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Etude d’un insecticide naturel nommé PA1b : mécanisme d’action et
expression hétérologue

Résumé

Dans un contexte ou I’utilisation de substance chimique en agri-
culture est de plus en plus décriée, il est nécessaire de trouver de nouveaux
moyens de protections des cultures, tout en maintenant une agriculture éco-
nomiquement performante. Ainsi, un peptide extrait de graines de pois
nommée PA1lb (Pea Albumin 1 sous-unité b), présentant une forte activité
insecticide a été¢ découvert au laboratoire. PAlb provoque chez I’insecte
mode¢le du laboratoire, le charancon des céréales Sifophilus sp., 100% de
mortalité. L’action de PA1b passe par la liaison a un récepteur présent chez
les charangons sensibles, et cette liaison est absente chez les charangons ré-
sistants ; ce récepteur est une pompe a protons nommée V-ATPase pour
Vacuolar ATPase. Elle est composée de 14 sous-unités organisées en deux
complexes protéiques nommés V1 (intracellulaire) et VO (membranaire).
PA1D agissant a I’extérieur des cellules seul le complexe VO composé des
sous - unités a, ¢, d et e pouvait étre le récepteur de notre toxine.

Mon premier objectif de thése a été de comprendre le mode
d’action de PA1b, en identifiant d’abord la ou les sous-unités réceptrices de
PA1b, puis en recherchant par quel mécanisme la liaison de PA 1b induit la
mort de I’insecte. Nous avons cloné chez le charancon tous les génes du
complexe Vo, puis j’ai complémenté des levures déficientes pour ces genes.
Ce travail, mais également celui réalisé en collaboration avec d’autres
équipes, nous a permis de proposer un modéle de perception de PA1b qui
implique les sous-unités c et e de la V-ATPase, et permet également de
proposer des hypothéses pour les différentes résistances au peptide. Par des
méthodes d’immunohistologie et de biochimie, j’ai ensuite montré de ma-
niére concordante que la liaison de PA1b a la V-ATPase déclenche un phé-
nomeéne d’apoptose qui conduit a la mort cellulaire, puis a la mort de

I’insecte.
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Le second objectif de ma thése était la mise en place d’un sys-
teme de production hétérologue de PA1b. Grace a I’expression hétérologue
par infiltration de feuille de tabac (Nicotiana benthamiana) nous avons mis
en place une technique de production efficace de la protéine PA1b. Apres
avoir déterminé les parties du géne codant PA1b nécessaires a la production
de la protéine fonctionnelle, le syst¢eme de production a ensuite été simpli-
fié par la construction d’une cassette d’expression. Ainsi six isoformes de
PA1b présents chez le pois, dont 1’activité individuelle restait inconnue, ont
¢té produits et testés, permettant de montrer que le caractére amphiphile de
PAT1b était primordial pour son activité. Par cette technique nous avons mis
en place un systéme de production rapide et efficace permettant de tester la
toxicité de nombreux isoformes de PA1b. Ce travail sera une aide précieuse
pour le projet, dont 1’un des objectifs majeurs est 1’optimisation de PA1b,

c’est-a-dire de déterminer la séquence peptidique la plus toxique.

Mots clés: PAlb, knottine, bio-insecticide, interactions plante-insecte,

agro-infiltration, complémentation fonctionnelle.

Study of a natural insecticide named PA1lb: mechanism of action and
heterologous expression

Summary

In a context where chemical pesticides are increasingly criticized, new
crops protection strategies that do not affect agriculture efficiency and
productivity, must be found. A new peptide extracted from pea (Pisum sa-
tivum) seeds, named PA1b (Pea albumin 1 subunit b), and showing an im-
portant insecticide activity, was discovered in our laboratory. PA1b induces
100% mortality in our insect model, the cereal weevil, Sitophilus sp. PAlb
acts by interacting with a receptor, this interaction is present in sensitive

weevil, but not present in resistant weevil. The PA1b receptor is the vacuo-
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lar H+ -ATPase (V-ATPase), a multi-subunit proton pump. The V-ATPase
is composed of two functional protein complexes named V1 (in the cyto-
plasm) and VO (in the membrane). As PA1b is known to act only in the ex-
tracellular space, thus only the VO complex, composed on the subunits a, c,

d and e, can be the toxin receptor.

The first aim of this thesis is to understand the PA1b mode of action: (i)
identifying the subunit(s) acting as the receptor(s), (ii) understanding how
the binding mechanism of PA1b on the receptor lead to the insect death.
The weevil VO complex genes were cloned and we used them for a func-
tional complementation tests in yeasts strains deleted for these genes. Our
data, together with those obtained through collaboration, lead to the pro-
posal of model for the PAlb perception signaling which would involve
subunits ¢ and e of the V-ATPase. The identification of the PA1b receptor
allows us to propose a hypothetical model explaining resistance mechanism
to the peptide. Using immunohistology and biochemistry methods, we
showed that PAlb-receptor interaction induced cells death triggered by
apoptosis thus leading to insect death.

The second aim of this thesis was the development of a PA1b heterologous
production system. Through Agrobacterium tumefaciens mediated transient
transformation by infiltration in tobacco leaves (Nicotiana benthamiana) an
efficient system for PA1b production was developed. After identification of
the essential parts of the complex PA/ gene necessary for efficient PA1b
production, we created an expression cassette to simplify our heterologous
production system. We used the system to produce six pea PAlb-isoformes
with unknown individual toxic activity. The isoforms toxicity was experi-
mentally determined, and our data showed that the amphiphilic properties
of PA1D are essential for the maintenance of its toxic activity. For the first
time, we implemented a quick and efficient production system, which al-
lows to produce and to test many naturals or synthetics PA1b isoforms.
This work will be useful to achieve one of the most important objectives of

the research on this molecule, that is the identification of an optimal toxin.

Keywords: PA1b, knottin, bio-insecticide, plant-insect interactions, agro-

infiltration, functional complementation.

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



INSA Direction de la Recherche - Ecoles Doctorales — Quinquennal 2011-

2015
SIGLE ECOLE DOCTORALE | NOM ET COORDONNEES DU RESPONSABLE
CHIMIE DE LYON M. Jean Marc LANCELIN
CHIMIE http://www.edchimie-lyon.fr Université de Lyon — Collége Doctoral
Bat ESCPE
Sec :Renée EL MELHEM 43 bd du 11 novembre 1918
Bat Blaise Pascal 69622 VILLEURBANNE Cedex
3¢ etage Tél : 04.72.43 13 95
Insa : R. GOURDON directeur@edchimie-lyon.fr
ELECTRONIQUE, ELECTROTECH- M. Gérard SCORLETTI
E.E.A. NIQUE, AUTOMATIQUE Ecole Centrale de Lyon
http://edeea.ec-lyon.fr 36 avenue Guy de Collongue
69134 ECULLY
Secrétariat : M.C. HAVGOUDOUKIAN | Tél: 04.72.18 60.97 Fax : 04 78 43 37 17
eea@ec-lyon.fr Gerard.scorletti@ec-lyon.fr
EVOLUTION, ECOSYSTEME, MI- Mme Gudrun BORNETTE
E2M2 CROBIOLOGIE, MODELISATION CNRS UMR 5023 LEHNA
http://e2m2.universite-lyon.fr Université Claude Bernard Lyon 1
Bat Forel
Insa : H. CHARLES 43 bd du 11 novembre 1918
69622 VILLEURBANNE Cédex
Tél : 06.07.53.89.13
e2m2@ univ-lyonl.fr
INTERDISCIPLINAIRE SCIENCES- Mme Emmanuelle CANET-SOULAS
EDISS SANTE INSERM U1060, CarMeN lab, Univ. Lyon 1
http://www.ediss-lyon.fr Batiment IMBL
11 avenue Jean Capelle INSA de Lyon
Sec: 696621 Villeurbanne
Insa : M. LAGARDE Tél : 04.72.68.49.09 Fax :04 72 68 49 16
Emmanuelle.canet@univ-lyon1.fr
INFORMATIQUE ET MATHEMA- Mme Sylvie CALABRETTO
INFO- TIQUES LIRIS - INSA de Lyon
MATHS http://infomaths.univ-lyonl.fr Bat Blaise Pascal
7 avenue Jean Capelle
Sec :Renée EL MELHEM 69622 VILLEURBANNE Cedex
Bat Blaise Pascal Tél : 04.72. 43. 80. 46 Fax 04 72 43 16 87
3¢ etage Sylvie.calabretto@insa-lyon.fr
infomaths@univ-lyon1.fr
MATERIAUX DE LYON M. Jean-Yves BUFFIERE
P http://ed34.universite-lyon.fr INSA de Lyon
Matériaux MATEIS
Secrétariat : M. LABOUNE Batiment Saint Exupéry
PM: 71.70 -Fax : 87.12 7 avenue Jean Capelle
Bat. Saint Exupéry 69621 VILLEURBANNE Cedex
Ed.materiaux@insa-lyon.fr Tél: 04.72.43 83 18 Fax 04 72 43 85 28
Jean-yves.buffiere@insa-lyon.fr
MECANIQUE, ENERGETIQUE, GENIE M. Philippe BOISSE
MEGA CIVIL, ACOUSTIQUE INSA de Lyon
http://mega.universite-lyon.fr Laboratoire LAMCOS
Batiment Jacquard
Secrétariat : M. LABOUNE 25 bis avenue Jean Capelle
PM: 71.70 -Fax :87.12 69621 VILLEURBANNE Cedex
Bat. Saint Exupéry Tél :04.72 .43.71.70 Fax:04 72 43 72 37
mega@insa-lyon.fr Philippe.boisse@insa-lyon.fr
ScSo* M. OBADIA Lionel
ScSo http://recherche.univ- Université Lyon 2
lyon2.fr/scso/ 86 rue Pasteur
69365 LYON Cedex 07
Sec : Viviane POLSINELLI Tél : 04.78.77.23.86 Fax :04.37.28.04.48
Brigitte DUBOIS Lionel.Obadia@univ-lyon2.fr
Insa : J.Y. TOUSSAINT

*ScSo : Histoire, Géographie, Aménagement, Urbanisme, Archéologie, Science politique, Sociologie, Anthropologie

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



http://www.edchimie-lyon.fr/
mailto:directeur@edchimie-lyon.fr
mailto:Gerard.scorletti@ec-lyon.fr
mailto:e2m2@biomserv.univ-lyon1.fr
mailto:Emmanuelle.canet@univ-lyon1.fr
mailto:infomaths@univ-lyon1.fr
mailto:Sylvie.calabretto@insa-lyon.fr
mailto:Ed.materiaux@insa-lyon.fr
mailto:Jean-yves.buffiere@insa-lyon.fr
mailto:mega@insa-lyon.fr
mailto:Philippe.boisse@insa-lyon.fr
mailto:Lionel.Obadia@univ-lyon2.fr

Remerciements

Le moment le plus redouté, le plus angoissant dans la carriére d'un jeune
chercheur est sans nul doute la soutenance de sa theése et je me suis souvent
demandée comment j'allais survivre a cette épreuve.

En premier lieu, je tiens a remercier les membres du jury, pour
avoir accepté d'évaluer cette thése et pour l'intérét porté a mon travail.

