroplastes au sein de la feuille au cours du développement. Ainsi, il semble
que I’évolution du taux des ARN messagers correspondant a la Rubisco et a la protéine cab
suit I’évolution et la maturation de ’appareil photosynthétique au sein de la feuille. De tels
résultats sont parfaitement en accord avec ceux obtenus par Dubell et Mullet, (1995). En effet,
ces auteurs ont montré que le niveau de transcription des chloroplastes augmentait fortement
du 4™ au 6™ jour de croissance de la plantule de pois. Cette activité transcriptionnelle est
suivie en paralléle par une accumulation jusqu’au 7me jour des transcrits correspondant a

différentes protéines impliquées dans I’appareil photosynthétique pour diminuer au-dela du

7iéme ieme

jour et étre quasiment nulle au 14" jour de croissance. Ces résultats suggerent donc
qu’il existe durant les premiers jours du développement une augmentation commune du
niveau de transcription des génes codant pour les protéines chloroplastiques.

De méme, ce manque de corrélation directe entre le taux de transcription et 1’activité
d’oxydation de la glycine ne semble pas étre observé avec des expériences classiques de
transfert a la lumiére de plantes étiolées (Turner er al., 1992; 1993). En effet, ces auteurs ont
montré que 1’exposition a la lumiére de pois étiolés agés de 6 jours induisait de fagon
synchrone les protéines de la GDC et leurs transcrits correspondant. Il semblerait donc que
dans ces conditions, la lumiére soit le seul facteur mis en jeu. Cependant, il est fort probable

qu’a I'effet de la lumiére, il faille ajouter la différence d’organisation cellulaire entre les tissus

étiolés et les tissus chlorophylliens (Macherel ef al., 1990). De méme, le stade auquel les pois
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étiolés ont été exposés a la lumiére pourrait avoir une importance. En d’autres termes, la
lumiére, bien que jouant un rdle primordial, ne serait pas la seule responsable de la mise en
place du complexe de la GDC. Ces observations ont pu étre confirmées par des expériences de
transfert a 1’obscurité de plantules de pois dgées de 5 ou 7 jours. Ainsi, 2 comportements
différents ont pu étre observés dans ces conditions. Dans le cas ou les pois sont mis a
Iobscurité a partir du 7™ jour de croissance, nous observons une décroissance rapide du
taux des messagers correspondant aux protéines T et H. Ces résultats sont parfaitement en
accord avec ceux observés par Turner ef al., (1992) sur des plantes matures. Cependant, dans
le cas o de jeunes plantules de pois sont cultivées a 1’obscurité a partir du 5" jour de
développement, nous constatons, contrairement aux observations effectuées par Turner er al.
(1992), que les transcrits continuent a s’accumuler jusqu’au 7ieme jour de croissance de fagon
analogue a ceux des plantes cultivées & la lumiére. Ces résultats suggérent donc que la lumiére
n’est pas la seule responsable de I’évolution du taux de transcription des protéines T et H,
mais qu'il existe également des phénoménes liés au développement impliqués dans la
régulation des messagers de la GDC.

Notre étude sur la mise en place du complexe de la GDC au cours du développement de la
premiére feuille de plantule de pois, a permis de confirmer que la biogénése de la GDC est en
étroite relation avec celle de 1’appareil photosynthétique. Cependant, méme si au cours du
développement, le niveau de transcription des génes codant pour les protéines P, Het T de la
GDC, suit celui des génes codant pour rbeS et cab, nous avons pu montrer qu’il existe un

*M¢ jour, d’une Rubisco active dans les

temps de latence entre la présence, dés le 4
chloroplastes et I’apparition des protéines de la GDC au sein de la matrice mitochondriale
(7™ jour). Ce délai indique donc I’existence d’un contrdle posttranscriptionnel qui se léve
lorsque la feuille est pleinement ouverte. L’interprétation physiologique que I'on peut
apporter a ce phénoméne est que la photorespiration semble apparaitre uniquement lorsque la
photosynthése a atteint un niveau d’activité qui nécessite la présence de fortes concentrations
d’enzymes de la photorespiration, afin de recycler les molécules en C2 qui affluent.
Néanmoins, les fortes similitudes de comportement entre les génes codant pour les protéines
P, Het T de la GDC et ceux codant pour rbeS et cab, suggérent 1’existence d’un mode de

régulation transcriptionnel commun. Ceci nous a amenés a envisager le clonage du gene

codant pour la protéine T, afin de déceler d’éventuels éléments de régulation.

119



chapitre I1: Etude de |'expression de la protéine T et de la mise en place de la glycine décarboxylase au cours
du développement

120



AR AnRn RN RN IR I NN NIIANIIANIIRNIINRNIRNIRANIRANRRRRARRRRRRRRRRRNRRANRRRNRRRENRRRENRRENRRENRRANRRENEINN
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CHAPITRE III
CLONAGE ET CARACTERISATION DU GENE

NUCLEAIRE CODANT POUR LA PROTEINE T

Afin de poursuivre 1’étude de la régulation des génes codant pour les protéines du
complexe mitochondrial de la GDC, nous avons décidé d’isoler et de caractériser le géne
nucléaire codant pour la protéine T du complexe de la GDC. Comme nous 1’avons montré au
cours des travaux précédents, il semble que I’expression des protéines T, P et H du complexe
s’effectue de maniére coordonnée. Notamment, au méme titre que certaines protéines
impliquées dans la photosynthése telles que la petite sous-unité de la Rubisco (rbeS) et la
protéine liant les chlorophylles a/b dans le photosysteme II (cab), ces protéines sont
principalement exprimées dans les tissus foliaires exposés a la lumiere. Nous avons donc
envisagé d’isoler le géne nucléaire codant pour la protéine T et de caractériser sa région
promotrice dans le but de la comparer avec celle du géne codant pour la protéine H (Macherel
et al., 1992), mais également avec celles des génes rbeS et cab, ceci afin de mettre en

évidence des éléments de régulation communs.

ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DU GENE CODANT POUR LA PROTEINE T

A - DETECTION PAR SOUTHERN-BLOT DU GENE CODANT POUR LA PROTEINE T
DANS LE GENOME DE POIS

L utilisation d’ADN nucléaire de pois, préalablement digéré avec différentes enzymes de
restriction, séparé sur gel d’agarose 0,8%, transféré sur membrane puis hybridé avec I’ADNc
correspondant a la protéine T, nous a permis d’estimer le nombre de génes codant pour cette
protéine.

Nous avons utilisé deux sondes spécifiques de tailles différentes: la premiere de 1,5 kpb
correspond a la longueur totale du transcrit codant pour la protéine T (TB2), la seconde de 413
pb (TD3") correspond 4 la partic 3° de I"’ADNc incluant principalement la région 3’ non

codante (Cf. chapitre I).
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Les sondes, préalablement marquées au phosphore 32, sont hybridées avec de I’ADN
nucléaire de pois digéré entiérement par différentes endonucléases de restriction.
L’autoradiographie obtenue a l'aide de ’ADNc TD3’ comme sonde (figure 34) montre que
pour toutes les digestion testées (Xbal, Dral, Sspl et Clal), un seul fragment de restriction est
marqué. Ces résultats suggérent que le géne de la protéine T est unique. Cependant, comme
I’ADNc TD3’ ne représente qu’une portion du transcrit correspondant a la protéine T, nous
avons donc confirmé ce résultat par hybridation d’une sonde (TB2) correspondant a I’ADNc

entier avec de I’ADN nucléaire digéré par les enzymes EcoRI, Hindlll, Kpnl et Sacl.

AlB
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figure 34: Analyse de I’ADN génomique selon la technique de Southern. 10 pg d"ADN nucléaire de pois
ont été digérés avec diverses endonucléases de restriction: (A) Xbal (X), Dral (D), Sspl (S) et Clal (C); (B)
EcoRI (E), HindIlI (H), Kpnl (K), et Sacl (S). Les produits de digestion sont séparés sur un gel d’agarose 0,8%,
transférés sur une membrane de nylon et hybridés respectivement avec la sonde radioactive TD3 (A), et TB2

(B).

Une seule bande marquée est observée lorsque la digestion est effectuée a I’aide des
enzymes de restriction EcoRI et Sacl. Les deux bandes marquées provenant de la digestion
avec les endonucléases HindIll et Kpnl, s’expliquent par la présence de ces sites de

restrictions au sein de I’ADNc. On peut donc conclure que la protéine T est
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vraisemblablement codée par un géne unique dans le génome du pois au méme titre que les
génes codant pour les protéines H et L (Macherel ef al. 1992 et Bourguignon ef al., 1992). Par
contre la protéine P semble étre codée par une famille de génes (Turner et al., 1992). Les
chromosomes portant les génes de la GDC ont été localisés par Turner e al. (1993). Le
chromosome 7 posséderait les génes codant pour les protéines T et L; le chromosome 1
porterait la famille de génes codant pour la protéine P alors que le géne codant pour la
protéine H se situerait sur le chromosome T1/4. Enfin, des analyses similaires effectuées chez
I'homme (Hayasaka ¢t al., 1991) et chez le boeuf (Okamura-Tkeda et al., 1992) ont montré

que la protéine T est également codée par un géne nucléaire unique.

B - CRIBLAGE DE LA BANQUE GENOMIQUE DANS MEMBL3 A L'AIDE DE L’ADNc
TB2: PURIFICATION ET AMPLIFICATION

Le géne codant pour la protéine T impliquée dans le complexe de la GDC, a ¢été isolé a
partir d’une banque génomique de pois (Pisum sativum, var. Alaska) fabriquée par les
laboratoires Clontech (Palo Alto, CA). Cette librairie est constituée de fragments d’ADN
nucléaires de 8 a 21 kpb (provenant de la digestion avec I’enzyme de restriction Mbol), clonés
au niveau du site BamHI dans un vecteur du bactériophage A EMBL3. Approximativement,
80 000 phages recombinants ont été criblés a I’aide de I’ADNc correspondant a la protéine T
de pois (Pisum sativum var. Douce provence). Ainsi, un clone positif nommé GT a pu étre

isolé et purifié aprés trois cycles successifs de criblage.

1 - Caractérisation du géne codant pour la protéine T (gdcT)

L’ADN du phage recombinant a été isolé, digéré par 'enzyme de restriction Sall, puis
analysé sur un gel d’agarose [la perte du site BamHI a eu lieu lors de la ligation du vecteur
EMBL3 (digéré BamHI) avec les fragments d’ADN nucléaires (digérés Mbol)]. Trois produits
de digestion de tailles approximatives 9,2 kpb, 10,3 kpb et 19,3 kpb ont été révélés.
L’hybridation de ces trois fragments d’ADN avec ’ADNc¢ TB2 marqué au phosphore 32 (ot-
P**), indique que I'insert d’une taille de 10,3 kpb renferme le géne gdcT. Les deux autres
fragments d’ADN correspondent aux « bras » droits et gauches du vecteur du bactériophage
EMBL3. Ce fragment a été sous-cloné dans le vecteur pUC 18 (pGT) puis de nouveau digéré

par I’enzyme de restriction Sall et hybridé avec la sonde TB2. Le résultat obtenu confirme le
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sous-clonage du fragment ainsi caractérisé. Par la suite, I'utilisation de différentes enzymes de

restriction a permis de dresser la carte de restriction du clone.

2 - Cartographie du clone

La simple digestion de I’insert (avec ou sans son plasmide pUC 18) par diverses enzymes
de restriction (BamHI, EcoRI, Kpnl, Pstl et HindlII) et ’analyse des fragments de restriction
sur gel d’agarose permetient de dresser la carte de restriction de I'insert (figure 35). De plus,
I’hybridation de ces fragments d’ADN avec ’ADNc TB2 permet la localisation précise du
géne au sein de ces fragments (figure 35 et tableau 8). En effet, le géne codant pour la protéine
T est présent dans la région 3° de I'insert. La présence des deux sites de restriction Kpnl et
Psil, (distants de 100 pb) situés dans la région 3° de I’ADNc, permet de déterminer
I’otientation du géne. Celui-ci, se situe approximativament a 1 kb du site de sous-clonage Sall
en 3’, la région 5 promotrice du géne étant dans la région la plus longue de I'insert (6,5 kpb).
Enfin, la comparaison des distances, entre les sites de restriction de I’ADNc et ceux des
inserts hybridés, permet d’estimer la taille de la région codante du géne a 2,7 kpb. Le gene
posséderait 1000 pb d’introns. On peut conclure que I'insert pGT renferme la totalité du géne
gdeT avec sa région promotrice. Cependant, on remarque qu’un site de restriction Hindlll
présent dans I’ADNc a disparu au sein du géne (figure 36). Ce phénoméne, confirmé lors du
séquencage du géne gdcT, est probablement dii a la variété du pois et sera expliqué plus en

détail dans le paragraphe II. A. 2.
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C figure 35: Cartographie de Pinsert pGT: (A) et
(C) digestion du clone pGT sans (-) ou avec (+) le
e vecteur pUc 18 et migration sur un gel d’agarose 1%.
— (B) transfert du gel (A) sur une membrane de nylon et
E hybridation avec la sonde TB2. €: représente 1’échelle
— de taille en Kpb: du haut vers le bas; 10,9, 8,7, 6, 5, 4,
3,2,1.6,1,0.5,0.3. B, BamHI; E, EcoRI; K, Kpn I; P,
— Pstl; H, HindIIL
ENZYME DE BamHI1 | EcoRl | Kpnl | Psfl | Hindlll | Kpnl/EcoRl | EcoRI/Pstl
RESTRICTION
8.1 8,8% | 7.4* 9,2 4,9
avec 4.3 4.2 41* | 2,1* 3,9*
Longueur | plasmide 1,5 1.3% 2,2
en Kpb 4 0.4 1,2
des 0.8
fragments 6,0* 6,1*% | 7.4* 6,5 4,7 4.2
d’ADN sans 4,3 4,2 1.4 | 2,1* 4,1 2.3
obtenus | plasmide 1,5 1,3% 2.7 21
- 0,4 1,9 1,3
0,3

Tableau 8: Longueur (Kpb) des fragments d’ADN digérés et hybridés (*) avec la sonde TB2.
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E H pE
ADNec correspondant a la
protéine T H
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Figure 36: Carte de restriction de I'insert GT contenant le géne codant pour la protéine T de pois var.
Alaska. Les fleches en trait plein indiquent la correspondance entre les sites de restriction de I’ADNc et de
I’ADN génomique. La fléche en pointillés indique la région ol devrait se situer sur le géne le site de restriction
Hind IT1. PS: Pisum sativum.