Merci a Fred, pour m'avoir fait confiance en m'ouvrant les portes
de ton labo, puis pour m'avoir guidée, encouragée, conseillée pendant ces
trois ans. Beaucoup de thésards aimeraient avoir un chef comme toi ; tu as
su me diriger tout en me laissant une grande liberté. Merci de ton aide pour
mes manips pendant 9 mois, merci également d'avoir fait de ma thése une
priorité et d'étre resté jusqu'au bout dans le froid lyonnais pour moi. Je re-
mercie également Rémi dont la photo, qui tréne en bonne place dans notre
bureau, t'a sans nul doute beaucoup attendri et t'a permis de rester plus zen
face a mes erreurs

Un grand merci a toute 1'équipe « Entomotoxine ». Corinne, non
seulement tu m'as initiée a la biologie moléculaire mais tu as toujours trou-
vé le temps de m'encourager et me réconforter et pour me donner confiance
dans les instants de doute. Pedro, tu m'as fait découvrir le c6té obscur (pour
moi en tout cas!) de la chimie. Ton humour toujours subtil (....) va me
manquer mais mes gateaux devraient avoir désormais une espérance de vie
vraiment rallongée. Merci a Isa et Catherine, qui en plus de m'avoir épaulée
pour mes manips, avez été présentes pendant mes phases joyeuses ou dé-
pressives. Vous avez supporté mon stress, mes hauts et mes bas avec une
constance et une endurance sans faille. J'ai trouvé aupres de vous des
oreilles attentives pour raler, rire, ronchonner et refaire le monde. Vous
m'avez également coachée dans mes séances de détente au yoga et au jog-
ging qui m'ont permis de souffler et me déconnecter de mon travail.Un
grand merci aussi a Lamis ; c'est avec vraiment beaucoup de plaisir que j'ai
partagé avec toi pendant trois ans les congrées, les manips, la rédaction , les
angoisses de fin de thése, ...et la culture francaise.

Vanessa Eyraud 7
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Je tiens également a remercier Yvan, qui a accepté de co-dirigé
cette theése pendant que Fred passait son HDR, qui m'a accueillie dans son
laboratoire et qui a effectué la derniére relecture de ce manuscrit.

Merci a Séverine pour le temps que tu as consacré au projet
d'histologie. Tu m'as été d'une aide précieuse.

Un grand merci a tout le laboratoire BF21 pour leur accueil, pour
les pauses café, pour leur bonne humeur, pour ceux qui m'ont donné un pe-
tit coup de pouce administratif, pour les manips, ou pour corriger mon an-
glais. Mon travail de thése n'aurait aucune existence sans nos nombreuses
et précieuses discussions.

Je ne veux pas oublier Jean-Claude et toute 1'équipe du BVPAM
de St Etienne. Vous m'avez donné le gofit de la recherche et la confiance en
moi nécessaire pour me lancer dans de longues (treés longues) études.

Merci a mes sceurs, Valérie et Emmanuelle, a mes amies Chloé et
Barbara, vous étes un soutien sans faille. Et maman cela fait 27 ans que tu
crois en moi et sans toi toutes ses années d'études n'auraient pas été envisa-
geables.

Merci & Romain pour avoir supporté mon stress, mes hauts et
mes bas au quotidien ! Tu partages mes angoisses et tu me donnes la force
de gravir des sommets.

Et enfin je remercie Nathanaél, parce que rentrer a la maison et te
voir rire m'a permis de ne pas oublier que la vie ne se résume pas unique-
ment a une thése.

Vanessa Eyraud 8
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Table des matieres

Vanessa Eyraud
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Sommaire

Etude d’un insecticide naturel nommé PA1b : mécanisme d’action et expression hétérologue ....... 3
REBSUIME ...ttt ettt e e e e e et 3
Study of a natural insecticide named PA1b: mechanism of action and heterologous expression .....4
SUIMIMIATY ettt e e et e et ettt e e e et 4
REMER CIEMENT T S .o e 7
TABLE DES MATIERES .. oo, 9
LISTE DES FIGURES ... e 15
LISTE DES TABLEAUX ..o e 17
LISTE DES ABREVIATIONS ...ooiiiiieeieeeeeeeee e 18
LISTE DES ACTIVITES EFFECTUEES AU COURS DE LA THESE ........... 20
LiSte des PUBDTICALIONS .....u.i e e 20
Articles parus dans une revue a COmité de 18CTUIE........cociiiiiiiiiii e 20

AT CIES SOUMIS ..ottt e e e e e e e e e et e e e e 20
ATTICIES BN PIEPATALION ...ttt 21
Participations & des CONQIES ..ot 21
PréSENtAtioNS OFAIES . ..uvieiiiii e e e 21
0 E] (<] < TP 22

BN GNBIMENT ..ottt 22
ENCadrement de STAGIAITE ... ...t 22
FOIMATIONS ..ottt ettt a s 22
AV ANT PROP S o e 23
P A R TIE Lo e 24
INTRODUCTION GENERALE .....oooiiiiiiiiiie i, 24
1 LALUTTE CONTRE LESINSECTES ... 25
1.1 Yol 1003 o] DR PP TPR S PUPPPRPPPR 25
1.1.1  Vers une agriculture differentes. ... 25
1.1.2  Insectes et SANte hUMAINE ..o 26

1.2 La lutte CONtre 185 INSECLES .ooii i 28
1.2.1 Les principaux insecticides et leurs Cibles..........ccoiiiiiiiii i, 28
1.2.1.1  Insecticides ciblant I'acétylcholineSterase ...........cooeeeeiviiiiiiiiieeeiciiiiie e 29

1.2.1.2  Insecticides ciblant le récepteur NiCOtiNIQUE .........cceeeiiiiiiiiiiiie e 30

1.2.1.3  Insecticides ciblant le canal chlore ... 31

1.2.1.4  Insecticides ciblant le canal sodium ...........cccooiii 31

1.2.2 Mécanismes d’acquisition de 1a T€SIStANCE .......cccvvvrviiiiiieiiiiiii e 32
1.2.2.1  La résistance métabolique ou détoXication ..........ccooevviiiiiiiiiii . 33

1.2.2.2  Larésistance par mutation de cible...........c 34

1.2.3  Insecticides et eNVIFONNEMENT ... ..ot 35
Vanessa Eyraud 10

Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Sommaire

1.2.4 Insecticides et SANTE NUMAINE .....ciiiiiiiiiiiiii e e e 37
1.2.,5 Insecticides et [6gislation ..........ccoooiiiiiiiii 39
1.2.6 Les moyens de lutte NON ChimMIQUE ..........uviii i e 41
1.2.6.1  La lutte environnementale et MECANIQUE .........vvvviiieeiiriiiiiiiie e eeeeiiie e e e e eaiaens 41

1.2.6.2  Lalutte BIologigUe.......oovviiiii e e 42

1.2.6.3  La lUtte GENALIQUE .. .coiiiieiie e e e e e e e aaaaee 44

1.3 CONCIUSION L. e e e e e e e e e 45

2 PA1B : UNE ENTOMOTOXINE VEGETALE.....ccciiiin 47
2.1 T T OTUCTION . L 47
2.1.1  Les graines de [EQUMINEUSES ....cceivviiiiiiii e eee e e e e e e e e e e e e e e a e e e e e e aaaaa s 47
2.1.2 Découverte des propriétés entomotoxiques de PALD........cccooeiiieiiiiiiiiii e, 48

2.2 Du gene a la protline .....cooeiiiiiii 49
2.2.1  Structure du geNE PAL ..o 49
2.2.2  Structure et propriétés de PALD . .....ooviiiiiiiiiii 50
2.2.3  Structure tridimensionnelle de PALD ..o 52
2.2.3.1  Détermination de la structure tridimentionnelle de PALb ..........cccccvvvvivviiiininnn, 52

2.2.3.2  La famille des KNOtHINES ......cooiiiiiiiii e 53

2.3 Mécanisme d’action de PATID ... 54
2.3.1 Geénétique de la toxiCité de PALD ... 54
2.3.2 Mise en évidence d’un site de liaison @ PA1b chez S. 0ryzae .........ccccoeeevvieiiiiiiinnnnnnnn. 55
2.3.2.1  Mise en évidence de la liaison de PALD .......coiiiiiiiii i, 55

2.3.2.2  Purification du site de liaison a PALD ......coooiiiiiiii 56

2.3.3  SPECLIE A HOLE ..iviriieiiii e e 56

2.4 Identification du récepteur A PALD . ... 59
2.4.1 Effets de PA1b sur les cellules d’INSECIBS ...vuivviiiniiiiiiici e 59
2.4.2 ldentification du récepteur A PALD .....ciiiiii i 59

2.5 Etude structure/fonction de PALD ... 61
2.5.1 Synthése d’une collection de mutants PATD ..........ccoooiiiiiiiiiiiiiiii e, 61

2.6 (O] 1 [o] [V TSY 7o H TP PSR PPPRPPPIR 63

3 LES V-AT P ASES .. 65
3.1 INTFOAUCTION. ..ttt e et e e e e e e e ae s 65
3.2 LES V-ATPaASES A INSECLES 1ovvtneriitieetiiiieee ettt e e et e e e e e e e et e e e e et e e e eat e e e eean e e eeean e eeenenns 66
3.2.1  Le COMPIEXE VL Lottt 66
3.2.2  LE COMPIEXE WO ittt e e e e 67

3.3 Fonctionnement et régulation des V-ATPaSES ......cooiiiiiiiiiiiii 68
3.4 Altération du fonctionnemMENt deS V=ATPaSES .....uuuuurrrmmrrmnmminniinnninnns 70
3.5 INNIDITEUIS A8 V=ATPASES ..ottt e e e 71

4 OBJECTIFS DE CE TRAVAIL ..o 74
P A R TIE 2 e e 77
MATERIELS ET METHODES. ... 77
1 MATERIEL BIOLOGIQUE ..o 78
1.1 AT To] (TP 78
1.1.1  Elevage de SitOPhiluS OrYZag .......oooiiiiiiiiiii e 78
1.1.2 Elevage de Tribolium CaStan UM .........ouuuiiiiiieeeiiieiiie e e e e e eee e e e e e eee e e e e eeeaeennes 78
Vanessa Eyraud 11

Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Sommaire

1.2 Matriel VEGATAL........coo i, 79
1.2, 1 INHCOTIANG SP. ceeiiieiitii et ettt ettt e e ettt e e e e e e et at e e e e e e e et ebat e e e e eeeeenanes 79
1.3 Souches bactériennes et MilieuX de CUItUIES ..........vvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiii 79
1.3.1  ESCherichia COli ..o 79
1.3.2  Agrobacterium tUMEfaCIENS ... .. 79
1.4 SOUCKNES A8 TEVUIE ...ttt e e eeeeeees 80
1.5 Cellules de tissu ovarien de Spodoptera frugiperda (Sf9) .........ccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 81
1.5.1  Culture des cellules SFO. ... 81
1.5.2 Tests de toxicité sur cellules ST ... 82
2 METHODES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE ....coviiiiiiea 83
2.1 (O [0 T- Vo =TSSP PPR 83
2.1.1 Extraction d’ARN et réVerse tranSCriPtionN ........oueuuueeiruuneeitinaeiiiiaaeeriaeeraineeeneenans 83
2.1.2 Clonage dans le vecteur pCR2.1 des génes d’INterét ..........uvvvvviviiiiiiiiiiiiniieeiiiiiiinnn, 83
2.2 Construction de vecteur d’expression hétérologue ...........oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiii s 85
2.2.1 Insertion de geénes d’intérét dans le vecteur YES2 .....cooiiiiiiiiiiiiiiii e 85
2.2.2 Insertion de génes d’intérét dans le vecteur pMDCS32 .......cooviiiiiiiiiiiii 86
2.3 Conception d’une cassette d’expression a partir du vecteur pMDC32 .........cciiiiiiiinenens 88
2.3.1 Mutation de SEQUENCE PAr PCR .....oiiiiiiiiii e e e e 88
2.3.2 Mutation de séquence PA1 pour I’insertion de deux sites de restriction par mutagenese
(0T To 1< 1 PP 89
2.4 Modification de la séquence codant PAlb : mutation par PCR avec de longues amorces. 90
2.4.1 Principe de mutation par loNQUES aMOICES ..........cuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeee 90
2.4.2 Obtention des séquences codant pour différents isoformes de PALb ...........cooovvviinnnnnn. 90
3 METHODES DE BIOLOGIE CELLULAIRE .....ccciiiiiiiiiiiiiniieea e 92
3.1 Expression hétérologue de PA1b par transformation transitoire de Nicotiana benthamiana
92
3.1.1 Transformation d’Agrobacterium tumefaciens par choc thermique ..............cccccvvveeee. 92
3.1.2 Transformation transitoire de feuilles de N. benthamiana par infiltration ................... 92
3.2 Complémentation fonctionnelle chez S. CErevisiae ........cooooeviiiiiiiiiiiii e 93
3.2.1 Transformation de levure : méthode de ’acétate de lithium ...........cccooeeiiiiiiiiiiiinn. 93
3.2.2 Transformation de levure : méthode de I’électroporation ............cccoevvviinniereeeiiniinnnnnn. 94
3.2.3 Expression de la protéine recombinante et test de complémentation fonctionnelle ...... 95
4 METHODES D’HISTOLOGIE ... 96
4.1 Immunomarquage d’intesting de S. OFYZAE ........oviiviiiiiiiiiiiei e 96
4.1.1 Préparation des €chantillons..........ccooooiiiiiiiiiii 96
4.1.2  Immunomarquage de 1a CASPASE 3. .ivuuuiieiiiii i e e e e e e e 96
4.1.3 Observation des échantillons au MICrOSCOPE .........ovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 97
5 METHODES DE BIOCHIMIE. ... 98
51 Extraction et urification de PALb par HPLC ..o 98
5.1.1 Extraction de PAlb a partir de graine de pois (Pisum sativum) ...........c..ooceeeiiiiiiinnnnn. 98
5.1.2  PUrification par HPLC ... e e 98
5.2 Mesure de la quantité de protéine (BCA) ...ccooiiiiiiiiiiiii 98
5.3 Test de 11aiSON PALD-TECEPIEUN ... ..ttt 99
5.3.1 Préparation des échantillons............cccccoii 99
5.3.2  Testde li@aison PALD-réCepteUr.........ciiiiiiiiiiii 99
5.4 Dégradation de PA1b par les enzymes de N. benthamiana ...........ccccceevviiiiiin, 100
55 Mesure de 1’activité enzymatique de 1a CaSPase 3.....ccouuiiiiiiiiiiiiiie e 100
Vanessa Eyraud 12

Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Sommaire

5.6 Analyse par SPECIrOMEALrie 0B MASSE ...uvvvvvrurrurrrrrnrrrirnirinin 101
P A R T IE B e e 102
RESULTATS ET DISCUSSION ....oiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeens 102
P A R T IE B e e e 103
(O o 1 o I N PP PP 103
IDENTIFICATION DU RECEPTEUR A PALB ....oovviieeiee e 103
1.1 I T OTUCTION . L1 104
1.1.1  LesSrOles connuUS de PALD ... 104
1.1.1.1  Ler6lede PALb dans la plante .........ouiiiiiiiiiiiiiiii e 104
1.1.1.2 Et sur les mammiferes alors.......coocuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 105
1.1.2  Lesrécepteurs de PALD.....oooii i 105
1.2 RESUITALS .. 106
1.2.1 Clonage du géne VDAC chez Sitophilus 0ryzae ...........ccoovviviiiiiiiieeiiiiiiiiiis e, 106
1.2.2 Clonage des sous-unités du complexe Vo de 1a V-ATPaSe .......cccceeevvviiiiiiiiieeeeennnnnnn, 107
1.2.3 Recherche de sous-unités ¢’ et ¢’” de la V-ATPase et de la protéine Ac45 chez S. oryzae
110
1.2.4 Comparaison des sous-unités du complexe Vo de la V-ATPase de S. oryzae avec celles
correspondantes d’aUtreS OTZANISITIES ......vvruuunieeeriirtiii e eeeeeeert e e e e e e e e e e e e e e eeees 112
1.2.5 Complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae par les sous-unités c, d et e de la V-
YA I T [ I T 0] V74 U= P 113
1.2.6 Sensibilité a la toxine des levures complémentées par les sous-unités c, d et e du
complexe VO de 1a V-ATPaSE A€ S. OFYZAE.........uiiiiiiiii et eee et e e ea e e e 117
1.3 DS CUSSION .ttt ettt e e ettt e et e e 119
P A R T IE B e e 128
CH A P T RE 2 i et ae e aas 128
DE LA LIAISON DE PA1B A LA MORT DES INSECTES......covvvvvviieeenn.. 128
2.1 INTFOAUCTION. ..ttt e e ettt e e e e e eaae s 129
2.2 RESUITALS .. 131
2.2.1 Analyse biochimique de 1’activité caspase-3 dans les intestins d’insectes................. 131
2.3 DS CUSSION ..ttt ettt ettt e ettt ettt e e 139
P A R T IE B e e 142
CONCLUSION DES CHAPITRES 1 ET 2.ttt 142

MECANISME D’ACTION DE PA1B : MODELE HYPOTHETIQUE DE LA
PERCEPTION DU SIGNAL PALB .....uviiiiiiiieeeeeee e 142

Vanessa Eyraud 13
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Sommaire

.............................................................................................................. 148
3.1 1A oo [T o3 Ao o PO USRI 149
3.1.1 Intérét de produire PAlb en systeme hétérologue ..........cccceviiiiiiiiiiiniiniiiiiiiiieeeeen, 149
3.1.2 Les différents systemes de production hétérologue envisagés de PAlb..................... 150
3.1.3 Production hétérologue par agroinfiltration chez Nicotiana benthamiana ................. 151
3.2 RESUIALS . 151
3.2.1 Production de PA1b par transformation transitoire de tabac.............cccoooeeeevvviiinnnnnnn. 151
3.2.2 Cinétique de la production de PAlb dans le tabac .............cccccvvvvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiii, 155
3.2.3 Exportation et dégradation de PAlb dans le tabac ...............ccccvvvvvvvvviiviiiiiiiiiiiiiiin, 156
3.2.4 Identification de la séquence de PA1 optimum pour la production de PAlb.............. 157
3.2.5 Production des six isoformes de PA1b de pois a 1’aide de la cassette d’expression
PIMDIC32 .. 158
3.2.6  Production de PA1b issus d'autres lEgUMINEUSES ..........cvvviiiiiieeeiriiiiiiiii e e e eeeriiinn 162
3.2.7 Production de PALD CYCHQUE ....covvvniie e 163
3.2.8  Production d’une CYClotide........ccuuuniiiiiiiieiiii e 164
3.3 D o Yo 1o PP SSP 165
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES ..., 173
BIBLIOGRAPHIE . s 176
ANNEXES .. 189
Liste des amorces utilisées dans ce travail, nom des génes ou ADNc amplifiés, et conditions de
P R 190
Article premier auteur publié : Expression and biological activity of the cystine knot
bioinsecticide PA1b (Pea Albumin 1 subunit b [EYRAUD "13]. ..coooiiiiiiiiiiii, 193
Vanessa Eyraud 14

Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Liste des figures

Liste des figures

Figure 1 : Carte montrant I'incidence mondiale des décés causés par des maladies a transmission

vectorielle (World-Health-Organization, 2004). ........ooiiiiiiiiii e 27
Figure 2 : Représentation des principales classes d’insecticides et leur part respective dans le marché
mondiale. D’apres [INAUET '06]. ..ocoiii i 29
Figure 3 : Les zones cibles des insecticides dans le systéme nerveux des inSectes.............oeeevvveernns 32
Figure 4 : Structure du géne PA1 et maturation des peptides PAlb et PAla........ccccoovivviiiiiiinninnnn, 50
Figure 5 : Séquence primaire de PATID .......oiiiiiiiiiiii 51
Figure 6 : Alignement protéique de la préproprotéine PA1 de différentes Légumineuses ................. 51
Figure 7 : Représentation tridimensionnelle de PATD .......ooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 52
Figure 8 : Le motif CyStINe KNOt .....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 53
Figure 9 : Effet de PA1b sur le potentiel de membrane des cellules Sf9..........oooooviiiiiiiiii s 60
Figure 10 : Représentation tridimensionnelle de PAID .......ccooiiiiiiiiiiiiiii e 63
Figure 11 : Représentation schématique de 1a V-ATPase .....c..ooviiiiiiiiiiiiiiici e 67
Figure 12 : Mod¢le générique de la rotation des ATPases ...cc..uuieiiiiiiiiiiiiieiii e 69
Figure 13 : Modéle de I'agencement des sites de liaison des inhibiteurs de V-ATPase sur le complexe
Y/ TSRS 73
Figure 14: Carte du vecteur de clonage pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad, USA). ......cccooovviiiiiiiiiiiinnnnn. 84
Figure 15 : Carte du vecteur d’expression hétérologue pYES-2.......cccoiiiiiiiiiii, 86
Figure 16 : Carte du vecteur d’expression hétérologue pMDC32 ........cooviiiiiiiiiiiiiiii e 87
Figure 17 : Principe de la mutagenése dirigée par PCR........c.cooiiiiiiiiiiiii e 89
Figure 18 : Séquences protéiques de la VDAC de charancon sensible (WAA42) et résistant (IsoR3).
................................................................................................................................................. 107
Figure 19 : Alignement des séquences protéiques des isoformes al et a2 de V-ATPase issus de
charangons sensible (WAA42) et résistant (ISOR3 .......cooiiiiiiiiiiiii e 108
Figure 20 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités d et ¢ de V-ATPase issues de
charangons sensible (WAA42) et résistant (ISOR3 ........ooiiiiiiiiiiiii e 110
Figure 21 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités ¢ de V-ATPase issues de Sitophilus
SENSIDIE €1 TESISTANL .. .uuueiiett ettt ettt e et e e et e et e et a e et et e e e et e e eenenns 110
Figure 22 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités c¢’’-like de V-ATPase issues de S.
oryzae sensible (c’’ like-WAA42) et résistant (¢’ like-ISOR3 ........coooiiiiiiiiiiiii e, 111
Figure 23 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités Ac45-like de V-ATPase issues de
S. 0ryzae SenSIble €t TESISTANT ........ii i e 112
Figure 24 : Insertion du cDNA de S. oryzae dans le vecteur pYES2 ..., 114
Figure 25 : Test de complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae YEL027w par les sous-unités c
de S. orizea sensible (WAA42) ou résistant (ISOR3) A PAID ..oooviiiiiiiiiiiii 115

Figure 26 : Test de complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae YEL027w par les sous-unités ¢
de S. oryzae sensible (WAA42) ou résistant (IsoR3) a PA1b ou par la sous-unité c de S. cerevisiae

................................................................................................................................................. 116
Figure 27 : Test de toxicité a PA1b de S. cerevisiae YELO27w exprimant les sous-unités c de S.
oryzae sensible (WAA42) ou résistant (IsoR3) ou par la sous-unité ¢ de S. cerevisiae................... 118
Figure 28 : Structure secondaire putative de la sous-unité ¢ de la V-ATPase de M. sexta .............. 121
Figure 29 : Visualisation de la liaison PA1b-V-ATPase par cryo-microscopie électronique........... 123
Figure 30 : Identification de la sous-unité de la V-ATPase réceptrice de PA1b par photo-affinité et
MArquUAZE TAATOACTIT ... it et et et 124
Figure 31 : Morphologie de cellules Sf9 en présence ou absence de PA1b .......ooocovviiiiiiiiiiiiinnnnn. 130
Vanessa Eyraud 15

Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Liste des figures

Figure 32 : Mesure de ’activité de la caspase-3 dans les intestins de S. oryzae WAA42 intoxiqués

DAL P A LD e e a ettt e et et aa it aaaa 131
Figure 33 : Cinétique de I’induction de 1’activité de la caspase-3 par PA1b dans des intestins de S.
OTYZAC W A A e e 132

Figure 34 : Mesure de ’activité de la caspase-3 dans les intestins de S. oryzae WAA42 et [soR3..133
Figure 35 : Mesure de ’activité de la caspase-3 dans les intestins de S. oryzae WAA42 et IsoR3