3 - Stratégie de séquencage du géne gdcT

Comme pour la séquence de ’ADNc, la technique de terminaison de la chaine par les
didéoxynucléotides (Sanger et al., 1977) a été utilisée pour séquencer le géne gdcT dans les
deux sens. La stratégie choisie consiste en I’utilisation d’oligonucléotides de synthése qui
servent d’amorces pour la réaction d’élongation. Les exons contenus dans la région codante
du géne ont été séquencés a 1’aide des amorces synthétiques utilisées lors du séquengage de
I’ADNec. Les introns et la région promotrice ont été séquencés de proche en proche. La
séquence du produit d’élongation d’une amorce, sert de support pour la synthése d’un
oligonucléotide complémentaire qui permettra de poursuivre le séquengage initi¢ par I’amorce

précédente (figure 37).
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+ 508 bp 250 bp + 2537 bp

Figure 37: Stratégie de séquencage de P'insert GT. a: Site de restrictions de I"insert GT contenant le géne
codant pour la protéine T (en noir). Les sites de restrictions indiqués sont B, BamHI; E, EcoRI; K, Kpnl; P, Pstl
et S, Sall. b: Le géne codant pour la protéine T de pois var. Alaska a été séquencé sur les deux brins a I’aide
d’oligonucléotides de synthése. La numérotation positive commence a +1 qui correspond au premier démarrage
de transcription déterminé par extension d’amorce. Les exons sont représentés en gris.

Il - ANALYSE DE LA SRUCTURE DU GENE CODANT POUR LA PROTEINE T

A - ORGANISATION DU GENE gdcT

1 - Détermination de la séquence nucléotidique

La séquence compléte du géne codant pour la protéine T impliquée dans le complexe de la
GDC mitochondriale, est présentée sur la figure 38. La comparaison entre la longueur
compléte de I’ADNc correspondant & la protéine T et la séquence du géne révele la présence
de trois introns arbitrairement nommés introns 1, 2 et 3 de taille trés variable. Le premier
intron d’une longueur de 321 pb est localisé dans la région 5" non codante de I’ARN messager
correspondant a la protéine T, alors que les deux autres de taille respective 691 pbet 114 pb se

situent dans la partie codante.
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905attttgcataattgaaacgaatgctgagagaagtggacgaagggaaggagagagaagagagagactaaaat

gaaagaaagaacttatcttttagttatcttatagagtgaagaaataaaatgtagttatgaaggagccaag
gaaagaatgagacataatgatgatttaaggagattgagataagatgatggacgagattctggtgtggaat
agatgatcttgcacgtggaggaaagctcctgtagtaaaaaaatttgatttgaccaagaatgatgaaaaat
tagcgtgaagaagagatatatgattagaatttaattettctaataccatgttaaatttagtctattggac
acettaatcaatatataatttttataacaaaaaaagaagcaaaaaacaattaaaattgaaataatttttt
ettettattattatatttactacttagtgggettatttatatateccatgttgttaacaaaaageccacga
tatggatagattgttacaacaaacaccatagagaagtagcaattaattaaaattaaagaatacactaata
atgatgtgtaacaaatgcattacatagcacttcatatctacttcataagaaaaaaaaattattttttaaa
tttattaaagtttattaaataaacttggttggtggagaaaagaaaaagaaaaaaaagaatgggaaagagg
taatggtaatgttgctaccactcactaaggatggggtatcataggctctcttcatttggggcactcactc

aatcaagatgaggttaagttgttctcaatctcacatecaccaactecectetttttatattttttatttaa

+1 F—D

attaaataaatatattaatatattatttttatttattttatteatttatgtccaacaaattecatTTGATA

+31 r—D

BAACCGAGGTTCTCTCTTCTCGTTTCTTGTCTCTCGCAGTGTTTCATARARACARAAACARGTTACCTARGC
TTCTCCATTGTTTTGTTCCTGEAGATGCETACTTGATTTTCCTCATTCACTCCGARCTCAATCAACARAC
CAATCTCTgtcagttctctateettttecattactcteaatgttgttgecacttttectataacattatettg
atctatatacatcttgttattaacttcttcatcatcaataatttagatctatgaaatgctatacttttet
ttttctcattctgcctgcgtcacttcttgtttctggttgtgatgtgatgaacaatcttgattcagttttg
tcattgaaatttttgtctattttgtggtgtttaatgtatttaacagtgtcataaceatagtagctaatta
gttaagtaacaaaatgattcatttatcttggaactgtttattactgcagTGTTTGAATATTTGAGATATT
TTGCTTAGAARATCAGAGGGEGTTTGTGGCAACTTGGCCAATCGATCACTCGCCGTCTTGCGAACGGAGG
M R 6 ¢6 b WO L & g 8§ T T RRL AN 6 G
AGATAAGAAGGCTETTGCGCEGCGATGTTTCGCTACAGAATCTGAGCTGAAGARGACAGTTCTGTATGAC
p K Kk A V A R R ¢ F AT E S E L XK K T V L ¥ D
TTCCATGTTGCTCATGETCGAAAGATEGTTCCTTTTGCTGGTTGGAGTATGCCTATTCAATACAAAGACT
F H V A H G G KM VP F A GW S M P I Q Y K D
CAATCATGGACTCAACCTTAAACTGTAGACAGAACGGTAGTCTTTTCGATGTTTCTCATATGTGTGGTCT
§s I M D 8 T L N C R @ N 6 8 L F D V 8 H M C G L
TAGTCTCAAGGGAAAGGATGTTGTTTCGTTCCTTGAGAAGCTCGTCATTGCGGATGTTGCTGCTCTTGCC
§ L K @ K DV Vv 8 F L E XK L v I A TV A A L A
CACGGAACCGEGACTTTGACTGTTTTCACTAATGAARAGGGAGGGGCGATCGATGATTCCGTGATTACTA
H ¢ T ¢ T L TV F TNEIZXKXGGATIUDUD S V I T
AGCTGACAGATGATCATCTTTACTTGGTTGTCAATGCTGGGTGCAGAGATARRGATTTGGCTCATATTGA
XK VT D D H L Y L V V N A G CRDKDTILAUHTI E
GGAGCATATGAAGGCATTCAAGGCCAAAGGCGGTGATGTGTCGTGGCACATTCATGATGAGAGATCTCTA
E H M K A F K A K 6 6 T VvV S WH I HDER S L
CTCGCTCTTCAGgtcatcatttateactetattatacattagaatcatccaagtataacacteactetta
L A L Q
acttgttttgtttctttgatatctaacacctatctcttgcttetgtattttagttgttaagatctatagc

attgtttgttttgtttettecccatgtgectgecacectacgetgtgtatactttggtgtacttagtgttyg
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1267 tcaaatagtggatatagcatagtgaaatttgagcaaaatgctactgttgtgcaatacgctatttggtaag
1337 acatgttatgaaatagcggtgctatagcactgetgegtagtggagttttaacaaactttigtaatteege
1407 gattgacagcatgaggtgtagtgtgagttgcoacacattgtctattgtggtcataaaatgattctaattc
1477 acttectteaggtggtttgtaccaggtttgtettaatttttcggagactcegtgtaagttagecacgattt
1547 aatcgtgactaatattttatgatgccatatttaatcacaatttaacaatgtcaaattttgggccctgttc
1617 ggtagcctgccttccacgccctcaagacaccttggtttgtatccatgttaaagttgacaaataattgagt
1687 gagttttaaattaatgatatgcacctaatcgtaactaacactaatgaagttttcttettttectetggaag
1757 cagGGTCCTCTTGCTGCTCCTGTTCTTCAACATCTGACAAAAGAGGATTTGAGCAAGCTGTACTTTGGGG
158 G P L A A P V L Q H L T XK E DUL § K L ¥ F G
1827 AGTTCCGCCTGTTGGACATCAATGGCTCGCAGTGCTTTCTCACACGGACAGGgtatgettecatttttgaa
180 E F R VL DI NG S Q@ CF L TR T G
1887 tgtgttatcatgtattgtgcatttggatatttgttagatatgatttgagtttgttcgatgcatacatgat
1967 aacacgctctttaatgagattttcagGTACACTGGTGAAGATGGATTTGAGATCTCAGTTCCTTCAGAGC
198 Y T ¢ E D G F E I § V P S E
2037 ATGGAGTTGAACTTGCCAAGGCACTGCTGGAARARTCTGARGGGARAATAAGATTGACAGGACTCGGTGC
212 H ¢ V E L A X A L L E K 8 E G K I R L T G L G A
2107 TAGAGATAGTCTACGTCTCGAAGCTGCACTGTGCTTATACGGAAATGACCTGGAACAGCACATTACACCT
236 R D 8§ L R L E A G L C L Y G NDULEOQHTITP
2177 ATTCAAGCAGGACTGACATGGGCTATAGGTAAGAGAAGCGAGAGCAGAAGGTEGTTTTCTAGGAGCTGATG
257 I E A G L T W A I 6@ K R RRAEG GG F L G A D
3247 TTATCCTGAAACAGCTCGCAGACGGTCCTTCCATTAGGCGTGTCGGTTTCATTTCTTCTGGTCCACCTCE
282 v I L X Q L A DG P S I R RV G F I 58 5 G P P P
230 AAGAAGCCACAGCGAGATTCAAGATGAAGGAGGAAACAACATTGGTGAAGTGACCAGTGGTGGATTCAGT
306 R S H S E I @ b E G 6 N N I 6 E V T S G G F 5
2387 CCTTGTCTCAAGAAGAACATAGCTATTGGATATGTCAAATCTCGATTGCACAARGCAGGTACCARAGTAR
3289 P ¢ L K K N I A I 6 ¥ V K 8 6 L BE K A G T K V
2457 AGATCATTATTCCAGGTAAACAGAATGAAGGAGTTGTCACGARAATGCCGTTCGTACCCACARAATACTA
352 K I I I R G K @Q N E @ vV VvV T K M P F V P T K Y ¥
2527 TAAGCCTTCATAGTTTGCTGCAGCATTTCCCATTTCTTGACTAATTTTCCCATAAACTGAGTGTTACATA
376 K P S8 -
2597 AATGTTAATGTCGTTATTATGTTTCTCATGTCAAGTACAAGGCTTCATCTTGATTCATAACTCAATTTCT
2667 TTTCAAACATGTATTGCTTGAACTTGATGTTATCATGAATTTTTTCCAATATTTCCCCCTGTGTGTACTG
2737 TGCTATTTTGAGGCCTGTTTTTCATTCAATAGTAGCTATTCATATAAGACTAAATCTGAATAATATAATA
2807 ATGTgaaaatataataaaaaaacagtatac
figure 38: Séquence nucléotidique du géne codant pour la protéine T du complexe de la glycine

décarboxylase de pois (var. Alaska) avec sa séquence en aminoacide déduite. 7 correspond & un
démarrage de transcription détecté par extension d’amorce. La séquence soulignée en trait plein est une région
promotrice probable de type boite TATA. Le site de polyadénylation aataaa est représent¢ en caractéres gras.

Les trois introns possédent les courtes séquences consensus GT et AG (respectivement en
5" et 3°de I’intron) impliquées dans le processus d’épissage des transcrits au cours de leur

maturation, au niveau de leur jonction avec les exons (Breathnach et Chambon, 1981). De
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plus, les séquences polypeptidiques des deux séquences nucléotidiques complémentaires de
chaque intron, ne révélent pas de cadre ouvert de lecture significatif.

On remarque que la séquence correspondant au peptide de transit mitochondrial est
contenue dans le deuxieme exon. De plus, comme chez la plupart des génes eucaryotes, les
exons ont un pourcentage en adénine et thymidine (de 49,6% a 61,5% avec une moyenne de
56,7%) moins élevé que les introns (de 63,5% & 70,4% avec une moyenne de 67,7%) (tableau

9),

GENE T Exon | Exon [I ExonlIll | ExonIV | Intron 1 [ntron 2 Intron 3

% AT 61.5 54.8 49.6 60.9 I 70.4 63.5 69.3

Tableau 9: Composition en adénine et en thymidine des exons et des introns de gdcT.

Enfin, le dernier exon contient le signal de polyadénylation typiquement eucaryote
(AATAAA) (Proodfoot et Browlee, 1976). Ce dernier absent de la région non codante de
I’ ADNc correspondant a la protéine T, se situe a 340 pb en aval du signal de terminaison de
traduction (figure 38). Cette séquence permet a une endonucléase de cliver '’ARN de 15 a 30
nucléotides en aval. Ainsi, ¢’est au niveau de ce site de coupure que la poly(A) polymérase
ajoutera une queue polyadénylée (Whitelaw et Proudfoot, 1986; Logan e/ al., 1987, Connely

et manley, 1988).

2 - Analyse de la structure primaire de la protéine T

La comparaison entre la séquence nucléotidique des exons du gene gdeT, obtenue a partir
de la variété « Alaska» de pois, et celle de "'ADNc provenant de la variété « Douce
provence » (Cf. chapitre 1) révéle six différences localisées au niveau de I’exon 1. Comme
nous ’avons présenté dans le chapitre I, la séquence peptidique déduite de I"’ADNc (vari€té
« Douce provence ») fut confirmée biochimiquement par la spectrométric de masse et par
microséquencage des peptides obtenus grace au clivage chimique de la protéine T purifiée.

Ces variations observées entre les deux variétés sont présentées dans le tableau 10:




chapitre II1: Clonage et caractérisation du géne nucléaire codant pour la protéine T

nucléotides modifiés acides aminés modifiés
Géne; variété ADNCc; variété Géne; variété ADNgc; variété
«Alaska» «Douce provence» «Alaska» «Douce provence»
Guanine 799 Adénine valine 68 Isoleucine
Cytosine 819 Thymidine pas de modification
Cytosine 847 Adénine Histidine 84 Asparagine
Cytosine 906 Thymidine pas de modification
Thymidine 927 Guanine Aspartate 110 Glutamate
Thymidine 1041 Cytosine pas de modification

Tableau 10: Localisation des quelques différences nucléotidiques et d’acides aminés trouvées entre la
partie codante du géne codant pour la protéine T provenant de la variété de pois « Alaska » et le transcrit
correspondant a la protéine T provenant de la variété « Douce provence ».

Trois de ces mutations ont modifié la séquence en acides aminés de la protéine. En effet,
sur six mutations, trois sont silencieuses car elles se situent sur la troisiéme base du codon.
Une mutation peut parfois se traduire par le remplacement d’une pyrimidine par une purine a
cette position. Par exemple, la troisiéme base du codon GAC (aspartate 110) chez le geéne
correspond au niveau de ’ADNc a une purine GAG (glutamate). Ces acides aminés aux
propriétés similaires sont représentés par des codons voisins, ce qui permet de minimiser les
effets des mutations. La méme observation peut s’effectuer sur les deux autres mutations qui
n’entrainent pas de modifications importantes. De plus, I’alignement de la structure primaire
de la protéine T de pois avec celle des autres séquences publiées, situe ces mutations dans des
régions trés peu conservées. On peut donc penser que ces régions (contrairement a d’autres
décrites dans le chapitre I) ne sont pas impliquées dans le domaine catalytique de I’enzyme.
En effet. des mutations spontanées se produisent continuellement au cours de I'évolution sans
aucun rapport avec une éventuelle nécessité immédiate, ou une quelconque utilité. D’ailleurs,
la plupart sont anodines lorsqu’elles ne sont pas nuisibles dans les conditions
environnementales ot elles apparaissent. Deux hypothéses peuvent étre avancées quant a
’origine de ces mutations:

- Ces mutations pourraient étre d’ordre allélique. Si tel était le cas, elles seraient récessives
et nous aurions détecté en spectrométrie de masse 2 populations de protéines.

- Ces mutations seraient propres a la variété du pois. Cette hypothése semble étre la plus

plausible. En effet, une espéce, qu’elle soit animale ou végétale, est constituée en son sein par
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une famille plus ou moins grande d’individus (variété) avec des modifications qui leur sont
propres (ceci étant di a la pression sélective) mais qui n’entrainent en aucun cas de profonds
changements au niveau de leur métabolisme et de leur structure. Les mutations n’ont aucun
effet phénotypique apparent et ne semblent pas toucher de régions importantes impliquées

dans I’activité de la protéine T.

B - DETERMINATION DU SITE D’INITIATION DE LA TRANSCRIPTION DU GENE
CODANT POUR LA PROTEINE T

I.%identification du site d’initiation de transcription du géne codant pour la protéine T est
réalisée par extension de la séquence nucléotidique vers lextrémité 5° de I’ARNm
correspondant a la protéine T. Cette technique d’extension d’amorce a été choisie
préférentiellement a la technique de protection a la nucléase S1. La présence, dans la région
non codante, d’un intron de 321 pb risquerait de géner I'hybridation du géne avec I’ARN
messager, augmentant de ce fait le risque d’éventuels artéfacts lors de la digestion par la
nucléase S1.

Le principe de 'extension d’amorce est basé sur la synthese d’ADNc de faible taille,
copies de la région en 5° de certains ARNm. Cette réaction catalysée par une enzyme de
rétrovirus, la transcriptase réverse, est initiée a 1'aide d’un oligonucléotide de synthese,
complémentaire & la séquence nucléotidique de la protéine étudice. Le marquage de I’ADNc
est réalisé par incorporation de nucléotides marqués (O_t-sz-dCTP). Le choix de la position de
I’amorce tient compte du risque de la pause prématurée de la transcriptase réverse au niveau
d’éventuelles structures secondaires de I’ARNm. En régle générale, I’oligonucléotide se situe

a proximité de ’extrémité 5° du transcrit.

1 - Résultat

Nous avons fait synthétiser trois oligonucléotides de 40 pb (PE1, PE2 et PE3) situés a 116,
72 et 44 pb de la région 3° du premier intron. Ceux-ci sont hybridés avec des ARNm issus de
tissus foliaires de pois dgés de 7 jours. Les résultats obtenus, par I’action de la transcriptase
réverse, montrent deux bandes majeures, avec les trois amorces utilisées (deux extensions
d’amorces sont présentées dans la figure 39). Ceci suggére fortement que le gene codant pour

la protéine T posséde deux sites de démarrage de la transcription. Ces deux transcrits,
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correspondant a la protéine T, n’ont pu étre détectés par les techniques d’hybridation
classiques, car leurs tailles différent par un trop petit nombre de nucléotides.

Le produit d’élongation le plus important s’arréte a une thymidine (on attribue la position
+1 a ce nucléotide) et correspond au site d’initiation (TCATTTGA) situé a environ 43 pb en
aval d’une boite TATA détectée par le programme PC GENE (Eukprom). En effet, la distance
séparant la boite TATA du site d’initiation est supérieure aux distances les plus couramment
rencontrées (-39, -9) (Bucher, 1990). Cependant, la région de la boite TATA, déterminée par
le programme PC GENE, se situe dans une région riche en thymidine et en adénine, rendant

délicate la localisation précise du coeur de la boite TATA.
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Figure 39: Identification des sites d’initiation de transcription de gdeT par extension d’amorce. Des
ARN polyadénylés sont hybridés avec les amorces PE2 (nucléotides 480 a 519) (A-1) et PE3 (nucléotides 508 a
547) (B-2) (Cf. Matériel et méthodes), complémentaires chacune d’une séquence nucléotidique située en 5" de
@deT . La réverse transcriptase est alors utilisée pour synthétiser les ADNc correspondant a la région 5 des
trancrits de la protéine T. Les lignes GATC représentent la séquence d’un fragment de gdcT obtenu a I'aide de
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ces mémes amorces. Comme un intron se situe entre le site d’initiation et les différentes amorces, les séquences
lues sur le gel ne correspondent pas 4 celles localisées prés du site d’initiation. La séquence lue a donc été
utilisée comme simple échelle pour localiser les sites d’initiation situés en amont de I’intron. I: séquences lues.
I1: séquences déduites.

Il est & noter que ce programme a déterminé un autre site d’initiation se situant a 29 pb de
la boite TATA précédemment déterminée. Mais, aucune bande correspondant a ce site n’a pu
atre détectée. Le second site d’initiation (+31) déterminé par extension d’amorce du géne
codant pour la protéine T, se situe en aval du premier site et commence a une thymidine
(TTCITGT). Ce site est apparemment trop €loigné de la boite TATA pour étre sous son
influence. Ce résultat sera développé par la suite. Ces sites d’initiation jouent un role
important lors de la traduction. En effet, contrairement aux procaryotes, les transcrits des
eucaryotes sont rapidement modifiés dans le cytosol, par addition a leur extrémité 5° d’une
coiffe (cap) sous forme d’un nucléotide G (guanine) méthylé, formant un pont 5’-
5’triphosphate (Shatkin, 1985). Ce chapeau joue un role important dans I’initiation de la
synthése protéique, car il est un signe de reconnaissance pour I’appariement de la petite sous-
unité du ribosome sur I’extrémité 5’ de 'ARNm. Celui-ci migrant vers le codon AUG le plus

proche permettra d’initier la traduction (Kosak, 1987).

2 - Discussion

Chez la plupart des organismes eucaryotes, la faible distance séparant le site d’initiation de
la boite TATA est nécessaire & 1'interaction entre deux éléments formant un complexe rigide
ADN-protéine, les deux principaux acteurs étant la protéine POL II et le facteur de
transcription TFIID. En effet, la transcription basale d’un géne nécessite I’assemblage de
nombreuses protéines nucléaires. Actuellement, quelques modéles qui schématisent la mise en
place du complexe d’initiation de la POL II, commencent a étre proposés. Un complexe
« initial », composé du facteur de transcription TFIID et de la boite TATA, se forme pour
constituer ’ensemble [TBP] (TATA-binding protein) qui couvre une région incluant le site
d’initiation (de -45 a -10) (Nakajima et al., 1988). Pour une transcription basale simple, ce
complexe suffit pour étre reconnu par les autres facteurs, mais ne peut pas étre régulé par des
facteurs de transcription se trouvant en amont. Par la suite, ce complexe devient le site de
fixation d’un deuxiéme facteur de transcription TFIIB qui a pour réle de recruter la POL II et
un troisieme facteur de transcription TFIIF, formant ainsi un complexe stable. Il est a noter

que dans certaines conditions ce simple complexe est capable d’initier la transcription. Par la
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suite, deux autres facteurs TFIIE et TFIIH viendront s’associer a ce complexe et permettront
d’initier la transcription par phosphorylation du domaine carboxyterminal de la POL II a
I’aide du facteur TFITH (qui posséderait une activité kinase). Ainsi constituée, la transcription
basale ATP dépendante peut débuter (Buratowski, 1994). La boite TATA et le site d’initiation
du géne seraient donc deux éléments indispensables a la reconnaissance et a la mise en place
du complexe de transcription. Cependant, il existe d’autres ¢léments initiateurs pouvant
induire la transcription lorsque la boite TATA est absente ou trop €loignée pour avoir une
influence.

En effet, le second site d’initiation (+31) déterminé par extension d’amorce du géne codant
pour la protéine T, ne peut étre sous I'influence de la méme boite TATA, car la distance entre
les deux éléments (75 pb) est largement supérieure & celle souvent observée (30 pb) chez les
génes transcrits par I’ARN polymérase II (POL II) (Breathnach et Chambon, 1981; Bucher,
1990). Une situation analogue a été observée chez le géne codant pour la protéine H
(Macherel ef al. 1992). Ainsi, les génes codant pour les protéines H et T possedent deux sites
d’initiation de transcription, dont I’un serait sous le contrdle de la boite TATA alors que le
second site (distant de 29 pb du premier site d’initiation dans le cas du géne codant pour la
protéine T et de 33 pb pour le géne codant pour la protéine H), se situerait dans une région
riche en pyrimidine. Les comparaisons de séquences nucléotidiques représentées sur la figure
40, révélent que cette région riche en pyrimidine encadrant le second site d’initiation de
transcription des génes gde T et gde H, est similaire aux sites d’initiations de plusieurs genes
tels que: le géne codant pour la terminale déoxyribonucléotide transférase (Smale et
Baltimore, 1989), la région promotrice du virus SV 40 (Ayer et Dynan, 1988; Smale er al.,
1990) et le géne codant pour la sous-unité a2 de I'Intégrine humaine (Zutter ef al, 1994).
Smale et Baltimore (1989) ont appelé cette séquence d’initiation « Initiator Element » (Inr)

car cette séquence joue un role de promoteur en relation ou non avec la boite TATA.

’—D

gde T 5.2 WG?GTT?(IZ??GTC?(':? +8
gde H 8.2 -6 C_ATTTltljzlx'FTclj'lfT_c_T +8
TdT Inr —6C|§-C(IZ'(IZ‘?(|3.IAT?(|Z?'GGA +8
AdML Inr _6CI;TC<I:'{‘(|:2}(|:T_CT_CT_C +8
A2 Int.Inr -6 G cTC|lrclacceeaegca +8

figure 40: Comparaisons de la région riche en pyrimidine encadrant le second site d’initiation des génes
codant pour les protéines T (gdcT S.2) et les protéines H (gdcH S.2) avec d’autres séquences initiatrices
connues (Inr). Les séquences initiatrices du géne codant pour la terminale déoxynucléotidyltransférase (TdT

135



chapitre Il1: Clonage et caractérisation du géne nucléairve codant pour la protéine T

Inr), du promoteur tardif principal de I'adénovirus (AdML) et la séquence initiatrice du géne codant pour 'a2
intégrine (A2 Int. Inr) proviennent de Smale et Baltimore (1989), Ayer et Dynan (1988) et Zutter et al., (1994).

Le symbole | indique que les nucléotides sont identiques alors que le symbole . indique qu’ils sont similaires.

Plusieurs hypothéses ont été proposées pour justifier le fonctionnement de ce type de
promoteur.

Dans le cas ou la boite TATA est absente, O’Shea-Greenfield et Smale (1992) ont supposé
que cette région riche en pyrimidine (nommée élément Inr) aurait pour réle soit de guider la
POL II vers un site précis d’initiation de transcription, soit d’avoir une influence sur la
direction de la transcription (O’Shea-Greenfield et Smale, 1992).

Si on consideére le cas ot la région promotrice posséde la boite TATA, I’élément Inr agirait
comme un activateur. Cependant, pour que cette coopération entre la boite TATA et I’élément
Inr puisse s’effectuer, les deux séquences doivent étre distantes au maximum de 30 pb. Au-
dela de cette distance, les deux éléments agissent de fagon indépendante; deux démarrages de
transcription peuvent alors étre observeés (O’Shea-Greenfield et Smale, 1992).