INtOXiqUE & 12 DAfTIOMYCING .ovevun it 134
Figure 36 : Immunomarquage de la caspase-3 active dans les intestins de S. oryzae souche WAA42,
INEOXIQUE PAT PA LD coeiiiii ettt e e e e e e e 136
Figure 37 : Immunomarquage de la caspase-3 active dans les intestins de 7. castaneum et de S.
oryzae ISOR3 IntoXiquUeEs Par PA LD .....oooviiii e 137
Figure 38 : Immunomarquage de la caspase-3 active dans les intestins de 7. castaneum et de S.
oryzae intoxiqués par 1a bafilomyCine .........coovuiiiiiii 138
Figure 39 : modéle hypothétique de perception du signal a PAID ..., 145
Figure 40 : Séquence de PA1 (a partir de la séquence génique AJ574595 ..o, 152
Figure 41 : Insertion de I’ADNc de PA1 dans le vecteur pMDC32 .....ccooviiiiiiiiiniiiiiiiicci e 152
Figure 42 : Chromatogramme HPLC des extraits de feuilles de tabac au Séme jour aprés infiltration
................................................................................................................................................. 153
Figure 43 : Cinétique de production de PA1b dans N. benthamiana .............c.c...cccooiviiviiiiiiinnnnnnn. 155
Figure 44 : Constructions de PA1 insérées dans le vecteur pMDC32 et la quantité de peptide
synthétisée par le tabac COrresPONAANtE .............uiiiiiiiiieiiii e 158
Figure 45 : Conception de la cassette d’expression a partir du vecteur pMDC32, et insertion de
différentes SEQUENCES A& PATD ....uuiiiiiiiiiii e 160
Figure 46 : Comparaison des séquences PA1b de Pisum sativum et Sophora japonica .................. 163
Figure 47 : Comparaison de la séquence protéique de PA1 contenue dans la cassette d’expression
PIMDIC32-P AT mADNC ittt 163
Figure 48 : Séquence protéique de la cassette d’expression pMDC32-PA1-ADNc, ou PA1b est
remplacée Par UNE CYCIOTIAC ....uuuiiiei e e e 164
Figure 49 : Mod¢lisation du potentiel hydrophobe et hydrophile de la surface accessible de deux
ISOTOTMES AE PA T D couiiiiiii et e e et e et e e et e e e 169
Figure 50 : Structure du géne PA1 de pois (a), du géne codant une cyclotide de Clitoria ternatea (b)
et du géne habituellement codant des cyClotides...........uvuiiiiiiiiiiiiii 171
Vanessa Eyraud 16

Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau n°1. Souches bactériennes utilisées lors des travaux décrits dans ce mémoire. .................. 80
Tableau n°2. Souches de levure Saccharomyces cerevisiae utilisées lors de ce travail et leurs

(o 1o (=] 1Y o [V PSP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPN 81
Tableau n°3 : Comparaison des acides aminés en positions 201, 437, 668 et 670 d’isoformes al de la
V-ATPase de S. oryzae sensibles et résistants a PALD ........cccoooii i, 109
Tableau n°4 : Pourcentage d’identité entre les sous-unités al, a2, ¢, ¢’’, d, e et Ac45 de la V-ATPase
de S. oryzae et celles d’aULres OTZANISINICS. . .vuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt eeeeeee ettt e e 113
Tableau n°5 : Complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae déficientes pour les sous-unités c, d
ou e de la V-ATPase, et résultats du test de liaison a PALD...........ccccccvviiiiiiiiii, 119

Tableau n°6 : Tests de toxicité réalises a partir de PAlb extrait de Pisum sativum, ou & partir de
PA1b produit dans le tabac, sur charancons sensibles (WAAA42) et sur charangons résistants (IsoR3).
................................................................................................................................................. 154
Tableau n°7 : Séquences des six isoformes de pois produits dans le tabac, et tests de toxicité ...... 161

Vanessa Eyraud 17
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Liste des abréviations

Liste des abréviations

ADNCc ADN complémentaire

AOEL Acceptable Operator Exposure Level

AMM Autorisation de Mise sur le Marché

Anses Agence nationale de sécurité sanitaire de
I’alimentation, de 1’environnement et du
travail

BCA Bicinchonique Acide Assay

BF2I Biologie Fonctionnelle Insecte et Interac-
tions

BPA Bonnes Pratiques Agricoles

BSA Albumine de Serum Bovin

bt Bacillus thuringiensis

Caspases Cysteinyl Aspartate-Specific ProteinASES

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-
1-propanesulfonat

Ci curie

CMR Cancérogene, Mutagéne, Reprotoxique

Cpm Coups par minute

Da Dalton

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole

DEVD-pNA Ac-Asp-Glu-Val-Asp- p-nitroaniline

DES Dose Sans Effet

DJA Dose Journaliere Admissible

DO Densité Optique

DTT Dithiothréitol

EDTA Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique

GLT Glutathion Transférase

HPLC High-Performance Liquid Chromatography

I1Csp Concentration Inhibitrice 50

I** lode 125

ICK Cystine Knot Inhibitor

Kd Constance de Dissociation

LB milieu Luria-Bertani

LMR Limites Maximales de Résidus

OILB Organisation International de Lutte Biolo-
gique et intégrée

OGM Organisme Génétiquement Modifié

OMS Organisation Mondiale de la Santé

Vanessa Eyraud 18
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés


http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_2,2%E2%80%99-biquinoline-4,4%27-dicarboxylique

Liste des abréviations

ORP Observatoire des Résidus de Pesticides

PAlb protéine Pea Albumine 1 sous-unité b

PAl gene Pea Albumine 1

PAC Politique Agricole Commune

PBS Phosphate Buffer Saline

PCR Polymerase Chain Reaction

PEG Polyéthyléne Glycol

PFA Paraformaldehyde

PMSF PhenylMethaneSulfonyl Fluoride

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

RNA.I RNA interférence

Rpm Rotation Par Minute

RT-PCR Réverse transcriptase PCR

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide
Gel Electrophoresis

TLso Temps létal 50

Tm Température d’amorgage

UCBL1 Universite Claude Bernard Lyon 1

VDAC Voltage-Dependent Anion Channel

V-ATPase Vacuolar H+ ATPase

Vo complexe Vo de la V-ATPase

V1 complexe V1 de la V-ATPase

VIH Virus de I'immunodéficience humaine

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside

Vanessa Eyraud
Thése en biologie / 2014

Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf

© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés

19




Liste des activités effectuées au cours de la thése

Liste des activités effectuées
au cours de la these

Liste des publications

Articles parus dans une revue a comité de lecture

Eyraud V., Karaki L., Rahioui I., Sivignon C., Da Silva P., Rahbe
Y., Royer C., Gressent F. (2013) Expression and biological activity of the
cystine knot bioinsecticide PAlb (Pea Albumin 1 subunit b). Plos One 8
(12), 81619.

Chouabe C, Eyraud V, Da Silva P, Rahioui I, Royer C, Soulage
C, Bonvallet R, Huss M, Gressent F. (2011). New Mode of Action for a
Knottin Protein Bioinsecticide: Pea Albumin 1 subunit b (PA1b) is the
first peptidic inhibitor of V-ATPase. J. Biol. Chem., 286(42), 36291-6.

Gressent F., Da Silva P., Eyraud V., Karaki L., Royer C. (2011)
Pea Albumin 1 subunit b (PAlb), a promising bioinsecticide of plant
origin. Toxins (Basel) 3:1502-17. DOI: 10.3390/toxins3121502.

Da Silva P, Eyraud V, Carré-Pierrat M, Sivignon C, Rahioui I,
Royer C, Gressent F. (2012). High toxicity and specificity of the saponin
3-GlcA-28-AraRhaxyl-medicagenate, from Medicago truncatula seeds,
for Sitophilus oryzae. BMC Chem. Biol., 12:3.

Articles soumis

Karaki L., Da Silva P., Rizk F., Chouabe C., Chantret N., Eyraud
V., Gressent., F, Sivignon C., Rahioui I., Brochier-Armanet, C., Rahbé Y.
and Royer C., 2013. Genome-wide identification, characterization, phy-
logenetic analysis and biological activities of the small multigenic insec-
ticidal Albumin 1 family in Medicago truncatula.

Vanessa Eyraud 20
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Liste des activités effectuées au cours de la thése

Rahioui I, Eyraud V, Karaki L, Sasse F, Carre-Pierrat, M, Qin A,
Zheng M, Sivignon C, Royer C, Da Silva P, Gressent F. (2014). The effect
of the biopesticide PAlb (Pea Albumin 1b) is strictly limited to the in-
sects.

Muench S, Rawson S, Eyraud V, Delmas A, Da Silva P, Phillips
C, Trinick J. Harrison M, Gressent F. Huss M.Characterisation of PAlb
binding to the vacuolar ATPase reveals the basis for its insecticidal ac-
tion and the location of subunit e.

Articles en préparation

Eyraud V, Balmand S, Karaki L, Rahioui I, Sivignon C, Da Silva
P, Royer C, Rahbé Y. Gressent F. The interaction of the bioinsecticide
PAlb (Pea Albumin 1 subunit b) with the insect V-ATPase triggers
apoptosis.

Eyraud V, Le Gleuher M, Pauchet Y, Van Munster M, Royer C,
Pauron D, Gressent F. Cloning, sequencing and functional analysis of the
four subunits of the Vo complex of the V-ATPase from Sitophilus ory-
zae.

Karaki L., Da Silva P., Rizk F., Eyraud V., Gressent., F, Sivignon
C., Rahioui I., Cerutti M., Rahbé Y. and Royer C., 2014. Expression, puri-
fication and biological activity of a cystine knot bioinsecticide PAlb in
baculovirus system.

Participations a des congreés

Présentations orales

Eyraud V, Royer C, Rahioui I, Da Silva P, Gressent F Heterolo-
gous production of PAlb, a plant biopesticide. Perpignan 2012, Natural
Product and Biocontrol.

Eyraud V, Royer C, Rahioui I, Da Silva P, Gressent F. Synthese
de nouvelles isoformes de PAlb, un pesticide naturel, par expression
hétérologue. Montpellier 2013, Colloque de Biologie de I’Insecte.

Vanessa Eyraud 21
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Posters

Enseignement

Liste des activités effectuées au cours de la thése

Eyraud V., Karaki L., Rahioui I., Sivignon C., Rahbe Y., Royer
C. and Gressent F. Heterologous production of PAlb, a plant biopesti-
cide. Sixth International Symposium on Molecular Insect Science 2-5 oc-
tobre 2011.

Eyraud V., Karaki L., Rahioui I., Sivignon C., Rahbe Y., Royer
C. and Gressent F. Production of the peptidic entomotoxin PAlb ex-
tracted from pea seeds in Nicotiana benthamiana. Antimicrobial Peptide
Symposium, Lille, France, 13-15 juin 2012.

2012-2013 - Monitrice en chimie, premier cycle.

Encadrement de stagiaire

Formations

Juin —décembre 2012 - Stage de premiére année de master Singa-
pour. Syed Ameerudin.

Module « accueillir un jeune dans son laboratoire » dans le cadre
de la formation doctorale.

Module « expression orale » dans le cadre de la formation docto-
rale.

Module « les outils isotopiques et cycle de 1’eau » dans le cadre
de la formation doctorale.

« EndNote : initiation au logiciel de gestion de références biblio-
graphiques » : Stage de formation réalisé a 1’Urfist de Lyon sous la direc-
tion de Mme. Frédérique Cohen ADAD.

« Les carrieres de I'enseignement supérieur et de la recherche »
stage de formation réalisé par I’Université de Lyon.

Vanessa Eyraud 22
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Avant propos

Avant propos

Dans un monde ou I’utilisation des pesticides est de plus en plus contes-
tée, il est urgent de découvrir de nouvelles solutions pour la protection des
cultures et des denrées stockées, mais également des hommes. Ce mémoire
de thése a pour objet d’étude PA1b, un peptide naturel extrait du pois aux
propriétés entomotoxiques étonnantes. Ce peptide d’origine végétale pourrait
faire partie des produits qui remplaceront petit a petit les substances chi-
mique néfastes a la santé humaine et a I’environnement.

Dans le vaste sujet qu’est PA1lb, je me suis intéressée pendant ces trois
ans de thése a deux aspects trés différents de la recherche sur ce peptide.
Dans un premier temps je me suis intéressée a 1’identification du récepteur a
PA1Db chez I’insecte et a son mécanisme d’action, dont la compréhension est
primordiale pour envisager [’utilisation de cette toxine dans la lutte contre
les insectes. Et dans un second temps, je me suis intéressée a la mise en place
d’un systeme de production hétérologue de cette toxine.

Afin de mieux comprendre le contexte actuel qui entoure les pesticides, ce
travail s’amorce par une étude bibliographique des moyens actuels utilisés
dans la lutte contre les insectes. Cette étude est poursuivie par une présenta-
tion des connaissances sur le peptide PA1b, ainsi que sur les V-ATPases, qui
ont ¢été identifiées comme le récepteur a PA1b. S’ensuivra la présentation de
mes travaux de thése, en trois chapitres dédiés a 1’identification du récepteur
a PA1b, a I’identification du mécanisme d’action de PA1b, et a la mise en

place d’un systéme de production hétérologue.
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1 La lutte contre les
Insectes

1.1 Introduction

1.1.1  Vers une agriculture différente

Apres la seconde guerre mondiale, les gouvernements européens
mettent en place une nouvelle politique agricole : la PAC (Politique Agri-
cole Commune). Son objectif principal est la modernisation et le dévelop-
pement de 1’agriculture afin d’apporter 1’autosuffisance alimentaire aux
pays européens. L’augmentation de la production agricole doit faire face a
une forte diminution des surfaces exploitables (15% durant les 60 der-
niéres années en France), et a une population qui ne cesse d’augmenter
(doublement de la population mondiale ces 50 derniéres années). Malgré
ces contraintes, [’objectif principal de la PAC a été atteint.
L’augmentation des rendements en blé d’une moyenne de 15 quintaux a
I’hectare apres la seconde guerre mondiale a 70 aujourd’hui en est un trés
bon exemple illustrant cette réussite. Les rendements en mais ont augmen-
té de 60 % entre 1980 et 2010, et ceux de la betterave sucriére ont plus
que doublé entre 1975 et 2007. Cette augmentation est aussi sensible pour
d’autres cultures agricoles : pomme de terre, tournesol, oléagineux. Cette
réussite est due a la mécanisation des techniques d’exploitation, mais aus-
si au développement des moyens chimiques de controle des organismes
nuisibles : les pesticides. Le mot pesticide est un terme générique dérivé
des termes latins «caedere» (tuer) et «pestis» (fléau). Il a été intégré a la
langue francaise dans les années 50. Les pesticides ont comme caractéris-
tique principale de lutter contre des organismes nuisibles (animaux, végé-
taux, champignons) mais ils peuvent aussi réguler la croissance des végé-

taux, ou améliorer le transport et le stockage des produits de cultures.
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A T’heure actuelle, ou la population européenne ne souffre plus
de sous-nutrition, d’autres problématiques entrent en jeu. Le respect de la
santé humaine et de I’environnement devient une priorité. Avec le déve-
loppement des consciences €cologiques, de nouvelles normes aux niveaux
mondial et européen obligent 1’agriculture a maitriser son impact sur
I’environnement. Actuellement, la France est I’un des premiers utilisateurs
mondiaux de pesticides, avec des ventes comprises entre 80 000 et 100
000 tonnes par an depuis une trentaine d’années, a 1’exception d’un pic de
vente a la fin des années 1990 (120 000 tonnes en 1999). Depuis 2002, les
ventes se situent légérement en dessous de 80 000 tonnes [BALDI '13].
Ces substances ne sont pas uniquement utilisées sur les cultures, mais aus-
si pour la protection des denrées apres récolte. En I’absence de traitements
chimiques on estime la perte due aux pathogeénes et aux insectes a plus de
30%, et ce chiffre peut atteindre 80% en raison des conditions climatiques
et des maladies fongiques [BECKER-RITT '12]. Afin de nourrir une popu-
lation en constante expansion, tout en respectant la santé humaine et
I’environnement, il est nécessaire de trouver de nouveaux moyens de pro-
tection des cultures, tout en maintenant une agriculture économiquement

performante.

1.1.2 Insectes et santé humaine

La protection des cultures et des denrées stockées est la cause
majeure de l’utilisation d’insecticides dans le monde. Mais ils sont aussi
utilisés pour la protection directe des humains. En effet certains insectes
sont vecteurs de maladies parfois mortelles, transmissibles a ’homme par
simple piqure. L’incidence mondiale de décés causés par des maladies a
transmission vectorielle est montrée en figure 1. Plus de 90% de ces mala-
dies sont transmises par les moustiques anophéles [MCGRAW '13b]. Les
plus connues sont la dengue, le chikungunya ou le paludisme. Avec plus
de deux millions de cas avérés dans le monde, le chikungunya n’est plus
une maladie spécifique de certain pays tropicaux, puisque son principal
moustique vecteur (Adedes albopictus, couramment nommé moustique

tigre) vient de s’implanter en Europe, et a méme été repéré aux portes de
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Lyon. La dengue, qui parfois est a I’origine de complications mortelles,
progresse depuis quelques décennies, et 60 & 100 millions de personnes
sont infectées. Quant au paludisme, il tue de un a trois millions de per-
sonnes par an. La situation est d’autant plus préoccupante que les mous-
tiques résistent de plus en plus aux insecticides.

Les moustiques ne sont pas les seuls insectes pouvant interférer
avec la santé humaine. Les phlébotomes (diptéres) sont un autre exemple
d’insectes vecteurs. Les leishmanioses sont un groupe de maladies parasi-
taires a transmission vectorielle dues a des protozoaires flagellés du genre
Leishmanian. Ces parasites affectent de nombreuses espéces de mammi-
féres, dont le chien qui en est la cible principale, mais le nombre de cas
humain est en augmentation. Leishmania infantum est la seule espéce pré-
sente en France métropolitaine. Elle est transmise par la piqlire de deux
especes de Phlébotomes, Phlebotomus permicious, et P. ariasi.
L’infection par ces parasites se présente sous différentes formes allant
d’une atteinte viscérale a des Iésions tégumentaires et peut parfois entrai-
ner la mort [DEDET '13]. Dans le monde, ces parasites transmis par les
phlébotomes affectent la santé des populations a hauteur de deux millions

de cas dans le monde selon 1'OMS.
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Figure 1 : Carte montrant I'incidence mondiale des décés causés par des maladies
a transmission vectorielle (World-Health-Organization, 2004).

Depuis ces 20 derniéres années, il y a eu recrudescence ou émer-
gence dans des zones auparavant épargnées des maladies a transmission
vectorielle. L’intense circulation des personnes et des biens, ainsi que les

changements climatiques globaux permettent aux vecteurs de se déplacer
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et se s’implanter dans de nouvelles régions. La maitrise de leur population
devient donc un enjeu majeur pour la protection des cultures, mais aussi

pour la préservation de la santé humaine.

1.2

La lutte contre les insectes

Différents systémes de lutte contre les insectes existent. On peut
les regrouper en cinq classes : la lutte environnementale, la lutte biolo-
gique, la lutte génétique, la lutte mécanique, et la lutte chimique. A
I’heure actuelle la lutte chimique est prédominante et l’utilisation des

autres types de lutte est encore marginale.

1.2.1

Les principaux insecticides et leurs cibles

Sont nommés insecticides les substances actives ayant la proprié-
té de tuer les insectes, leurs larves ou leurs ceufs, mais aussi plus généra-
lement les arthropodes. Ils sont classés par famille en fonction de leur
mode d’action. Les cibles potentielles des insecticides sont nombreuses :
systéme nerveux central, le métabolisme respiratoire ou le métabolisme
hormonal. Il existe de nombreuses substances actives chimiques, cepen-
dant seules quatre familles représentent chacune plus de 10% de part de
marché et plus de 70% de 1’ensemble : les organophosphorés (a partir de
1940), les carbamates (a partir de 1950), les pyréthrinoides (a partir de
1970), et les néonicotinoides (& partir de 1990) [NAUEN '06] (figure 2).
Toutes ces substances agissent sur le systéme nerveux. En effet, ces insec-
ticides neurotoxiques ont 1’avantage d’opérer avec un délai trés bref qui
permet d’agir rapidement pour stopper la destruction des cultures et la dif-
fusion de maladies a transmission vectorielle. De plus ils agissent a faible
dose sur des sites pour lesquels une faible perturbation peut se révéler
mortelle. La faiblesse des mécanismes de détoxication du systéme nerveux
des insectes permet un effet prolongé des neurotoxines [CASIDA '04]. Les
insecticides les plus couramment utilisés sont présentés dans ce travail en

fonction de leur cible ou mode d’action.
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@ Organophosphorés
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Figure 2 : Représentation des principales classes d’insecticides et leur part respec-
tive dans le marché mondiale. D’aprés [Nauen '06].

1.2.1.1 Insecticides ciblant I'acétylcholinestérase

L’acétylcholine est un neurotransmetteur qui au cours de l'influx
nerveux est libérée au niveau des synapses des neurones dites «choliner-
giques» du systéme nerveux, pour transmettre l'information nerveuse d'un
neurone au suivant (figure 3). Une fois [’information transmise,
I’acétylcholine est hydrolysée par 1’acétylcholinestérase. Si cette hydro-
lyse n’a pas lieu, I’augmentation d’acétylcholine induit une hyperactivité
aboutissant a la mort de I’insecte. Les organophosphates et les carbamates
inhibent cette enzyme, par phosphorylation ou carbamylation, I’empéchant
d’hydrolyser 1’acétylcholine.

Les carbamates sont des composés dérivés de I’acide carbamique.
Ils ont été trés utilisés car ils sont relativement biodégradables et ont une
toxicité dermique peu élevée. Par exemple, le carbofuran est utilisé
comme insecticide systémique des plantes, le primicarb en agriculture
pour le traitement systémique contre les pucerons, I’aldicarb essentielle-
ment pour la protection contre les nématodes, et le carbaryl pour la protec-
tion des jardins de particuliers. Bien qu’ils n’aient pas des modes d’action
complétement identiques, les carbamates ont en commun un effet réver-
sible car le complexe carbamate — acétylcholinestérase n’est pas stable
dans le temps [MANAHAN '02].

Le second type d’insecticide inhibiteur d’acétylcholinestérase est
représenté par les organophosphorés. De trés nombreux composés organo-
phosphorés ont été synthétisés pour leur rdle insecticide, mais sont aussi

des gaz toxiques qui ont été utilisés militairement pendant la seconde
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guerre mondiale. Dans cette famille on peut citer le malathion qui est un
insecticide puissant ou le glyphosate qui est un désherbant total foliaire
systémique plus connu sous le nom de Round-up. Les organophosphorés
phosphorylent I’enzyme acétylcholinestérase, de maniére stable et irréver-
sible. Il y a dégradation des organophosphorés par des estérases, donc ces
composés sont non persistants dans les systémes biologiques.

Chez les mammifeéres, tout comme chez les insectes, I’inhibition
de I’acétylcholinestérase et I’accumulation d’acétylcholine conduisent a la
sur-excitation du systéme nerveux et a la mort de 1’individu. Ce sont les
différences existantes entre insectes et mammiféres dans la structure des
enzymes, et la conformation du site d’action, qui conférent la spécificité
des inhibiteurs pour les insectes [FUKUTO '90, CASIDA '12].