Zenzie-gregory et al. (1992), en se basant sur des expériences de cinétiques (réalisées pour
comparer les mécanismes d’initiation de transcription en présence de la boite TATA ou de
I’élément Inr), ont démontré que sur des extraits de cellule, le mécanisme d’initiation de
transcription en présence de ’élément Inr ne laisse pas apparaitre la période de latence
présente lorsque la transcription est sous I'influence de la boite TATA. En effet, la mise en
place du complexe de préinitiation (PIC) semble s’effectuer plus rapidement, lorsque la
transcription est dirigée par I’élément Inr, car la machinerie impliquée dans la transcription est
moins complexe. Certains facteurs de transcription se substituent & un ensemble d’autres
facteurs. Ainsi, récemment, Usheva et Shenk (1994) ont démontré que la seule présence des
facteurs de transcription YY1, TFIIB et de la POL II suffisait a initier une transcription basale
sur un ADN contenant ’élément Inr. Dans des conditions appropriées, YY1 jouerait la
fonction de la TBP (TATA binding protein) dont le réle est de recruter la POL II (Seto et al.,
1993). D’autres auteurs ont également démontré 'implication du complexe TFIID ou du
facteur de transcription TFII-I dans I'initiation de la transcription & partir de 1'élément Inr
(Smale et al., 1990; Pugh et Tjian, 1991; Roy et al., 1991; Carcamo et al., 1991; Zenzie-
Gregory et al., 1993). Chez les plantes, Maas et al. (1990) ont également localisé dans la
région promotrice du géne Shrunken de mais (Sh: géne codant pour la saccharose synthase),

un site d’initiation situé dans une région riche en pyrimidine et capable d’initier la
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transcription en absence de la boite TATA. De plus, Lugert et Weer (1994) ont isolé, en
criblant une banque d’expression Agt 11 (technique du « South-Western »), une protéine (IBP
1) qui se lie de fagon spécifique a cet élément Inr. Cependant, il existe peu d’homologies entre
la séquence du démarrage de transcription du géne Sh et celle des animaux. Toutefois, en ce
qui concerne la région riche en pyrimidine, déterminée chez le géne codant pour la protéine T,
une étude plus approfondie s’avere indispensable pour confirmer I'influence de cet élément
initiateur dans 1’initiation de la transcription du géne gdcI. En effet, cet élément Inr est
apparemment beaucoup trop ¢éloigné de la boite TATA pour avoir un effet activateur sur le
niveau de transcription. Il serait donc intéressant de comprendre le role physiologique de ces
deux sites d’initiation présents également dans le géne codant pour la protéine H (Macherel et

al., 1992).
IIT - ETUDE DE LA REGION PROMOTRICE

Les résultats obtenus sur I’expression des protéines T, H et P impliquées dans le complexe
de la GDC montrent que cette expression est sans doute coordonnée. Pour cette raison il nous
a semblé intéressant de comparer les régions promotrices des génes codant pour les protéines
T et H (Macherel er al., 1992) afin d’identifier d’éventuelles séquences consensus susceptibles
d’étre présentes dans les région 5°des deux génes. Nous avons également comparé la séquence
nucléotidique de la région promotrice du géne codant pour la protéine T avec celle d’autres
génes régulés a la lumiére. Ainsi, toutes ces comparaisons ont permis de localiser dans la

région promotrice du gene gdeT' trois séquences consensus.

A - IDENTIFICATION DE TROIS POTENTIELS SEQUENCES CONSENSUS DE
REGULATION DANS LA REGION PROMOTRICE DE gdcT

1 - Caractérisation d’une région riche en nucléotides AT

La comparaison des régions promotrices des génes codant pour les protéines H et T révele
la présence d'une séquence riche en nucléotides AT au sein des deux promoteurs (figure 41).
La comparaison de cette séquence avec celles d’autres régions promotrices présentes dans les
banques de données, a permis de déceler de fortes homologies avec certaines régions riches en
nucléotides AT présents dans la zone promotrice d’autres génes. Ainsi, la plus forte

homologie a été déterminée avec la séquence consensus (5’-AATATTTTTATT-3") fixant le
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facteur de transeription AT-1 (figure 41). Cette séquence a été caractérisée dans la région
promotrice du géne codant pour la petite sous-unité de la rubisco rbeS 3,6 de pois (Datta et
Cashmore, 1989). On trouve également cette séquence consensus dans d’autres régions
promotrices de génes comme la petite sous-unité de la rubisco rbeS3A et la protéine liant la
chlorophylle a/b (cab) (Datta et Cashmore, 1989). D’autres homologies ont pu étre également
décelées avec les régions promotrices des genes codant pour la protéine leghemoglobine
(impliquée dans le transport de I’oxygéne au sein des nodules) chez la graine de soja « -239
AATATTTTAAT -229» et chez un légume tropical «-223 ATAATTTTTAA -213»
(Sesbania rostrata) (Jensen et al., 1988; Metz et al., 1988), pour la B-phaséoline de haricot « -
650 TTAATTTTAAG -640» (Bustos ef al., 1989) et pour I’hélianthinine, protéine majeure de
la graine de tournesol « -696 TTTATTTTGAT -686 » (Jordano et al., 1989).

2 - Présence d’une boite GT-1 dans la région promotrice du géne gdcT

Parce que le niveau de transcription des génes codant pour les protéines de la GDC subit
une forte induction a la lumiére, nous avons comparé la région promotrice du géne gdcT de
pois avec plusieurs éléments différents agissant en cis (cis-acting-element) connus pour étre
impliqués dans la régulation de génes sensibles a la lumiere. Cette analyse de la région
promotrice du géne gdeT, nous a révelé la présence de motifs connus (figure 41). Notamment,
une séquence localisée entre les nucléotides -126 et -114 posséde une forte homologie avec la
boite Il qui agit comme un élément de régulation positif sur la transcription des geénes
dépendant de la lumiére, en particulier sur le géne de la petite sous-unité de la Rubisco rbeS
3A (Green et al., 1987; Green et al., 1988). De méme, une autre séquence située dans le géne
gdeT « -225 GTGAGGTAATAT -214 » présente une certaine homologie avec une autre boite
située en amont de la boite Il nommée boite II* dans le cas de rbeS3A «-210
AAGAGGTAATGG -201» (Green et al., 1987). Récemment, une étude de la région
promotrice du géne codant pour la protéine H du complexe de la GDC chez Arabidopsis
thaliana, a révélé qu'une zone située entre -376 et -117 pb et controlant I’expression a la
lumiére du géne, contenait une série de boites GT (Srinivasan et Oliver, 1995). De plus, de
tels motifs se retrouvent également dans la région promotrice du géne codant pour une
protéine péroxisomale impliquée dans le cycle photorespiratoire: I’hydroxypyruvate réductase
dont le niveau de transcription serait également sous I'influence de la lumiere (Schwartz et al.,

1991).
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3 - La région 5’ en amont de gdcT posséde I’élément GATA

La littérature concernant la spécificité tissulaire des génes est dense; elle présente de
nombreuses études sur différentes familles de génes impliquées dans plusieurs espéces. En
effet, les recherches entreprises sur la spécificité tissulaire de certains génes de plantes ont eu
un impact important sur les biotechnologies en agriculture. La manipulation récente des
promoteurs, 4 I’aide des plantes transgéniques, montre la présence de certains €léments de
régulation en cis (cis-acting element) capables de conférer & certains geénes une régulation a la
lumiére ou une spécificité tissulaire. Ainsi, la comparaison entre la région promotrice de gdcT
et d’autres régions en 5°, nous a permis d’identifier (figure 41) un motif GATA en tandem (-
366 4 -350) présent au niveau des promoteurs des génes cab de la région 5” du promoteur 358
du virus de la mosaique du chou-fleur (CaMV 358S) et d’une des petites sous-unités de la
rubisco rbeS 3C (Castresana ef al., 1987, Lam et Chua, 1990; Manzara et al., 1991).
Cependant, la distance a laquelle se situe cet élément GATA en tandem de gdeT est
importante alors que celui principalement étudié¢ dans la littérature se situe entre la séquence
CAAT et la boite TATA. De plus, selon Benfey et al., (1990), le mécanisme régulant la
spécificité tissulaire est beaucoup trop complexe pour étre di a la seule présence d’une
séquence consensus. En effet, ces auteurs ont montré que la région promotrice de CaMV 358
est constituée de deux domaines principaux, A et B, chacun subdivisé en plusieurs sous-
domaines et ce serait la combinaison de chacun des sous-domaines qui permettrait de définir
la spécificité tissulaire au cours du développement. Par conséquent, il apparait prématuré
d’assigner a 1’élément GATA (-366 & -350) du géne gdcT un role certain dans I’expression

tissulaire de la protéine T.
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~-650 tgatttgaccaagaatgatgaaaaattagcgtgaagaagagatatatggg;ggaatttaattc;;ctga;accatgttaaattta
IR-2 IR-2
-565 gtcr,g;_;ggacaccttaacgagzatcaaaaaaagaagcaaaaaacaattaaaattgaaataattttttcttct
IR-3 IR-3 AT-1
-479 tattattatatttactacttagtgggcttatttatatatccatgttgttaacaaaaagcccad
IR-4 <--=-p--=> KTA
-394 aaacaccatagagaagtagcaattaattaaaattaaagaatacactaataatgatgtgtaacaaatgcattacatagcactteat
IR-5 DR=1
-309 atctacttcataagaaaasaaaattattttttaasatttattaaagtttattaaataaacttggttggtggagaaaagaaaaagaa
DR-1 IR=7 IR~7
-224 aaaaaagaatgggaa%ééééié@;gg;g@;gttgctaccactcactaaggatggggtatcataggctctcttcatttggggcact
boite II*¥ DR-2 DBR-2Z
-139 cactcaatcaagattc_tcaatctcacatc:cacgaag;ccctc_-';ttttatattttttatttaaattaaa;agat_

boite II IR-6 IR-6
#1 1% +31 7P
-54 atattaatatattatttttatttattttattecatttatgtccaacaaattcatttgataaacgaggttctctecttectegtttett

boite TATA
+33 gtetetcgeagtgtttcataaaaacaaaaacaagttacctaagettet ccattgttttgttect

Boite AT-1 B
gdc T de pois - 541 ATATAATTTTTATAACAAA - 525

gdc H de pois = 672 TTGATATTTTTAATTCTTT - 653 (1)

rbcS 3A de pois - 258 TCGATATTTTTATTTTGTA - 288 (2)
rbcS3.6 de pois - 553 TAATTATTTTTATTCTCTT - 547 (3)
cab-E de tabac -1107 TAAATATTTTTATTTTCAT -1137 (4)

rbeS 3A de tom. -1014 TTAATATTTTTATTTAGTA - 996 (5)

L kR kkkk

Boite II du site de fixation

de GT-1

gdc T de pois =127 ATGAGGTTAAGTTG -114

rbecS E9 de pois -149 GTGTGGTTAATATG -136 (2)

rbecS 3A de pois -151 GTGTGGTTAATATG  -137 (2)

rbeS 3C de pois -108 GTGTGGTTAATATG - 95 (2)
**. % kok kok ok . _**

gdc H d'A.thalian. -138 AAAAGGTTACAAAA - 151 (6)

L kkok ok ok

Boite GATA

gdc T de pois -366 CACGATATGGATAGATT -350

cab 22R de Pet. - 80 ATAGATAGTGATATTCA - 64 (7)

cab-E Nic.P. - 50 GTAGATATAGATACTCA - 35 (8)

rbcS 3C de pois -283 TATGATATAGATATTTA -267 (2)

cab 3C de Tom. - 49 GCAGATAATGATATTCT - 38 (9)
* % % % * k k k

CaMV 358 -101 ATTGATGT-GATATCTC - 86 (10)
* % % * %k %k
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Figure 41: Principales caractéristiques de la région promotrice du géne codant pour la protéine T du complexe de
la glycine décarboxylase. (A) Séquence de la région promotrice avec les deux sites d’initiations de transcriptions
indiquée par une fléche au dessus des nucléotides +1 et +31, La séquence soulignée par un trait plein et en caractéres
gras correspond a la région contenant la boite TATA. Les séquences soulignées correspondent aux séquences
directement (DR-1 & -2) et inversement (IR-1 4 -6) répétées. Les motifs « GATA », « AT-1» et « boite IT» sont
encadrés. p indique un palindrome. (B) Caractérisation des motifs « GATA », « AT-1» et « GT-1» par comparaison
avec la région promotrice de différents génes (1, Macherel ef al., 1992; 2, Fluhr ef al., 1986a, 1986b; 3, Herrera-Estrella
et al., 1984: 9, 4, Castresana et al., 1987, 1988; 5, Ueda et al., 1989; 6, Srinivasan et Oliver, 1995; 7, Gidoni et al., 1989,
8, Pickersky et /., 1985; 10, Odell et al., 1985).

Les comparaisons de séquences nucléotidiques du géne codant pour la protéine T avec
celles de nombreux génes régulés par la lumiére, ont permis de localiser certains éléments
consensus susceptibles de conférer une expression a la lumiére. A ce stade du travail, il nous a
semblé intéressant, sans nous engager dans des études trop longues d’expression de promoteur
chimérique a I’aide de plantes transgéniques, d’analyser les interactions Protéines/ADN sur
les régions consensus déterminées dans ce paragraphe. Ainsi, nous avons essay¢, par des
expériences de gel retard avec ou sans compétition, de mettre en évidence d’éventuels facteurs

de transcription capables d’interagir avec les sites précédemment définis.

B - EXPERIENCE D’INTERACTION PROTEINES/ADN

Notre approche expérimentale a consisté a rechercher si les éléments cis caractérisés sont
susceptibles de fixer des protéines nucléaires. Pour cela, un extrait brut de protéines nucléaires
provenant de noyaux de tissus chlorophylliens de pois a été¢ incubé avec un duplex
d’oligonucléotide marqué au phosphore 32 dans lequel se trouve la séquence consensus
précédemment caractérisée. La formation de complexes ADN-protéine a ét€ mise en évidence
sur un gel de polyacrylamide en condition non dénaturante par la diminution de la mobilité
électrophorétique du fragment d’ADN complexé. Ainsi, trois complexes nucléoprotéiques
dont deux importants, ont pu étre mis en évidence lorsque la région promotrice de gdcT
contenant la boite Il a été incubée avec un extrait nucléaire de feuille de pois (figure 42). Par
contre, un seul retard est visible au niveau de la région riche en nucléotides AT située dans la
région promotrice de gdeT. Les expériences de compétition avec un exces de sonde froide
montrent que les protéines impliquées dans la formation des complexes interagissent
spécifiquement avec les séquences nucléotidiques contenant les régions consensus.

Finalement, nous avons voulu déterminer si ces séquences consensus capables de lier des
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protéines nucléaires pouvaient interagir avec les séquences de I’élément AT et de la boite II

consensus des genes tbeS3,6 et 3A.

A B
sonde marquée | pdeT 0.1 ng d‘ans sonde marquée | gdeT 0.1 ng d.ans
chaque ligne chaque ligne
compétiteur non | adcT 1 10| Compétit?L(lr n)on IgdCT —1_T1i0
marque (ng

marque (ng)

Ccb
C b C o>

Cb

Figure 42: Formation de complexes nucléoprotéiques avec un fragement d’ADN contenant la région
riche en nucléotides AT et la boite GT-1.

A) gdeT: Fragment d’ADN de gdcT contenant une région riche en nucléotides AT: TTTACACCTTAACCA

ATATATAATTTTTATAACAAAAAAAAAG.

B) gdcT: Fragment d’ADN de gdcT contenant un site équivalent & la boite II présent dans la zone promotrice
de rbeS 3A: TTTAATCAAGATGAGGTTAAGTTGCTCTCAATC. Ligne 1, sonde seule; lignes 2 et 3 sonde en
présence de 5 pg d’extrait nucléaire de feuille de pois dgés de 7 jours. C: complexe nucléoprotéique; F: sonde
libre.