1.2.1.2 Insecticides ciblant le récepteur nicotinique

L’acétylcholine est le principal neurotransmetteur excitateur pour
les transmissions rapides dans le systéme nerveux central des insectes.
Lors de I’influx nerveux, 1’acétylcholine est relachée par la membrane
pré-synaptique et va interagir avec le récepteur nicotinique de
I’acétylcholine (AChR). Ce récepteur forme un canal ionique dont
I’ouverture dépend de la fixation de I’acétylcholine, ce qui entraine un in-
flux de Na" extracellulaire et un efflux de K" intracellulaire, déclenchant
ainsi l’influx nerveux. La dégradation de [’acétylcholine par
I’acétylcholinestérase stoppe le signal. La nicotine est un agoniste non hy-
drolysable de 1’acétylcholine, elle reste fixée au récepteur ce qui empéche
sa fermeture, et ce qui perturbe le signal en créant une hyperpolarisation
de la cellule. La nicotine est plus toxique pour les mammiféres que pour
les insectes, elle ne peut donc pas €tre utilisée comme insecticide [CASIDA
'"13].

Les néonicotinoides représentent la famille d’insecticides la plus
commercialisée dans le monde depuis son apparition dans les années
1990. Dans la majorité des cas ce sont des dérivés synthétiques de nico-
tine comme par exemple I’imidaclopride [MATSUDA '09]. Ils agissent de
la méme fagon que la nicotine, mais les modifications structurales mi-
neures qui les diffeérent leur conférent une sélectivité pour les insectes par

rapport aux mammifeéres.
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Le cartap, une nereistoxine issue du ver marin Lumbriconereis
heteropoda [MATSUDA '09], et la famille des spinosynes produites lors de
la fermentation des Saccharopolyspora spinosa [KIRST '10], présentent le
méme mode d’action que les néonicotinoides, en bloquant le récepteur ni-
cotinique de 1’acétylcholine, mais ils n’ont pas le méme site de fixation.

Ils ont une forte spécificité pour les insectes [CASIDA '13].

1.2.1.3 Insecticides ciblant le canal chlore

L’acide gamma aminobutyrique (GABA) est le principal neuro-
transmetteur inhibiteur chez les insectes et les mammiferes. 11 agit par
fixation sur un récepteur canal chlore (GABA R) en entrainant son ouver-
ture, ce qui empéche 1’excitation prolongée des neurones. Certains insec-
ticides, comme les cyclodiénes, les phénylpyrazoles (par exemple le Fi-
pronil) ciblent le récepteur GABA et empéchent le flux chlorique.
L’excitation prolongée des neurones entraine la mort de 1’insecte.

L’avermectine et ses analogues ont un effet antagoniste aux in-
secticides présentés précédemment. Leur fixation bloque la fermeture des
canaux chloriques (récepteur GABA et récepteur glutamate) ce qui en-
traine la paralysie et la mort par atteinte neuro-musculaire. Le récepteur
canal chlore glutamate est présent uniquement dans le systéme nerveux
des invertébrés, ce qui confére une grande spécificité aux insecticides qui
ont pour cible ce récepteur [RAYMOND-DELPECH '05, CASIDA '13].

1.2.1.4 Insecticides ciblant le canal sodium

Les canaux sodique voltage dépendant sont essentiels pour
I’initiation et la propagation des potentiels d’action dans le systéme ner-
veux. IIs s’ouvrent et se ferment en réponse aux changements de potentiel
de la membrane. La dépolarisation de la membrane entraine 1’ouverture
rapide du canal qui se referme lors de la repolarisation. Les pyréthrines,
composés provenant de la pyréthre de Dalmatie (plante de la famille des
astéracée), les pyréthroides synthétiques, 1’oxadiazine et le DTT (dichlo-
rodiphényltrichloroéthane), bien que d’origines trés différentes, ont la
méme cible. Ils agissent sur les canaux sodiques voltage dépendant en

bloquant le transport du sodium, ce qui a pour conséquence la dépolarisa-

Vanessa Eyraud 31
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés


http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ph%C3%A9nylpyrazole&action=edit&redlink=1

Partie 1 / Introduction générale

tion de la membrane nerveuse, perturbant ainsi la signalisation électrique
dans le systéme nerveux des insectes [RAYMOND-DELPECH '05, CASIDA
'13, Du '13].

a Cartap, Nereistoxin
Neonicotinoids

nAChR Spinosyns
=>/ Na*

Pyrethroids

Dihydropyrazoles AChE
Oxadiazines \
Organophosphates
Carbamates
b Hexachlorocyclohexanes
Cyclodienes

Bicyclic phosphates
Bicyclic dinitriles

/‘ ) GAEA R Phenylpyrazoles

Pyrethroids
Dihydropyrazoles
Oxadiazines
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Figure 3 : Les zones cibles des insecticides dans le systéme nerveux des
insectes. a : Représentation schématique d’un neurone et d’une synapse choliner-
gique avec les cibles principales des insecticides. ACh : acétylcholine ; AChE :
acétylcholinestérase ; AChR : récepteur cholinergique de type nicotinique. N :
noyau ; Na : canal sodium ; Pré : élément présynaptique ; Post : élément post-
synaptique ; RyR : récepteur a la ryanodine. B : Représentation schématique d’une
synapse GABAergique avec les cibles principales des insecticides. GABA : acide
gamma-aminobutiryque ; GABAR : récepteur au GABA ; Na : canal sodium ; Pré :
élément présynaptique ; Post : élément postsynaptique (Raymond-Delpech et al
2005).

1.2.2 Mécanismes d’acquisition de la résistance

La toxicité des insecticides résulte de leur interaction avec leur
cible biologique présente chez I’insecte. La molécule insecticide doit en-

trer en contact avec 1’insecte, pénétrer dans 1’organisme, dans certains cas
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étre transformée en métabolite actif, puis €tre transportée jusqu’a sa cible.
Tout mécanisme qui modifie I’'une de ces étapes peut donc conduire a une
résistance [SODERLUND '91]. Il existe différents types de mécanismes
pouvant conduire a la résistance a certains insecticides. La résistance
comportementale ou I’insecte change son comportement avec pour objec-

tif d’éviter I’insecticide, la résistance métabolique et la mutation de cible.

1.2.2.1 La résistance métabolique ou détoxication

Chez I’insecte résistant, il y a une augmentation de 1’activité ca-
talytique et/ou de la quantité d’enzyme intervenant dans la dégradation
normale des insecticides. Trois familles d’enzymes sont connues pour leur
role de détoxication chez I’insecte : la famille des cytochromes P450s, la
famille des glutathion transférases (GST), et la famille des carboxylesté-
rases [DAVID '05].

Les cytochromes P450s sont une importante famille d’enzymes
dont la principale fonction est de catalyser 1’oxydation d’un grand nombre
de composés organiques. Elles sont nommées ainsi car elles absorbent
préférentiellement la lumiére a une longueur d’onde de 450 nanométres.
En raison de leur grande diversité génétique, elles sont le seul systéme
métabolique pouvant entrainer une résistance a toutes les classes
d’insecticides ; chez I’insecte il existe plus de 660 génes de la famille des
P450. Le phénoméne de résistance apparait par amplification, augmenta-
tion de la transcription, ou mutation d’un de ces génes [LI1 '07].

Les glutathions transférases sont des enzymes impliquées dans le
métabolisme de détoxication et d’excrétion d’une quantité importante de
produits endogenes ou exogenes des cellules. Elles peuvent étre impli-
quées dans de nombreux phénomenes de résistance aux insecticides,
comme par exemple la résistance d’Anopheles gambiae au DDT. 1l a été
montré que dans certaines populations de ce moustique, il y a une surex-
pression du géne GSTE2, qui code pour une enzyme GST ce qui induit la
dehydrochlorination de la toxine, et son inactivation. [ORTELLI '03].

La résistance aux insecticides carbamates et organophosphorés se
retrouve parmi de nombreux arthropodes comme les tiques, les pucerons,
les cafards ou les moustiques. Elle peut étre due a 1’augmentation de la

synthése d’estérases, qui séquestrent et hydrolysent la toxine cible. Chez
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le moustique Culex pipiens quinquefasciatus, un géne codant pour une es-
térase (esta2) a été retrouvé plus de 80 fois dans le génome des insectes
les plus résistants [VAUGHAN '97]. Ces résistances peuvent étre dues a la
mutation du promoteur, ou a I’augmentation du nombre de copie du geéne
impliqué ce qui entraine la surproduction de I’enzyme, mais aussi a une
mutation de la s€quence qui entraine une meilleure affinité pour la toxine
ciblée. Il n’est pas rare que 1’apparition d’une résistance a une toxine, en-
tralne la résistance a d’autres toxines ayant la méme cible [HEMINGWAY
'04].

1.2.2.2 lLa résistance par mutation de cible

Cette résistance n’induit pas de changement métabolique chez
I’insecte. En revanche, une simple mutation ponctuelle sur le géne codant
le récepteur (canal sodium, le récepteur GABA ou I’acétylcholinestérase),
peut entrainer une modification de la séquence en acide aminé de celui-ci.
Une ou plusieurs de ces modifications peuvent occasionner une diminu-
tion de 1’affinité, voire une absence totale de liaison de la toxine sur son
récepteur [HEMINGWAY '04]. Par exemple, la résistance de type kdr
(knock-down resistance) est due au remplacement d’un acide aminé (leu-
cine en phénylalanine) dans un des domaines du canal sodium. Cette
simple mutation, découverte en premier lieu chez la mouche domestique
(Musca domestica) exposée au DDT, rend les insectes porteurs 30 fois
plus résistants a tous les pyréthroides ainsi qu’au DDT. Maintenant cette
résistance est retrouvée dans de nombreux insectes ravageurs [VAIS '00,
BURTON '11].

La modification de la séquence de I’acétylcholinestérase est la
plus grande cause de résistance aux organophosphorés et aux carbamates.
Ces insecticides inhibent son activité par phosphorylation ou carbamyla-
tion d’une sérine placée au fond de la gorge que forme le site actif. Les
mutations qui conférent une augmentation de la résistance aux insectes
sont celles situées a I’entrée de la gorge et qui limitent I’accés du site actif
pour les toxines. Une augmentation du nombre de mutation, entraine
I’accroissement de la résistance a un plus grand nombre de toxines

[HEMINGWAY '04].
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Le récepteur GABA est composé de cinq sous-unités qui
s’organisent afin de former le canal chlore. La mutation d’un des geénes
codants pour une des sous-unités du récepteur GABA, le géne Rd! (Resis-
tance to dieldrin), entraine la résistance de 1’insecte a toutes les cyclo-
diénes. Cette mutation extrémement bien conservée est responsable de
plus de 60% des cas de résistance aux cyclodiénes [ROCHELEAU '93,
VAIS '00].

1.2.3 Insecticides et environnement

C’est aux Etats-Unis, en 1962, que les premiéres questions con-
cernant les effets néfastes des insecticides sur 1’environnement ont été
soulevées publiquement. Rachel Carson, dans son ouvrage intitulé « Prin-
temps silencieux » dévoile que 'utilisation non contr6lée de DDT entraine
la diminution de 1’épaisseur des coquilles d’ceuf chez les oiseaux, et occa-
sionne des problémes de reproduction et une hausse de la mortalité
[CARSON '12]. Ce livre qui a été classé au top des ventes pendant plu-
sieurs semaines aux Etats-Unis est considéré par certains comme le pré-
curseur du mouvement écologique.

Les insecticides sont congus pour cibler spécifiquement certains
insectes nuisibles. Les organismes vivants partagent, quel que soit leur
rang taxonomique, des fonctions physiologiques faisant appel a des méca-
nismes communs. De ce fait, un insecticide destiné a lutter contre un or-
ganisme spécifique, peut présenter un potentiel toxique pour d’autres or-
ganismes non cibles [CASIDA '13]. De plus, un pesticide peut agir en
premiére intention sur la cible moléculaire visée, tout en ayant la capacité
d’agir sur un autre site. Ces autres cibles, pas forcément impliquées dans
la toxicité contre I’insecte nuisible, sont souvent peu ou pas connues, et
parfois découvertes bien aprés les premiéres utilisations sur le terrain. On
peut citer par exemple les organophosphorés dont les propriétés hormo-
nales ont été¢ découvertes bien aprés le début de leur utilisation [CLEMENT
'85, BLANCO-MUNOZ '10]. De plus, aprés traitement par des insecticides
des zones cibles, les produits chimiques peuvent contaminer leur environ-
nement. Par exemple, le Methomyl qui est un carbamate largement utilisé
ces 40 derniéres années, a une demi-vie d’environ une semaine apres trai-

tement, mais sous certaines conditions elle peut atteindre 50 jours. En rai-
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son de sa nature trés hydrophile, ce produit peut contaminer le sol ainsi
que les eaux souterraines et de surfaces. Dans la nature ce composé est es-
sentiellement dégradé par digestion microbienne, les micro-organismes du
sol s’en servant comme source de carbone et/ou d’azote. Malgré cette dé-
gradation, ce composé a déja été retrouvé dans des réseaux d’eau urbains a
des concentrations considérées comme impropres a la consommation
[VAN Scoy '13].

Depuis la parution du « Printemps silencieux », de nombreuses
études ont été réalisées sur les effets des pesticides sur I’environnement. 11
a ¢été montré scientifiquement que l’exposition répétée des oiseaux au
DDT entrainait effectivement 1’amincissement de la coquille, ainsi qu’une
diminution de la reproduction. Des travaux sur des oiseaux tels que la
mouette ou le merle, montrent que les produits chimiques contenus dans
les pesticides induisent également des effets tels qu’une augmentation de
la mortalité, une réduction de la fertilité, ou des anomalies du développe-
ment du squelette [FRY '95].

Sandahl et collaborateurs ont également montré que la présence
d’insecticides organophosphorés et pyréthroides affecte la sensibilité des
neurones olfactifs du saumon et d’autres poissons. Cette diminution de
leurs capacités sensorielles entraine des perturbations du comportement
relié a ’olfaction qui est d’importance majeure pour la survie et la migra-
tion des salmonidés [SANDAHL '04].

Les animaux ne sont pas les seuls touchés par les traitements de
pesticides a répétition. Les effets des pesticides sur les micro-organismes
du sol varient en fonction du type de substances utilisées et de la composi-
tion et du pH du sol. Par exemple, les traitements dans le respect des ré-
glementations par les insecticides Aldicarb (carbamate) ou Deltamitrin (py-
réthroide) n’entrainent pas une diminution du nombre de micro-organismes
présents dans le sol, mais une diminution de leur diversité [IMFELD '12].

Il existe de trés nombreux autres exemples montrant les effets

des insecticides sur I’environnement. Tous ces exemples nous poussent a

nous interroger sur les effets qu’ils pourraient avoir sur I’homme.
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1.2.4

Insecticides et santé humaine

Il existe trois voies d’entrée pour les substances insecticides dans
I’organisme : la voie cutanée, la voie orale, ou la voie respiratoire. La
toxicité de la substance dépend de son mode d’absorption, de ses proprié-
tés chimiques, mais aussi de son métabolisme et des mécanismes possibles
de détoxication. Certains produits qui présentent une toxicité aigué€ impor-
tante peuvent étre éliminés facilement par I’organisme. A 1’inverse,
d’autres substances de toxicité moindre sont susceptibles de s’accumuler
dans ’organisme et d’induire des effets a plus long terme qui sont diffici-
lement quantifiables.

On peut classer les effets des pesticides sur la santé humaine en
deux catégories : les effets a court terme et les effets a long terme. Les ef-
fets a court terme concernent essentiellement les utilisateurs dans un con-
texte d’usage professionnel. L’emploi inadéquat de ces produits peut en-
trainer dans des délais relativement brefs (heures, jours) des troubles de la
santé. A trés forte dose, les insecticides peuvent agir sur I’humain par un
mécanisme similaire a celui mis en jeu lors de leurs actions contre
I’insecte cible. C’est une intoxication aigiie. L’étude de cas de personnes
ayant ingéré de fortes doses d’insecticides organophosphorés, montre un
tres fort taux de développement de neuropathie lorsque I’empoisonnement
n’entraine pas la mort dans de brefs délais [MORETTO '98]. Les effets
d’empoisonnement par les insecticides sont relativement bien connus, ils
peuvent &tre également allergisants, systémiques, dermatologiques, ou
respiratoires et entrainent parfois la mort (rapport Inserm 2013).

En revanche, les effets a long terme des insecticides sur la santé
humaine, y compris a des faibles doses d’exposition, sont nettement moins
connus et plus difficilement appréciables. Aujourd’hui les chercheurs
s’interrogent sur [’hypothése selon laquelle une exposition a des subs-
tances exogenes possédant des effets sur le systéme endocrinien pourrait
étre a l'origine d'une grande variété d'effets délétéres sur 1’organisme, tels
des cancers, des atteintes de la fonction reproductrice (problémes de ferti-
lité masculine, malformations de I’appareil génital masculin) ainsi que des
effets sur le systeme immunitaire et sur la fonction thyroidienne. Plusieurs

pesticides, parmi lesquels des insecticides (DDT, Endosulfan, Dieldrine,
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Methoxychlore, Dicofol, Toxaphéne) figurent sur la liste des perturbateurs
endocriniens. Certaines de ces molécules sont aujourd’hui interdites en
Europe mais peuvent néanmoins toujours étre présentes dans notre envi-
ronnement [CRAVEDI '07].

Le regroupement des résultats de 49 analyses a permis de forte-
ment suspecter I’effet des organophosphorés et pyréthroides sur la santé
humaine. Le taux d’exposition a ces composés est mesuré par quantifica-
tion des produits de leur dégradation par les cellules humaines. La dégra-
dation de tous les insecticides organophosphorés donne du phosphate de
dialkyle, quantifiable dans les urines. Il n’existe pas un composé permet-
tant la mesure du taux d’exposition a tous les pyréthroides, mais par
exemple la présence de I’acide 2,2-dichlorovinyl-2,2-
diméthylcyclopropane-1-carboxylique permet de détecter I’exposition a
des insecticides tels que le permethrine, le cypermethrine, et le
cyfluthrine, et la présence de I’acide 3-phénoxybenzoique est la marque
de la présence d’une vingtaine de pyréthroides de syntheése. Les résultats
de ces différentes études établissent un lien entre I’exposition a ces insec-
ticides dans le cadre familial et certaines pathologies. Les organophospho-
rés seraient responsables de 1’augmentation des problémes lors du déve-
loppement prénatal du systéme nerveux, et seraient impliqués dans la
baisse de la fertilité male et dans I’augmentation de I’apparition de patho-
logies neurologiques chez I’adulte. Les pyréthroides seraient fortement
corrélés a des désordres hormonaux, ce qui entrainerait la diminution de la
qualité du sperme, et par ce biais une forte diminution de la fertilité male
[KOUREAS '12].

L’implication dans de telles maladies des substances insecticides
chez I’humain dans le cadre de la vie quotidienne reste a 1’état de forte
présomption. De plus il est difficile de déterminer avec précision quelle
substance est impliquée pour chacune des pathologies. Afin de limiter au
maximum les risques liés a I’utilisation de pesticides sur la santé humaine
et sur I’environnement, leur mise sur le marché et leurs conditions
d’utilisation sont soumises a une forte législation mise en place par les

différentes autorités gouvernementales.
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1.2.5 Insecticides et |égislation

Dans le cadre de la législation, les insecticides sont considérés
comme produits phytosanitaires. En plus des pesticides, cette catégorie
prend en compte tous les produits exercant une action sur les végétaux
(régulateur de croissance, conservateurs...) a 1’exception des substances
nutritives.

Pour étre mis sur le marché en France, chaque produit phytosani-
taire doit étre homologué sur la base de 1’analyse d’un dossier complet
fourni par le demandeur et expertisé par les instances compétentes. En
France 1’autorisation de mise sur le marché (’AMM) est délivrée par
I’Anses (I’Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail). Cette homologation nationale a été harmo-
nisée avec les autres Etats membres de 1’Union Européenne de maniére
réglementaire (Réglement (CE) No1107/2009). Avant d’étre commercia-
lisés, tous les produits phytosanitaires doivent obtenir une AMM. Quand
un compose est synthétisé par une firme phytopharmaceutique, il est tes-
té en premier lieu en laboratoire ou en serre, puis sur de petites parcelles.
La demande d’AMM est accompagnée d’un dossier scientifique complet
comportant :

-Un dossier biologique qui renseigne sur l'efficacité agronomique de la
préparation et la sélectivité du produit a 1'égard des végétaux.

- Un dossier toxicologique qui renseigne sur la toxicité du produit pour
I'homme (des tests de toxicité aigué et chronique, tests de cancérogénese,
de mutagénése, de reprotoxicité,...) et pour l'environnement (analyse de
I’influence sur les poissons, les oiseaux, les insectes, les micro-
organismes mais également les processus de dégradation dans 1’eau, 1’air
et le sol).

50% des analyses réalisées pour ce dossier concernent les effets potentiel-
lement toxiques sur 1’homme, 40% concernent 1’étude des effets sur
I’environnement, et seulement 10% concernent 1’étude des effets agrono-
miques de la substance testée. Ce dossier permet aux experts de proposer
un classement toxicologique et des conseils de prudence a respecter pour
une utilisation en toute sécurité.

L’AMM est délivrée ou non en fonction d’un équilibre entre les

risques toxicologiques et I’intérét agronomique de la substance. Elle est
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délivrée pour une période de 10 ans reconductible, mais cette homologa-
tion peut étre révisée a tout moment apres I’apparition d’effets défavo-
rables non observés lors de 1’évaluation. Elle est accordée pour un type de
culture, un type de parasite ou maladie, une dose d’emploi, une condition
d’application et un pays. La totalité des produits homologués en France et
leurs conditions d’utilisation autorisées, est présentée sur le site ministé-

riel : http://e-phy.agriculture.gouv.fr/ ; Le non respect de ces pratiques est

passible de deux ans de prison et d’une amende allant jusqu’a 3800 euros.
Les résultats obtenus lors des différents tests permettent de clas-
ser les substances phytosanitaires selon leur caractere CMR (Cancérogéne,
Mutageéne, Reprotoxique) pour I’homme en trois catégories :
—-Catégorie 1 : Substance connue cancérigéne ou mutagéne ou toxique
pour la reproduction chez I’homme (preuves épidémiologiques)
—-Catégorie 2 : Substance assimilée a un CMR, pouvant provoquer des ef-
fets CMR chez I’homme (fortes présomptions)
-Catégorie 3 : Effets CMR possibles chez ’homme (substances préoccu-
pantes, preuves insuffisantes pour la catégorie 2).
L’ensemble de ces tests va permettre de définir les seuils toxicologiques
de référence dans le but d’assurer la sécurité de 1’opérateur et du con-
sommateur.
-AOEL (Acceptable operator exposure level). C’est la quantité maximum
de substance active a laquelle l'opérateur, et des résidents proches des
zones traitées, peuvent étre exposés quotidiennement, sans danger pour
leur santé.
- DES (Dose Sans Effet). C’est la limite en dessous de laquelle aucun effet
n’a été constaté lors de I’ensemble des tests pour un produit donné.
-Pour une sécurité maximale, on divise cette DES obtenue par 100 pour
fixer la Dose Journaliére Admissible (DJA).
Ces notions de DES et de DJA conduisent ensuite, pour chaque produit et
chaque culture, a la définition de Limites Maximales de Résidus, les
LMR, que ’on pourra retrouver dans un aliment ou dans 1’eau potable.
Les LMR des pesticides correspondent aux quantités maximales attendues,
a partir des bonnes pratiques agricoles (BPA) fixées lors de
I’homologation du produit. Par exemple pour 1’eau, les réglementations
européenne et frangaise fixent a 0,1 pg.L™' la concentration maximale pour

chaque pesticide (a I’exception de quelques composés tel que le dieldrine,
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dont la limite est placée a 0,03 pg.L™") et & 0,5 pg.L"' la concentration
maximale en pesticides totaux.