1 - Relation entre la région riche en nucléotides AT du promoteur de gdcT et

I’élément cis, riche en nucléotides AT, du promoteur de rbeS 3,6

L’incubation de 1’oligonucléotide (duplex) contenant la région riche en nucléotides AT de
gdeT marquée au phosphore 32 avec de I’extrait nucléaire de feuille de pois, permet la
formation d’un retard important spécifique qui disparait en présence d’un excés de dimeére
contenant la région riche en nucléotides AT de rbeS 3,6 mais qui ne semble pas étre influencé
par la présence d’un excés de 100 fois (en masse) du plasmide pBS (figure 43B). Par ailleurs,

si ce compétiteur est utilisé comme sonde marquée, il entraine un retard similaire a celui de la
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boite riche en nucléotides AT du géne gdeT (figure 43A). 11 semble donc que I’élément AT du
géne gdcT soit reconnu par une ou des protéine(s) nucléaire(s), et il est fort probable que ce
soient les mémes protéines qui interagissent avec I'élément AT du géne rbeS. En effet, les 2
types de séquences entrainent les mémes variations de mobilité dans I'essai, et agissent
comme des compétiteurs spécifiques vis & vis I’'une de I’autre. Cependant, il est a noter que les
régions promotrices des génes des plantes au méme titre que celles des levures, contiennent
souvent des éléments riches en nucléotides AT. Ainsi, il a été montré que chez les levures,
cette région stimule la transcription alors que chez les plantes, ses fonctions sont moins
connues et semblent montrer des effets contradictoires (Russell ef al., 1983; Struhl, 1985;
Chen et al., 1987). En effet, Castresana ef al., 1988 et Datta et Cashmore, 1989 ont montré
que ’élément riche en nucléotides AT, situé dans la région promotrice de rbeS et cab, aurait
un effet négatif sur la transcription. Ces auteurs ont caractérisé un facteur de transcription AT-
| capable de se lier a la région riche en nucléotides AT mais dont la capacité de liaison était
modulée par phosphorylation. Ainsi, ce facteur AT-1, actif sous une forme non phosphorylée
perdrait toute capacité de liaison avec ’ADN sous une forme phosphorylée. A 1’opposé,
Bustos et al., (1989) ont caractérisé un élément riche en nucléotides AT, situé dans le
promoteur d’un géne codant pour la B-phaséoline de haricot, qui augmente I’expression de la
B-glucuronidase (GUS) chez les plantes de tabac transformées avec un géne reporteur. La
méme observation a été effectuée au niveau d’une région riche en nucléotides AT dans la
région 5° du géne codant pour la leghemoglobine chez le haricot et S. rostrata (Laursen e/ al.,
1994; Szezyglowski et al., 1994). Il semblerait donc que les régions riches en nucléotides AT
(dont la plupart sont éloignées de la boite TATA) soient I'objet de nombreuses interactions
avec des protéines nucléaires capables de jouer un role d’activateur ou de répresseur de géne.
Cependant, de nombreuses questions restent en suspens quant au role exact de ces zones

consensus.
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A B
sonde marquée | gdcT 0.1ng dans chaque ligne
sonde s A
marquée o 5.5 C(:l-;q?li c]iic;;lse compétiteur gdeT = =10 =] =] =
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Figure 43:

A) Formation de complexes nucléoprotéines avec le fragment d’ADN de rbcS 3.6 contenant la région
riche en nuecléotides AT. rbeS 3.6, fragment d’ADN de rbeS 3.6 contenant la région riche en nucléotides AT:
TTTATATATTTTTAATTATTTTTATTCTCTTAA. Ligne 1, sonde seule; lignes 2 et 3 sonde en présence de 5
(g d’extrait nucléaire de feuille de pois et en présence ou non de compétiteur. C: complexe nucléoprotéique; F:
sonde libre.

B) Expérience de compétition entre les éléments riches en nucléotides AT de gdcT et rbeS 3.6. gdcT,
Fragment d°’ADN de gdcT contenant une région riche en nucléotides AT: TTTACACCTTAACCAATATATA
ATTTTTATAACAAAAAAAAAG. rbeS 3.6, fragment d” ADN contenant la région riche en nucléotides AT (Cf.
A). pBS: plasmide linéarisé a 'aide de 'enzyme de restriction Eco RI. Ligne 1, sonde seule; lignes 2 & 6 sonde
en présence de 5 (g d’extrait nucléaire de feuille de pois et en présence ou non de compétiteur. C: complexe
nucléoprotéique; F: sonde libre.

2 - Relation entre la boite II située dans la région promotrice de gdcT et celle située

dans la région 5’ du géne codant pour rbeS 3A.

Les expériences d’interactions protéines/ADN nous ont permis de déterminer 3 retards
spécifiques au niveau de I’oligonucléotide contenant la boite II de gdcT. Ce méme profil est
observé lorsque ’expérience est effectuée avec la sonde contenant la région consensus de rbeS
3A (figure 44A). On attribue ce nombre €levé de retards au fait que nous avons utilisé une

séquence nucléotidique encadrant la boite 11 plutdt qu'un dimére ou un tétramere de la
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séquence consensus. De ce fait, cela laisse la possibilité & d’autres protéines nucléaires
d’interagir avec les séquences se situant de part et d’autre de la séquence consensus. En outre,
les retards observés diminuent fortement lorsque la boite II de gdcT marquée au phosphore 32
est mise en présence d’un exces de la région consensus de rbeS 3A (figure 44B). Cependant,
la présence d’un excés de 100 fois (masse) du plasmide pBS ne modifie en rien le profil du
gel retard. Ainsi, les résultats obtenus tendent & montrer que les régions consensus contenant
la boite II situées dans les régions promotrices des génes gdeT et rbeS 3A sont apparentées. 11
n’est donc pas exclu que le géne gdeT soit régulé par des facteurs nucléaires similaires a ceux
intervenant dans la régulation du géne rbeS 3A. Green er al. (1987) ont caractérisé une
protéine nucléaire GT-1 capable de se lier a la boite II de rbcS dont la fonction serait d’étre
impliquée dans la réponse a la lumiére. Ainsi, Lam et Chua (1990) ont démontré par
I’intermédiaire de plantes transgéniques, qu’un seul tétramére synthétique (correspondant a la
séquence de la boite 1) fusionné avec une partie du promoteur 35S du virus de la mosaique du
chou-fleur, suffisait a activer la transcription a la lumiére et a obtenir une spécificité tissulaire.
Récemment, I’ADNc correspondant au facteur de transcription GT-1 (trans-acting-factor) a
été caractérisé. Cette protéine nommée GT-1a par Gilmartin ef al. (1992) et B2F (pour facteur
de la boite II) par Perisic et Lam (1992) interagit avec le coeur de la boite GT (pour une revue
voir Gilmartin ef al., 1990). Il semble que ce facteur nucléaire soit exprimé dans tous les
tissus: tissus foliaires de plantes cultivées a la lumiére, tissus de feuilles qui ont subi trois
jours d’obscurité, de tiges, de racines et de graines (Gilmartin et al., 1992; Perisic et Lam,
1992). Afin d’expliquer de tels résultats, Lam et Chua (1990) et Gilmartin e al. (1992) ont
proposé trois modeéles. Deux font intervenir une protéine supplémentaire qui agirait, soit
comme un répresseur a 1’obscurité, soit comme un activateur a la lumiére. Le troisiéme
modéle envisage une modification photoréversible du facteur de transcription GT-la qui
permettrait une fonction activatrice a la lumiére. En fait, le mécanisme exact qui confére a la
boite IT une activité spécifique dans les cellules chlorophylliennes, reste encore une énigme.
Enfin, 'analyse de la région promotrice de la protéine H du complexe de la GDC chez
Arabidopsis thaliana par Srinivasan et Oliver, (1995), a montré que la délétion d’un fragment
allant de -376 et -117 pb entrainait une chute dramatique de 1’activité du gene reporteur GUS
chez les plantes exposées a la lumiére. Cette région contiendrait les séquences qui induisent
I’expression a la lumiére. En effet, ’analyse de la séquence nucléotidique de cette région a

révélé la présence de nombreuses boites GT dont la séquence consensus présente une certaine
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homologie avec celle de la boite II. Ainsi, des régions consensus similaires existeraient entre
les génes codant pour les protéines H et T. Il n’est donc pas exclu quun mécanisme de
régulation comparable a celui de la rbcS soit présent au niveau de [’expression de ces 2 génes

induits a la lumiére.

A B

sonde marquée| rbcS c(])ull nge Lliizns sonde marquée | 2dcT 0.1 e danschane e
3A quc ligne
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Figure 44:

A) Formation de complexes nucléoprotéines avec le fragment d’ADN contenant la boite 11 de rbeS 3A.
rbeS 3A, fragment d’ADN contenant la boite II de rbeS 3A: TTTAATCAAGATGAGGT
TAAGTTGCTCTCAATC. Ligne 1, sonde seule; lignes 2 et 3 sonde en présence de 5 ug d’extrait nucléaire de
feuille de pois et en présence ou non de compétiteur. C: complexe nucléoprotéique. F: sonde libre.

B) Expérience de compétition entre les boites IT de gdcT et rbeS 3A. gdcT, fragment d’ADN de gdcT
contenant un site équivalent a la boite 11 présent dans la zone promotrice de rbeS 3A:
TTTAATCAAGATGAGGTTAAGTTGCTCTCAATC. rbeS 3A, fragment d’ADN contenant la boite II qui fixe
la facteur de transcription GT-1: TTTCAATCTTGTGTGGTTAATATGACTGCAAAG. pBS: plasmide linéarisé
i I"aide de I’enzyme de restriction Eco RI. Ligne 1, sonde seule; lignes 2 a 6 sonde en présence de 5 pg d’extrait
nucléaire de feuille de pois et en présence ou non de compétiteur. C: complexe nucléoprotéique. F: sonde libre.

IV - CONCLUSION

L’isolement et le séquengage d’un fragment de 3740 pb dans lequel se trouve le géne
codant pour la protéine T de pois, ont révélé que ce géne présent en une seule copie dans le

génome du pois est constitué de 4 exons et de 3 introns dont I'un se situe dans la région 5" non
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codante. Nous avons découvert dans la région 3’ non codante du géne le site consensus
AATAAA de polyadénylation absent dans I’ADNe correspondant a la protéine T (Cf. chapitre
I). De plus, I'étude du géne codant pour la protéine T a permis de montrer certaines
homologies avec le géne codant pour la protéine H. En effet, ces 2 genes possédent 2 sites
d’initiations dont un se situe dans une région riche en pyrimidine. Ce site, éloigné de la boite
TATA ressemble a I’élément Inr capable de conférer une transcription basale (Smale et
Baltimor, 1989). Cependant, le réle exact de ces deux sites d’initiation dans la transcription
des génes de la GDC reste encore a élucider. En effet, il serait intéressant de suivre au cours
du développement 1’évolution de ces deux populations de transcrits correspondant aux
protéines T et H. Par ailleurs, I'étude de la région promotrice du géne codant la protéine T a
révélé la présence de deux séquences consensus (régions riches en nucléotides AT et boites
GT-1) capables de fixer certains facteurs protéiques nucléaires. En effet, les expériences de
compétition ont montré que ces éléments seraient apparentés a ceux présents chez les génes
codant pour rbeS 3,6 et rbeS 3A. En outre, ces ¢léments de régulation en cis ont pu étre
retrouvés au niveau de la région promotrice du géne codant pour la protéine H de pois et
d’ Arabidopsis thaliana. Tous ces motifs possédent des propriétés qui les impliquent plus ou
moins indirectement dans la régulation a la lumiére des génes.

Tous ces résultats ne sont qu'une premiére approche dans 1'étude des phénomenes qui
régulent 1’expression des génes de la GDC. En effet, il serait indispensable d’entreprendre (a
I'aide de génes reporteurs tels que la B-glucuronidase: GUS) des études de délétion de
promoteur ou de mutations ponctuelles par I'obtention de plantes transgéniques. Nous
pourrions ainsi, d’une part déterminer la fonction de ces régions consensus et, d’autre part
caractériser d’autres éléments de régulation en cis au niveau de la région promotrice du gene
codant pour la protéine T. Enfin, il serait tout a fait intéressant de savoir a quel stade du
développement de la plante les différentes régions impliquées dans la régulation des génes de
la GDC interviennent, dans le but de mieux comprendre comment la mise en place des

différentes protéines du complexe de la GDC est coordonnée.
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chapitre IV: Expression de la protéine T du complexe de la glycine décarboxylase chez Eschérichia coli

CHAPITRE 1V
EXPRESSION DE LA PROTEINE T DU COMPLEXE
DE LA GLYCINE DECARBOXYLASE CHEZ

ESCHERICHIA COLI

Afin de réaliser une étude structurale détaillée de la protéine T, il était nécessaire dans un
premier temps de surexprimer la protéine T dans un organisme procaryote. En effet,
I’obtention de cristaux de protéine dans le but d’étudier la structure tridimentionnelle de la
protéine ainsi que les expériences de mutagénese dirigée (nécessaires pour I'étude des sites
catalytiques) ne sont possibles qu’aprés obtention de quantités relativement importantes

d’enzymes purifices.

- ELABORATION D’UN GENE SYNTHETIQUE CORRESPONDANT A LA
PROTEINE T MATURE EN VUE DE SON EXPRESSION DANS ESCHERICHIA
COLI

A - RAPPEL SUR LE MECANISME DE SUREXPRESSION DE PROTEINES DANS UN
ORGANISME PROCARYOTE

Le principe de base d’expression de protéines eucaryotes dans un systeéme procaryote est
fondé sur l'universalit¢ du code génétique. En effet, dans un systéme d’expression
procaryotique, le plasmide est un élément indispensable car il permet, en réquisitionnant la
machinerie enzymatique de la cellule hote (bactérie), de traduire un fragment d’ADN qu’on
lui aura inséré. Ainsi, les vecteurs d’expression procaryotique utilisés pour la surproduction de
protéines eucaryotes, contiennent généralement un promoteur ayant une forte affinité pour
I’ARN polymérase bactérienne. Un géne étranger, inséré en aval d’un tel promoteur, sera
transcrit en ARNm et traduit en une protéine qui correspondra a la séquence introduite dans le
plasmide. La séquence d’ADN insérée doit se situer en aval de la séquence de Shine &

Dalgarno (AGGA) et a 8-15 nucléotides en amont du codon initiateur de la traduction (AUG)
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de la protéine a produire. En effet, la séquence de Shine & Dalgarno composée de 4
nucléotides, permet 1’appariement spécifique de I’ARNm avec le ribosome procaryote et
I’initiation de la synthése protéique (voir Mandrup et al., 1991).

Nous avons, dans un premier temps, entrepris d’essayer de produire chez E. coli, la

protéine T mature de pois.

B - CONSTRUCTION ET CLONAGE DE LA FORME MATURE DE LA PROTEINE T

Afin de disposer d’une forme active de la protéine T, il est nécessaire d’exprimer
uniquement la protéine mature. En effet, les procaryotes n’ont pas la possibilité d’exciser le
peptide transit des protéines eucaryotes. La stratégie employée est décrite ci-dessous:

- 11 s’agit de créer un insert dépourvu de sa séquence nucléotidique codant pour le
peptide de transit.

- 1l faut introduire, en amont de la séquence codant pour la protéine mature, un codon
initiateur de la traduction dans le méme cadre de lecture.

- Afin de pouvoir insérer le fragment dans les vecteurs d’expression procaryotique
choisis, nous avons placé prés du codon d’initiation, des sites de restriction.

La construction de I’insert correspondant a la protéine T mature a partir de ’ADNc TB2 a
été réalisée a 1'aide de la technique de PCR. La stratégie de clonage est schématisée dans la
figure 45. La technique employée consiste a amplifier I'insert in vitro, avec la taq polymérase
et deux oligonucléotides de synthése spécifiques. Le premier oligonucléotide se situe dans la
région 5 codant de I’ADNc et contient le codon d’initiation de la traduction et deux sites de
sous-clonages Eco Rl et Nco 1. Le deuxiéme correspondant a la région 3 codant de I’ADNc
posséde un site de restriction Bam HI. L’insert ainsi amplifié de 1137 pb est digéré a I'aide
des enzymes de restriction Eco RI et Bam HI puis sous-cloné dans le plasmide pUC 19 (voir
figure 45). Le séquengage complet du fragment & 1’aide d’amorces spécifiques nous a permis
de détecter une erreur induite par la taq polymérase qui a engendré une mutation sur la
premiére base d’un triplet codant pour une lysine. Cette mutation se situe a 85 pb en amont du
codon stop TAG et remplace une adénine par une thymidine formant ainsi un codon stop
(AAG—TAG). Cette mutation aboutirait donc a la formation d’une protéine incomplete. Le
remplacement de la thymidine par une adénine a l’aide de la mutagencse dirigée nous a
permis de corriger I'erreur commise par la taq polymérase (voir figure 45 et Matériel et

méthodes).
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Transit
peptide

Hind ITI Kpn I Eco RI

. ATG STOP 3
- - clone TB2
0-Tl 0-T2
(A)
Amplification par
PCR
EcoRI Neol HindIII KpnI Bam HI
| |
57 3’
1230 pb taille de 1137 pb U]
\ ATG | (o ) I stop
< (B) nucléotide muté

Sous-clonage

1107 pb B8 et séquencgage

Eco RINco | Hind 111 kpn1 Bam 11 PUC 19 TM

%Hﬁ—

3
- R ! STOP
T
O - Mut T
A
© S
Mutagenése oligonucicolide
dirigée levant la mutation
Y
Eco RINco 1 Hind IIT Kpn I Bam HI pUC 19 TM
| |
5 -
ATG :
ADNe correspondant a STOP

la protéine T mature

Figure 45: Construction de I'insert codant pour la protéine T mature: (A) Amplification par la tag
polymérase, du fragment codant pour la protéine T mature a I'aide de I’oligonucléotide O-T1 contenant les sites
EcoRl et Neol (pGGGGGAATTCCATGGCTACAGAATCTGAGCTGA) et a 'aide de ’oligonucléotide O-T2
complémentaire contenant le site BamH | (pPGGGGGGATCCCTATGAAGGCTTATAGTA). (B) Sous-clonage
de ce fragment EcoRI-BamH1dans le plasmide pUC 19 et séquengage de I’insert. (C) Mutagénese dirigée du
fragment muté (T correspond @ la base mutée: une thymidine a la place d'une adénine) a I'aide de
I'oligonucléotide O-Mut qui remplace la base mutée thymidine (T) par une adénine  (A)
(pGCAGGTACCAAAGTAAAGATCATTATTCGAGG). L’insert ainsi réparé code pour la forme mature de la
protéine T.
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Ayant en notre possession un plasmide nommé pUC 19 TM renfermant un insert codant
pour la protéine T mature de pois, nous avons sous-cloné cet insert dans le vecteur

d’expression procaryotique pET-3d.

- UTILISATION DU SYSTEME D’EXPRESSION pET (Studier ef al., 1990)

A - PRINCIPE DE LA SUREXPRESSION DANS Escherichia coli

Ce systéme d "expression est basé sur I'utilisation de ’ARN polymérase du phage T7
(Studier et al., 1990). Cette polymérase de petite taille (elle est composée d’un seul
polypeptide) est une enzyme trés active qui posseéde une tres forte affinité pour son promoteur.

La vitesse d’élongation des brins d’ARN par la polymérase du phage T7 est 5 a 10 fois
supérieure a celle de I’ARN polymérase bactérienne. Les promoteurs, T7 lac et T7d10 (p®10:
promoteurs trés puissants de classe III), ont été introduits dans un dérivé du plasmide pBR322
pour créer toute une série de vecteurs d’expression procaryotique, dont pET-3d et pET-11d
(Studier et al., 1990). Pour induire la synthése d’ARNm a partir des promoteurs T7, il faut que
I’ARN polymérase du phage T7 soit produite au sein des cellules hotes (figure 46). La série de
vecteurs pET utilise une souche héte d’E. coli qui contient une copie chromosomique du géne
de I’ARN polymérase T7 sous controle de I’opérateur /ac. Ainsi, dans ce systéme la présence
d’un inducteur artificiel (IPTG) induit la production de la polymérase qui, a son tour, va
transcrire spécifiquement I’insert situé en aval du promoteur de I’ARN polymérase T7 (©10
dans pET-3d et T7lac dans pET-11d). La souche d’E. coli BL21(DE3) (F’, ompT, rg-mg-) a
été choisie tout d’abord pour un premier essai de surexpression de la protéine T mature de
pois pour les raisons suivantes:

- Elle posséde une copie chromosomique du géne de I’ARN polymérase T7 et du geéne /acl.
Le produit de ce géne /acl bloque le promoteur bactérien lacUVS en amont du géne de la
polymérase. L’IPTG est en fait un inhibiteur de ce répresseur, et sa présence induit le
promoteur lacUVS5 et déclenche la synthése de la polymérase (figure 46). Cependant, le
blocage par ce systéme lac n’est pas total, assurant ainsi un niveau basal d’expression de la
protéine cible méme en I'absence d’IPTG.

- Elle est déficiente dans la synthése de deux protéases (I’'une est soluble et 1'autre
membranaire) codées par les génes lon et omp respectivement. Ces caractéristiques sont un

atout supplémentaire important pour I’expression de la protéine.
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IPTG

génome
bactérien

plasmide
pET

& e |
®x

répresseur

bloqué par

" géne cloné
promoteur

géne codant pour
la T7 POL.

synthése importante
d’ARN polymérase T7

Figure 46: Systéme d’expression procaryotique (Studier ef al, 1990). T7 POL: ARN polymérase du
phage T7. IPTG: inducteur artificiel. En absence d’inducteur (IPTG), le répresseur codé par le géne lac I bloque
le promoteur Lac UVS5 et I’ARN polymérase est alors faiblement produite (son activité peut étre inactivée par le
lysosozyme T7 qui est présent uniquement dans certaines souches). En présence d’IPTG (inhibiteur du
répresseur), le promoteur lacUVS5, totalement déréprimé, permet la synthése d’importantes quantités d’ARN
polymérases T7, qui transcrivent I’ADNc codant pour la protéine recombinante qui s’accumule alors dans la
cellule bactérienne.

B - TENTATIVE D’EXPRESSION DE LA PROTEINE T MATURE DANS E.COLI EN
UTILISANT LE VECTEUR D’EXPRESSION pET

Notre choix s’est porté sur le vecteur pET-3d (STRATAGENE). Le fragment (Ncol-
BamHI) de 1137 pb codant pour la protéine T mature a été extrait aprés digestion du plasmide
pUC 19 TM et inséré dans le plamide pET (préalablement linéarisé par des digestions Neol et
BamHI), afin de créer pET-TM (figure 47). Cette construction a permis de placer le codon
d’initiation de la traduction (AUG), 8 nucléotides en aval de la séquence Shine-Dalgarno (SD)

du vecteur:
SD 8 pb Met Ala Thr Glu Ser Glu Leu Lys

GA__»_& ﬁ};,;GATAACC ATG GCT ACA GAA TCT GAG CTG AAG
Neol
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BamHI 0,51
STOP (TAG) 0,77

ADNe
correspondant a

EcoRV 0,38 },\

EcoR1 0,00

pET 3d TM la '::::f.l'le T
5.77 Kb
Ampr P10
N\ Neol (ATG) 1,9

Figure 47: Carte du vecteur d’expression pET-TM. Amp r; géne de résistance a ["ampicilline. P ¢ 10:
promoteur sous contrdle du répresseur /ac (si placé dans une souche bactérienne lac Iq), inductible par addition
d’IPTG. T ¢: terminaison de la transcription.

Le vecteur d’expression pET-TM a été utilisé lors de nombreuses expériences de
surexpression. Malheureusement, toutes nos tentatives ont échoué malgré de nombreux essais
qui ont consisté a tester, dans différentes conditions de cultures, la souche d’E. coli
BL21(DE 3) puis par la suite la souche B834(DE3)pLysS (Cf. Matériel et méthodes). Dans
toutes ces expériences, les analyses électrophorétiques des protéines bactériennes ainsi que les
analyses par Western-blot n’ont jamais révélé une accumulation de protéine T. A ce stade de
nos recherches, nous avons pensé que la protéine T ne pouvait pas étre produite car elle avait
besoin d’étre stabilisée par les autres protéines du complexe de la GDC et en particulier par la
protéine H. Comme il a été montré précédemment, la protéine T a tendance a s’agréger
lorsqu’elle se trouve a des concentrations élevées. [’addition de protéine H empéche ce
phénomene d’agrégation. la protéine H semble jouer un rdle de « chaperon » pour la protéine
T. La protéine H ayant déja été surexprimée dans E. coli (Macherel et al., 1996), nous avons
pensé que la coexpression dans E. coli des deux protéines T et H, pouvait permettre de
stabiliser la protéine T ou de favoriser sa synthése. Nous avons alors entrepris la constructuion
d’un vecteur comportant les deux séquences: HM (protéine H mature) et TM en tandem afin

de coexprimer les deux protéines.
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C- TENTATIVE DE COEXPRESSION DES PROTEINES T ET H MATURES

1 - Construction du vecteur d’expression procaryote pET-HTM contenant en

tandem les séquences codant pour les protéines T et H matures

Un insert contenant la séquence de Shine et Dalgarno suivie de la séquence codant pour la
protéine T mature a été excisé du plasmide pET-TM a I'aide des enzymes de restriction Xba |
et Bam H1. Ce fragment a été inséré en aval de la séquence codant pour la protéine H mature,
par clonage forcé dans le site Bam H1 ou BPU 1102 (figure 48) du plasmide pET-HM
(Macherel ef al., 1996).

promoteur
7 Xbal SD  Neol ™ Bam H1 Bpu
=1 -
promoteur
T7 Xbal sp Ndel HM  BamHI Bpu digestion Xba 1,
H O pam it
digestiunBBamHl Xba 1 sp Neo 1 ™ Bam H1
ou bpu [
promoteur N
T7 Xbal sp Ndel HM BamHi action de la Klenow
g e e e — e
ou »
promoteur "
T7 Xba | SD Ndel HM  Bam HI Bpu

H#Ea—t—mr =

HTA
w
promoteur Nde | (Xba 1)
T7 Xbal SD €l HM (BamHIl) gp Neol ™ Bam H1 Bpu
a1 —a L
HTU ou
promoteur : i Gia )
T7  Xbal sp Ndel Hm BamHl (Bpu) o Neol Bam H1 Bpu

fpo———

Plasmide pET-HTM
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figure 48: Schéma représentant la stratégie de construction du plasmide en tandem pET-3d HTM.
SD: séquence de Shine et Dalgarno. T7: Promoteur de la T7 polymérase. L’insert correspondant a la
protéine T mature, digéré avec Xba I-Bam HI est ligué dans la construction pET-HM digérée soit avec Bam HI
(construction HTA) soit avec Bpu (construction HTU).

Les vecteurs pET-HTA et pET-HTU ainsi formés peuvent permettre la transcription d’un
seul ARNm codant pour la protéine H puis pour la protéine T. Les 2 constructions différent
légérement par la longueur du fragment séparant le codon stop de la protéine H et le codon

d’initiation de la protéine T.

2 - Essai de coexpression de la protéine H et T dans Escherichia coli a ’aide des

vecteurs pET- HTA et pET-HTU

Nous avons utilisé les deux souches BL21(DE3) et B834(DE3)pLysS dans les mémes
conditions d’expression que précédemment. Malheureusement, les résultats de la coexpression
de la protéine H et de la protéine T n’ont pas révélé une expression de la protéine T
recombinante. En effet, la protéine H est rapidement exprimée (avec semble-t-il un meilleur
rendement pour la souche transformée avec la construction HTU), alors qu’aucune protéine de
la taille de la protéine T ne s’accumule, que ce soit avec la construction HTA ou avec la
construction HTU (figure 49). Nous avons, toutefois, pu révéler par analyse immunologique,
un trés faible taux de production d’un polypeptide réagissant avec les anticorps dirigés contre
la protéine T. Malheureusement, ce trés faible niveau de production était systématiquement
associé a une dégradation importante, matérialisée par la présence de polypeptides de masses

moléculaires inférieures réagissant avec les anticorps.

A ]
KdaM 0 1 2 3 4 01 2 3 4
974 Bl e -
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Figure 49: Protéines totales de ’extrait bactérien séparées sur gel de polyacrylamide (12%). Les Pistes
0, 1, 2, 3, 4 correspondent respectivement aux protéines de B834(DE3)pLysS transformée par pET-HT, avant
I'induction, aprés, 30min, 1 h, 2 h et 3h d’induction. A: construction HTA, U: construction HTU (voir figure
48). M: marqueurs de masse moléculaire.

Toutes les tentatives d’expression de la protéine T dans E. coli ayant échoué, on peut
supposer que I’absence d’expression de la protéine T puisse provenir d’un probléme de
traduction dans la bactérie. L’examen de la séquence du géne codant pour la protéine T de
pois montre qu’elle contient 15 arginines dont 10 sont codées par les triplets AGG et AGA
(voir figure 50). Ces codons sont trés peu utilisés par la machinerie traductionnelle de E. coli
et sont donc considérés comme rares. On les retrouve essentiellement dans des geénes
faiblement exprimés comme le represseur lac (Farabaugh, 1978). La présence de tels codons
ne pose généralement pas de problémes s’ils sont peu abondants, par contre si leur nombre
augmente et en particulier s’ils sont présents les uns a coté des autres, ceci peut réduire d’une
maniére significative I’expression de la protéine dans E. coli en provoquant des pauses au
cours de la lecture du messager par les Ribosomes (Robinson ef al., 1984; Rosenberg et al.,
1993). De telles interruptions de lecture empéchent un couplage normal de la transcription et
de la traduction, de ce fait les messagers peuvent étre exposés a des dégradations par des
ribonucléases ce qui rendrait impossible la traduction compléte de la protéine. Un tel
phénomeéne peut expliquer le fait que nous ayons vu au cours de nos expériences d’expression

précédentes des produits de « dégradation » de la protéine T.

GCT HCA GAA TCT GAG CTG AAG AAG ACA GTT CTG TAT GAC TTC CAT GTT GCT CAT GGT GGA AAG ATG
Ala Thr Glu Ser Glu Leu Lys Lys Thr Val Leu Tyr Asp Phe His Val Ala His Gly Gly Lys MET

69 GTT COT TTT GCT GGT TGG AGT ATG CCT ATT CAA TAC AAA GAC TCA ATC ATG GAC TCA ACG TTA AAC
23 Val Pro Phe ARla Gly Trp Ser MET Pro Ile Gln Tyr Lys Asp Ser Ile MET Asp Ser Thr Leu Asn

133
45

AAC GGT AGT CTT TTIC GAT GTT TCT CAT ATG TGT GGT CTT AGT CTC ARG GGA ARG GAT
Asn Gly Ser Leu Phe Asp Val Ser His MET Cys Gly Leu Ser Leu Lys Gly Lys Asp

199 GTT ATT TCGE TTC CTT GAG AAG CTT GTC ATT GCG GAT GTT GCT GCT CTT GCC AAC GGA ACC GGG ACT
67 val Ile Ser Phe Leu Glu Lys Leu Val Ile Ala Asp Val Ala Ala Leu Ala Asn Gly Thr Gly Thr

265 TTG ACT GTT TTC ACT AAT GAA AAG GGA GGG GCG ATC CAT GAT TCT GTG ATT ACT AAG GTG ACA GAG
89 Leu Thr Val Phe Thr Asn Glu Lys Gly Gly Ala Ile Asp Asp Ser Val Ile Thr Lys Val Thr Glu

ARA GAT TTG GCT CAT ATT GAG GAG CAT
Lys Asp Leu Ala His Ile Glu Glu His

331 GAT CAT CTT TAC TTG GTT GTC AAT GCT GGG
111 Asp His Leu Tyr Leu Val val Asn Ala Gly

TCT CTA CTC
Ser Leu Leu

397 ATG AAG GCA TTC ARG GCC BAA GGC GGT GAT GTG TCG TGG CAC ATT CAC GAT
133 MET Lys Ala Phe Lys Ala Lys Gly Gly Asp Val Ser Trp His Ile His Asp

463 GCT CTT CAG GGT CCT CTT GCT GCT CCT GIT CTT CAA CAT CTG ACA ARA GAG GAT TTG AGC ARG CTG
155 Ala Leu Gln Gly Pro Leu Ala Ala Pro Val Leu Gln His Leu Thr Lys Glu Asp Leu Ser Lys Leu

529 TAC TTT GGG GAG TTC CGC GTG TTG GAC ATC AAT GGC TCG CAG TGC TTT GTC ACA CGG ACA GGG TAC
177 Tyr Phe Gly Glu Phe Arg Val Leu Asp Ile Asn Gly Ser Gln Cys Phe Leu Thr Arg Thr Gly Tyr
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595 ACT GGT GAA GAT GGA TTT GAG ATC TCA GIT CCT TCA GAG CAT GGA GTT GAA CTT GCC AAG GCA CTG
199 Thr Gly Glu Asp Gly Phe Glu Ile Ser Val Pro Ser Glu His Gly Val Glu Leu Ala Lys Ala Leu

661 CTG GBA ARA TCT GAR GGG ARA | TTG ACA GGA CTC GGT
221 Leu Glu Lys Ser Glu Gly Lys Ile ArgiLeu Thr Gly Leu Gly

AGT CTA CGT CTC GARA
Ser Leu Arg Leu Glu

727 GCT GGA CTG TGC TTA TAC GGA AAT GAC CTG GAA CAG €AC ATT ACA CCT ATT GAA GCA GGA CTG ACA
243 Ala Gly Leu Cys Leu Tyr Gly Asn Asp Leu Glu Gln His Ile Thr Pro Ile Glu Ala Gly Leu Thr

s
GGT GGT TTT CTA GGA GCT GAT GTT ATC CTG AAA CAG
Gly Gly Phe Leu Gly Ala Asp Val Ile Leu Lys Gln

793 TGG GCT ATA GGT AAG
265 Trp Ala Ile Gly Lys

CAC
His

GGT TTC ATT TCT TCT GGT CCA CCT
Gly Phe Ile Ser Ser Gly Pro Pro

859 CTC GCAR GAC GGT CCT
287 Leu Ala Asp Gly Pro

925 AGC GAG ATT CAA GAT GAA GGA GGA AAC AAC ATT GGT GAA GTG ACC AGT GGT GGA TTC AGT CCT TGT
309 ser Clu Ile Gln Asp Glu Gly Gly Asn Asn Ile Gly Glu Val Thr Ser Gly Gly Phe Ser Pro Cys

991 CTC AAG AAG AAC ATA GCT ATT GGA TAT GTC AAA TCT GGA TTG CAC AAA GCA GGT ACC AAA GTA AAG
331 Leu Lys Lys Asn Ile Ala Ile Gly Tyr Val Lys Ser Gly Leu His Lys Ala Gly Thr Lys Val Lys

1057 ATC ATT ATT CGA GGT AAA CAG AAT GAA GGA GTT GTC ACG AAA ATG CCG TTC GTA CCC ACA AAA TAC
353 Ile Ilé Ile Arg Gly Lys Gln Asn Glu Gly Val Val Thr Lys MET Pro Phe Val Pro Thr Lys Tyr

1123 TAT AAG CCT TCA TAG
375 Tyr Lys Pro Ser ---

2

Figure 50: Séquence nucléotidique correspondant a la protéine T mature et sa séquence en
aminoacides déduite de la séquence nucléotidique. Les cadres en grisés indiquent les codons rares.

Une approche possible pour remédier & la présence des codons rares, pourrait s’effectuer
par mutagénése dirigée, de fagon 4 les remplacer par des codons normalement utilisés dans les
bactéries. Cela représente une expérimentation trés lourde, nous avons alors préféré adapter
une approche inspirée par les travaux de Shenk ef al. (1995) qui consiste a fournir a la bactérie
I’ARN de transfert codant pour le codon le plus rare. D’autre part, le produit du géne argU
(ou DNA Y) a un effet positif sur la réplication et permet d’augmenter le nombre de copies du
plasmide (Garcia et al., 1986). Le codon AGA est traduit chez E. coli par I’ ARNt"™®* codé par
le géne argU (figure 51) (Garcia et al., 1986). Schenk et al., (1995) ont réussi a surexprimer
des protéines dont le géne contient de nombreux codons rares, en insérant une cassette
d’expression extraite de vecteur pET dans un plasmide comportant le gene argU. Notre
approche inverse a consisté & insérer dans nos vecteurs d’expression, un gene synthétique

codant pour ’ARNt*™®*,
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région promotrice

35 -10 argU i f -
l | e

AGA ARNm

figure 51: Structure secondaire potentielle de PARNt ¢, /1cc rare codé par le géne argU.

D - MODIFICATION DU SYSTEME D’EXPRESSION DANS E. COLI PAR INSERTION
DANS LES VECTEURS pET-TM ET pET-HTA ET pET-HTU DU GENE Arg U CODANT POUR
UN ARNt'™® RARE

1 - Insertion du géne argU dans les vecteurs pET-TM, pET-HTA et pET-HTU

Par I'intermédiaire du Genetic Stock Research Center (National Institute of genetics,
Mishima, Japan), nous avons obtenu une souche d’E. coli possédant un plasmide PLC 22-1
porteur d’un fragment génomique d’E. coli d’environ 7 kpb contenant le géne argU
(Nishimura er al., 1992). Ce plasmide a été amplifié au chloramphénicol et purifié puis, a
servi de matrice pour amplifier par PCR un fragment de 276 pb contenant le promoteur, la
séquence codante et le terminateur Rho du géne argU caractérisé par Garcia et al. (1986). Des

sites Eco RI ont été incorporés dans la région 5° des oligonucléotides et ont donc permis
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d’insérer ce fragment dans le site Eco RI unique des vecteurs pET-TM, pET-HTA et pET-
HTU dans 2 orientations possibles, sens et anti-sens par rapport a la transcription du géne T.
Nous avons ainsi obtenu les plasmides pETY-TM1 (sens), pETY-HTAI, (sens), pETY-HTU1
(sens) et pETY-TM1 (antisens), pPETY-HTAL, (antisens), pETY-HTU] (antisens).

2 - Expression et coexpression des protéines H et T dans Escherichia coli a I'aide des

vecteurs pETY-TM, HTA, HTU

Les souches de E. coli B§34(DE3)pLysS transformées par les 6 types de constructions ont
été cultivées dans les mémes conditions que celles décrites dans le chapitre Marériel et
méthodes. Ainsi, 1'électrophorése, en conditions dénaturantes, des échantillons prélevés a
différents temps d’induction, révéle une rapide accumulation d’une protéine dont la masse
relative (43 kDa) est identique a celle de la protéine T de pois et ceci, dans les 6 constructions
(figure 52). De plus, nous remarquons que cette protéine est coexprimée en parallele avec la

protéine H dans les constructions en tandem.

kDa
07.4 S
66.2 e .

14.4

Figure 52: Expression de la protéine T mature de pois chez E. coli Les protéines des bactéries
B834(DE3)pLysS transformées ont été séparées sur un gel de polyacrylamide (12%) en conditions dénaturantes
(SDS). Les pistes 0, 1, 2 et 3 correspondent respectivement aux protéines de E coli avant, et aprés 1h, 2h et 4h
d’induction. TM: construction pETY-TMI; A: construction pET-HTA1; M: marqueur de masse moléculaire.
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III - DISCUSSION-CONCLUSION

Suite aux échecs répétitifs survenus lors des différents essais d’expression de la protéine T
dans un systéme procaryote classique, nous avons réussi a développer au laboratoire une
technique de production de la protéine T recombinante chez E. coli. En effet, |'é¢tude de la
séquence nucléotidique de I’ADNc correspondant a la protéine T mature nous a révélé une
forte teneur en codons AGA et AGG qui sont traduits chez E coli par des ARNt rares,
empéchant toute traduction compléte de I’ADNc. De ce fait, pour produire la protéine T en
grande quantité, il a fallu adapter nos vecteurs classiques d’expression au systéme
procaryotique, en leur incorporant le géne argU codant pour I'’ARNt limitant. Les premiers
essais d’activité de la protéine T réalisés a partir d’un extrait brut d’E. coli, montrent que
malheureusement la protéine T n’est pas active. Les analyses effectuées récemment afin de
localiser la protéine T dans E. coli révélent que cette protéine surexprimée contrairement a la
protéine H de pois (Macherel ef al., 1996) ou a la protéine T de poulet (Okamura-lkeda ef al.,
1992), n’est pas soluble et s’accumule sous forme de corps d’inclusion.

Des études préliminaires effectuées récemment au Laboratoire de Spectrométrie de Masse
ont montré que la protéine T posséderait 3 ponts disulfures (résultats a confirmer). Les ponts
disulfures ont une grande importance dans la structure des protéines et I’absence de ceux-ci
entraine un mauvais repliement de la protéine pouvant rendre celle-ci inactive. Il est possible
que le milieu trés réducteur des bactéries ne permette pas 1’oxydation des groupements SH des
cystéines de la protéine T provoquant de ce fait I’agrégation de la protéine incorrectement
repliée. Devant ce probléme, une des solutions envisageables serait alors d’exporter la
protéine T dans le périplasme, afin de favoriser la formation des ponts disulfures. La
formation des ponts disulfures est catalysée chez E. coli par 2 protéines principalement:
DsbA, et DsbB. La protéine DsbA posséde des ponts disulfures trés oxydatifs et DsbB est
nécessaire a la réoxydation de DsbA. Ainsi, les groupements SH libres de la protéine seraient
oxydés lors de leur passage dans le périplasme (pour une revue Bardwell, 1994). L autre
solution serait d’utiliser le mutant f7xB sélectionné par Derman ef al. (1993). En effet, cette
souche posséde une mutation qui touche le géne codant pour la thioredoxine reductase,
réduisant, voire éliminant activité de cette enzyme. De ce fait, ce mutant permettrait la
formation de ponts disulfures au sein du cytoplasme de E. coli. Grace a cette souche, il serait

donc possible d’exprimer des protéines a pont(s) disulfure(s) au sein du cytoplasme
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(Bardwell, 1994). Ainsi, I'utilisation de la souche mutante trxB pourrait étre une solution a
I’éventuel probléme de conformation que pourrait rencontrer la protéine T recombinante.
Cette souche serait un outil précieux pour purifier la protéine T sous sa forme active. Une
autre alternance va consister a purifier la protéine T a partir de corps d’inclusion puis a la
solubiliser par I’utilisation d’agents dénaturant tels que I’urée ou le chlorure de guanidine et
enfin 4 la renaturer dans des conditions permettant un repliement correct. Cette stratégie

biochimique s’est révélée fructueuse dans de nombreux cas.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’étude de la structure et de la régulation du complexe mitochondrial de la glycine

décarboxylase est depuis une dizaine d’années un théme de recherche majeur du laboratoire.
Ainsi, lorsque nous avons commencé ces travaux, les ADNc correspondant aux protéines H, L
et P du complexe de la GDC et le géne codant pour la protéine H avaient été isolés et
caractérisés par Macherel ef al. (1990, 1992), Bourguignon et al. (1992) et Turner et al.
(1992). Nous avons commencé par le criblage d’une banque d’ADNc, réalisée a partir d”’ARN
messagers de feuilles de pois, avec des anticorps polyclonaux dirigés spécifiquement contre la
protéine T. Nous avons ainsi isolé et séquencé des clones qui ont permis de déduire la
structure primaire du précurseur de la protéine T (408 acides aminés) dont I’identité ainsi que
’exactitude de la séquence peptidique ont été confirmées grace a plusieurs €léments:

- La séquence de certains peptides obtenue aprés digestion chimique de la protéine T et
microséquencage (35% de la protéine totale), est strictement identique a la séquence primaire
déduite de la séquence nucléotidique des ADNc isolés. La connaissance de la séquence
amino-terminale de la protéine T nous a permis de distinguer le peptide de transit composé¢ de
30 acides amings.

- La masse de la protéine T purifiée, analysée par spectrométrie de masse correspond a la
valeur déduite de la séquence nucléotidique de ’ADNc. De méme, les masses des peptides
séparés par HPLC et provenant du clivage chimique de la protéine T, mesurées par
spectrométrie de masse ont des valeurs similaires a celles calculées a partir de la structure
primaire déduite de I’ADNc. De plus, grace & cette technique, nous avons pu montrer que le
tétrahydrofolate n’était pas lié de fagon covalente a la protéine T.

Les analyses de comparaison de séquences ont révélé que la séquence primaire de la
protéine T de pois présente de fortes homologies avec celles des autres protéines T (homme,
poulet, etc...). Ainsi, plusieurs régions fortement conservées ont pu €tre caractérisées,
notamment une région riche en acides aminés chargée positivement qui pourrait étre
impliquée dans les interactions avec les résidus polyglutamate du tétrahydrofolate. Cependant,
des expériences de mutagénése dirigée seront nécessaires pour définir les acides aminés qui

jouent un role clef dans la réaction enzymatique et en particulier, ceux qui interagissent dans
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la reconnaissance de la protéine H et du tétrahydrofolate. Pour commencer cette ¢tude, nous
avons utilisé I’ ADNc correspondant a la protéine T de pois afin de produire en grande quantité
cette enzyme dans un hédte procaryote. Cependant, contrairement a la protéine H et malgré de
nombreuses tentatives, nous n’avons pas réussi a surexprimer la protéine T en utilisant des
vecteurs classiques d’expression. L’analyse de la séquence nucléotidique de I’ADNc a révelé
un nombre élevé de codons rares qui empéchaient ’expression de la protéine recombinante.
Grace a I'insertion du géne argU (codant pour I'’ARNt™) dans le vecteur d’expression, la
protéine T a pu étre surexprimée. Cependant, les derniéres expériences effectuées montrent
que la protéine T s’accumule en trés grandes quantités (200 mg de protéine T produits par litre
de culture) dans E. coli sous forme de corps d’inclusion. Le milieu fortement réducteur des
bactéries pourrait étre une entrave a la formation d’éventuels ponts disulfures de la protéine T
et de ce fait la rendre insoluble. Pour résoudre ce probléme, plusieurs solutions sont
envisagées: exporter la protéine recombinante dans le périplasme, utiliser une souche mutante
trxB qui permettrait la formation des ponts disulfures au sein du cytoplasme et enfin,
solubiliser la protéine T par des agents dénaturants puis essayer de la renaturer en trouvant les
conditions qui permettent un repliement correct de la protéine. Les premiéres tentatives de
solubilisation et de renaturation effectuées au laboratoire sont tout a fait prometteuses. En
effet, la solubilisation de la protéine T présente dans les corps d’inclusion (par de 'urée 6 M)
suivie d’une renaturation lente par dialyse en présence de protéine H a permis d’obtenir une
protéine T active. Le pourcentage de renaturation est pour I'instant faible (2-3 %) mais de
nombreuses conditions restent a tester pour améliorer ce rendement. Ces expériences
confirment ’existence de fortes interactions entre les protéines T et H et montrent que la
protéine H joue, en plus de son rdle catalytique, un réle dans la stabilisation de la protéine T.
En collaboration avec C. Cohen Addad du Laboratoire de Cristallographie
Macromoléculaire de [D’Institut de Biologie Structurale de Grenoble, des premicres
expériences de cristallisation de la protéine T en présence de différentes formes de la protéine
H (Oxydée et chargée en méthylamine) ont été entreprises. En effet, il est fort probable pour
les raisons évoquées précédemment que ’étude structurale de la protéine T passe par la co-
cristallisation de la protéine T avec la protéine H. Cette étude permettra de déterminer les
régions d’interaction entre ces deux protéines. Ce travail est mené en paralléle avec des
expériences de « cross-linking» qui ont pour but également de déterminer les sites

d’interactions entre les protéines H et T.
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A I'aide de tous les outils moléculaires (ADNc codant pour les protéines H, P, L et T) ainsi
que des anticorps dirigés contre toutes les protéines, nous avons entrepris d’étudier la
régulation et la biogénése de ce complexe. Il est clairement établi que seules les mitochondries
issues de feuilles chlorophylliennes sont capables d’oxyder la glycine. En effet, I’analyse des
protéines H, P et T et de leurs transcrits, a révélé une trés forte expression des génes
correspondant et une accumulation des protéines au sein de la matrice mitochondriale des
feuilles de plantes cultivées a la lumiére. A "opposé, la faible capacité d’oxydation des
mitochondries provenant de feuilles exposées a 1’obscurité correspond a une nette diminution
des protéines P, H et T, et a un niveau négligeable des transcrits. Quant a la protéine L, son
implication dans d’autres complexes multienzymatiques comme la pyruvate dehydrogénase
(Bourguignon ef al., 1995) lui confére une régulation différente, a savoir une expression dans
tous les tissus et une faible influence de la lumiére. Toutes ces observations ayant été réalisées
sur des feuilles matures, nous avons alors cherché a suivre la mise en place de ce complexe au
cours du développement du pois. Les résultats obtenus ont clairement montré que la capacité
d’oxydation de la glycine des mitochondries isolées aux jeunes stades de développement est
quasiment nulle, alors qu’elle subit une induction importante lorsque les feuilles deviennent
des capteurs solaires efficaces. En effet, a ce stade, ’accumulation au sein de la matrice
mitochondriale du complexe de la GDC est telle que les mitochondries voient leur densité
augmenter. Ainsi, contrairement a la ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase/oxygénase (ou
Rubisco) et a la protéine L, qui sont présentes dés les tout premiers stades de développement
(4 jours), les protéines spécifiques de la GDC apparaissent beaucoup plus tardivement (9
jours) a un stade ou les feuilles, totalement déployées, regoivent une intensité lumineuse
maximale. Il semble donc que la photorespiration apparait lorsque la photosynthese est bien
engagee.

L’ analyse des transcrits correspondant aux protéines P, H et T provenant de feuilles de pois
exposées a la lumiére a révélé que le taux de transcription des génes augmente de fagon
coordonnée avec un pic au 7eme jour de croissance. Ce profil d’évolution, similaire a celui de
la petite sous-unité de la Rubisco (rbcS) et a celui de la protéine liant les chlorophylles a,b
(cab), suggére ainsi I'existence de mécanismes de régulation proches au niveau de la
transcription de leurs génes. Cependant, alors que les transcrits correspondant a la Rubisco

sont traduits dés les premiers stades du développement, ceux de la GDC apparaissent
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beaucoup plus tardivement. Il semblerait donc qu’il existe un contréle post-transcriptionnel de
I’expression des génes de la GDC. A ce titre, il serait intéressant de déterminer les facteurs
responsables de cette régulation. En effet, des expériences préliminaires laissent a penser
qu’une régulation de type métabolique serait envisageable.

Suite a ces observations et a la caractérisation par Macherel ef al. (1992) du gene codant
pour la protéine H, nous nous sommes dirigés vers I’étude structurale du géne codant pour la
protéine T dans le but de découvrir d’éventuels éléments communs de régulation. Ainsi, a
I’aide de I’ADNc correspondant & la protéine T, nous avons criblé une banque génomique de
pois et isolé le géne codant pour la protéine T. Ce dernier, d’une taille approximative de 3
kpb, comporte quatre exons interrompus par trois introns et deux sites d’initiation de
transcription dont 1’un ressemble a 1’élément Inr décrit par Smale et Baltimore (1989). En
effet, cette séquence riche en pyrimidine que 'on retrouve chez le géne codant pour la
protéine H est capable d’initier la transcription de fagon indépendante sans étre sous le
contréle d’une boite TATA. Nous avons pu, également, caractériser plusieurs boites de
régulation communes grice a I’analyse de la région promotrice par comparaison de séquences
avec des génes subissant une induction a la lumiére comme ceux de la rbcS, de cab et de la
protéine H. Notamment, nous avons observé la présence d’une boite GT, impliquée dans
I’induction & la lumiére, et d’une région riche en nucléotides AT dont la fonction semble étre
soit activatrice, soit répressive (Datta et Cashmore, 1989; Bustos ef al., 1989). L analyse de
ces séquences, par des expériences de gel retard, a montré que des protéines nucléaires étaient
capables d’interagir avec ces séquences. En effet, des analyses par compétitions ont permis de
déterminer que ces €léments de régulation en cis sont probablement apparentés a ceux
présents dans la région promotrice des génes codant pour rbeS. Il est donc fort probable que
les génes codant pour les protéines du complexe de la GDC possédent certains mécanismes de
régulation identiques a ceux de la petite sous-unité de la Rubisco. Cependant, une analyse
fonctionnelle plus détaillée de la zone promotrice du gene de la protéine T par I'utilisation de
plantes transgéniques ou par expression transitoire dans des protoplastes, permettra de
caractériser d’autres régions impliquées dans la régulation du géne codant pour la protéine T

et de confirmer celles déja mises en €vidence.
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RESUME

Nous avons utilisé des anticorps polyclonaux dsigontre la protéine T du complexe
de la glycine décarboxylase (GDC) pour isoler unNgie 1430 pb codant pour la protéine T
de pois. L'analyse de la séquence nucléotidigueoatmr@® que la protéine T était synthétisée
sous forme d'un précurseur comportant un peptide trdasit mitochondriale de 30
aminoacides précédant la protéine T mature qui coi®@378 aminoacides. La masse déduite
de la séquence primaire est de 40 961 Da et camdspxactement & la valeur mesurée au
spectrométre de masse, ce qui indique que le eaflacke la protéine T, le tétrahydrofolate
n'est pas fixé de maniére covalente sur la protdiaestructure primaire de la protéine T a pu
également étre confirmée par analyse en HPLC-ESI@fiSpar microséquencage des
fragments générés par protéolyse chimique de l&éipe T purifiée. Des homologies de
séquences avec les protéines T de foie de poddboduf et de pomme de terre, nous ont
permis de localiser des régions hautement consereéenportant des résidus chargés
positivement qui pourrait étre impliquées dans ilggractions avec le tétrahydrofolate.
L’étude de I'expression de la protéine T par Namhet Western-blot a montré que la protéine
T et les messagers correspondants était princigaeprésents dans les tissus foliaires et
subissaient une forte induction (8 a 10 fois) Eutaiére.
Disposant de tous les outils moléculaires nécessairl’étude de la biogénese de la GDC,
nous avons étudié les modalités de mise en placemplexe au cours du développement de
la feuille de pois. Nous avons observé que la ¢&pdomxydation des mitochondries de tissus
foliaires durant les premiers stades était nédtilge@our augmenter de facon dramatique
lorsque la feuille était pleinement ouverte (9 gUEn effet, contrairement a la Rubisco qui
est présente dans les chloroplastes des les temigms stades du développement, les
protéines de la GDC se mettent en place beaucagptatdivement au sein de la matrice
mitochondriale. Ce chargement en GDC des mitochesdrst tellement important qu’il se
traduit par une augmentation de leur densité. Wimeades transcrits des genes codant pour
les protéines de la GDC (P, H et T) et la petitessonité de la Rubisco révele qu'ils sont
exprimés des le'd"®jour de croissance, stade ol les mitochondriesisoapables d’oxyder
la glycine. Cela suggere I'existence d’'un contrptest-transcriptionnel de I'expression des
génes codant pour les protéines P, H et T de la.GDC
Nous avons isolé le géne codant pour la protéigai Est composé de 4 exons et dont la taille
approximative est de 3 kpb. Nous avons détecté démarrages de transcription dont I'un
présente une séquence riche en pyrimidine prochla dg&quence Inr (Initiator element).
L’analyse de la région promotrice du géne révekemisellement trois régions consensus,
découvertes chez les génes nucléaires codantggetite sous-unité de la Rubisco et pour la
protéine liant les chlorophylles a/b : une régimhe en nucléotide AT, un motif GATA en
tandem et la boite Il (GGTTAA). Ces séquences sentldtre impliquées dans la réponse a la
lumiere et dans la spécificité tissulaire. L’inctiba de la région riche en nucléotides AT et
de la boite Il avec un extrait nucléaire proverdmtfeuilles vertes a permis de caractériser
certains facteurs de transcription similaires aqaésents chez rbcS3,6 et rbcS3A.
Dans la perspective de I'étude structurale de ¢&épre T, nous avons réussi a surexprimer
chezE. cali la protéine T, seule ou en tandem avec la protdinea présence de nombreux
codons rares dans la séquence nucléotidique, n@ameaé a construire des vecteurs co-
exprimant I’ARNt codant pour l'arginine, de fagconparmettre la traduction de la protéine
dans la bactérie.
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