La veille toxicologique en France est réalisée par différents instituts mi-
nistériels. Depuis 2003 par exemple, I’ORP (I’Observatoire des Résidus
de Pesticides, http://www.observatoire-pesticides.gouv.fr/ ) a pour objectif
de rassembler, analyser et valoriser les informations sur la présence des
pesticides dans différents milieux. Ses travaux doivent permettre de carac-
tériser I'exposition aux pesticides de la population (générale et profession-
nelle) et des écosystémes a des fins d'évaluation des risques. Ils doivent
également faciliter la recherche scientifique dans le domaine sanitaire.
Bien que trés controlée, 'utilisation de pesticides en France est encore
trés importante. Nous sommes le 4™ utilisateur mondial de pesticides.
Dans 1’objectif de diminuer 1’utilisation de pesticides en Europe, 1I’Union
Européenne a mis en place depuis 2008 le plan Ecophyto 2018. Le princi-
pal défi d’Ecophyto est de diminuer le recours aux produits phytosani-
taires de 50% sur une période de 10 ans, tout en continuant a assurer un
niveau de production élevé tant en quantité qu’en qualité. Pour cela, cer-
taines mesures ont été prises, telles que la formation des agriculteurs a une
utilisation responsable des pesticides, ou la mise en ligne dans chaque ré-
gion de bulletins de santé végétal qui alertent les producteurs sur 1’arrivée
des ravageurs. Afin de pouvoir atteindre ces objectifs, il est nécessaire de
mettre en place d’autres systemes de protection des cultures, qui ne pas-

sent pas uniquement par ’utilisation de produits chimiques.

1.2.6 Les moyens de lutte non chimique

1.2.6.1 La lutte environnementale et mécanique

Le développement des insectes nécessite un environnement adé-
quat. Parfois I’homme, par les changements qu’il occasionne a la nature,
peut favoriser le développement de populations d’insectes ravageurs. Par
exemple en Ouganda, la destruction des papyrus dans les marécages natu-
rels pour des objectifs agricoles entraine un développement d’Anopheles

gambiae, et de ce fait une augmentation du taux de transmission du palu-

Vanessa Eyraud 41
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés


http://www.observatoire-pesticides.gouv.fr/

Partie 1 / Introduction générale

disme dans les zones environnantes [LINDBLADE '00]. La lutte environ-
nementale consiste en la diminution de ces zones propices au développe-
ment des insectes. Dans les pays ou sévissent les insectes vecteurs de ma-
ladies transmissibles a [I’homme, la lutte environnementale est
essentiellement utilisée pour limiter les populations de moustiques. On
peut citer par exemple des actions telles que le drainage des fossés et des
zones humides, qui ont permis de diminuer drastiquement le nombre
d’anophéles, entrainant la réduction du taux de transmission de la malaria
au niveau du point d’extinction dans des région israéliennes [KITRON '89,
IMBAHALE '12].

Il existe de nombreuses formes de lutte mécanique qui permettent
d’¢loigner les insectes, de les piéger ou de les éliminer. On peut citer par
exemple les filets de protection, les piéges hormonaux, ou 1’adaptation des
silos. En France la protection contre le ravageur des fruits Cydia pomonel-
la, dont la larve détruit certains fruits comme les pommes, les poires ou
les noix, passe de plus en plus par 'utilisation de filets, ce qui empéche
les femelles de venir pondre dans les fruits. Le stockage des graines en si-
los métallisés hermétiques dans lesquels ’oxygéne est éliminé, empéche
le développement des insectes a un cout relativement abordable, ce qui
permet son utilisation dans les pays en voie de développement [TEFERA
'11]. Les piéges a phéromones sont utilisés afin de détecter et de dénom-
brer les insectes adultes, mais ils sont aussi trés efficaces pour traiter les
zones moyennement infestées. Par exemple, des diffuseurs de phéromones
femelles déstabilisent les males lors de la recherche de leur partenaire, et
dans la plupart des cas ils meurent d’épuisement avant d’avoir pu se re-
produire. De par le monde ils sont utilisés pour la protection de plus d’un
million d’hectares et cette utilisation est en constante expansion depuis

ces 30 derniéres années [WITZGALL '10].

1.2.6.2 La lutte biologique

La lutte biologique est « l'utilisation d'organismes vivants pour
prévenir ou réduire les dégats causés par des ravageurs », selon la défini-
tion officielle de I’OILB (Organisation International de Lutte Biologique
et intégrée). En lutte biologique, le ravageur est un organisme indésirable,

tels que mauvaises herbes, insectes ou parasite du bétail et 1’auxiliaire est
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un organisme différent, ennemi naturel du ravageur, qui le tue a plus ou
moins bréve échéance ou qui tout au moins limite son développement.

On divise les auxiliaires en quatre groupes principaux [BOIVIN
'01] :
Les micro-organismes :
L'agent pathogéne auxiliaire peut &tre un champignon, une bactérie, un
protozoaire ou un virus. Il infecte souvent [’hote par ingestion ou il se
multiplie et cause sa mort par destruction de tissus, par septicémie, ou par-
fois par 1'émission d'une substance toxique. On peut citer comme exemple
la bactérie Bacillus thuringiensis, qui est le bio-pesticide le plus utilisé
dans le monde et cela depuis plus de 50 ans [NIELSEN-LEROUX '12].
Les parasitoides :
La plupart des parasitoides vivent de maniére indépendante en tant
qu’adultes, mais leur reproduction et leur développement sont dépendants
d’un insecte hoéte, lequel meurt a 1’achévement du développement
[ALTIERI '05]. On retrouve des espéces ayant un mode de vie parasitoide
dans six ordres d’insectes, dont 67000 espéces chez les Hyménoptéres qui
représentent environ 75% des parasitoides [BOIVIN '01]. On peut citer par
exemple les guépes de la famille des Ichneumonidae dont les larves para-
sitent majoritairement les Iépidopteres et les coléopteéres, mais aussi
Aleochara bilineata, un coléoptére prédateur d'ceufs de diptéres au stade
adulte mais dont le premier stade larvaire est un parasitoide des pupes de
diptéres [BOIVIN '01, ALTIERI '05].
Les nématodes entomophages :
Ce sont de petits organismes vermiformes (0,4 - 1 mm), qui vivent dans le
sol au détriment des larves des insectes. Ils ont le grand avantage de pou-
voir étre produit en bioréacteurs et de se conserver a basse température
pendant des mois. Ils contaminent I’insecte par les ouvertures naturelles
ou par perforation de la cuticule. Une fois a l'intérieur de I'hdte, le néma-
tode libére des micro-organismes symbiotiques qui se multiplient et trans-
forment 1’insecte en un milieu idéal pour la reproduction des nématodes,
provoquant la mort de l'insecte dans les 24 a 72 heures. On peut citer par
exemple 1’espéce Steinernema carpocapsae qui peut étre utilisée dans la
lutte contre Mamestra brassicae, la noctuelle du choux, en tant
qu’alternative au traitement par la toxine de B. thuringiensis [NIELSEN-
LEROUX '12, BECK '13].
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Les prédateurs :

L'auxiliaire prédateur peut €étre un oiseau, un poisson insectivore, un né-
matode ou dans la plupart des cas un autre insecte. Les prédateurs tuent et
mangent plusieurs proies au cours de leur développement, contrairement
aux parasitoides. On peut citer par exemple le poisson Aphyosemion gula-
ris qui est un prédateur naturel de larves d’anophéles et qui est utilisé pour
la protection des populations contre le développement des maladies vecto-
rielles, dans de nombreux pays tels que 1’Argentine ou I’Iran [OKORIE
'10].

On retrouve des espéces prédatrices de facon importante chez neuf ordres
d'insectes, principalement chez les Hémiptéres, Coléoptéres, Diptéres et
Hyménoptéres [BOIVIN '01]. On peut citer en exemple la coccinelle (la
famille Coccinellidae), qui peut ingérer au cours de sa vie plus de 5000 pu-
cerons, mais aussi les punaises du genre Orius quisemblent étre les préda-
teurs les plus voraces des thrips. C'est le seul auxiliaire qui lutte aussi
contre les thrips adultes. Il se nourrit également d’ceufs d’insectes, de pe-
tites chenilles et peut dévorer plus de 30 acariens de la famille des Tetra-
nychidae en une journée [ALTIERI '05].

La recherche pour développer la lutte biologique est importante, et ce

moyen de lutte est de plus en plus utilisé en parallele de la lutte génétique.

1.2.6.3 La lutte génétique

La lutte génétique est réalisée depuis des années par les obten-
teurs qui par croisement cherchent a améliorer les plantes, sur des carac-
teéres tels que la couleur, la taille, mais aussi la résistance aux maladies et
ravageurs. Les récents progrées en biotechnologies ont facilité
I’amélioration des plantes, mais ont également conduit au développement
des méthodes utilisées en lutte génétique. Différentes approches sont pos-
sibles pour lutter génétiquement contre les insectes : 1’une d’entre elles est
la production de plantes transgéniques qui expriment des molécules ento-
motoxiques. Le mais Bt est I’exemple le plus connu de transformation gé-
nétique conduisant a I’amélioration des défenses des plantes. Un des génes
codants pour la protéine Bt est exprimé dans ces plantes ce qui leur con-
fére une résistance a la pyrale, le principal insecte ravageur du mais. En

2009 la surface totale de mais transgénique Bt occupe 40,4 millions d'hec-
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tares, correspondant a 37 % de la surface totale dOGM cultivés dans le
monde [NICHOLSON '07, JAMES '09].

Les baculovirus sont des virus spécifiques des invertébrés, et
sont donc incapables d’infecter les vertébrés et les plantes. Parmi eux cer-
tains sont méme sélectifs pour une ou quelques espéces d’insectes. Dans
la nature ce virus tue les insectes trop lentement pour éviter les dégéats oc-
casionnés sur les cultures. En revanche [’expression hétérologue
d’entomotoxines issues d’acarien [POPHAM '97], d’araignée
[PRIKHOD'KO '98], de scorpion [SUN '02], d’anémone de mer
[PRIKHOD'KO '96] ou méme 1’expression de la toxine Bt [CHANG '03]
par les baculovirus permet 1’utilisation de ces virus modifiés [NICHOLSON
'07].

La modification de I’insecte vecteur est une technique en pleine
émergence, de plus en plus utilisée pour le contrble des populations
d’insectes vecteurs. Une des approches consiste a introduire dans la popu-
lation des males porteurs d’une mutation létale dominante qui n’affecte
que les femelles. Par exemple 1’introduction d’un construit qui réduit
I’expression d’un geéne actif dans les muscles du vol de la femelle. Les
« filles » des males génétiquement modifiés ne peuvent pas voler et donc
ne peuvent pas se nourrir ou contaminer des humains [FU '10]. La tech-
nique du RNAI est utilisée en vue d’immuniser les moustiques contre le
virus de la dengue. Une construction génétique exprimant une copie inver-
sée d’une séquence répétée du virus de la dengue permet, lorsque le virus
infecte 1’hote, d’activer le systéme immunitaire de 1’insecte contre ce pa-
thogéne. Le virus ne peut plus coloniser 1’insecte dont la piqlire n’est plus
dangereuse pour ’humain [FRANZ '06, MCGRAW '13a].

1.3 Conclusion
Malgré la diversification des techniques de lutte contre les in-
sectes, ’utilisation de pesticides chimiques reste largement majoritaire a
I’heure actuelle. Pour tenir les résolutions concernant 1’environnement
prises par les gouvernements, il est nécessaire de trouver toujours plus
d’alternatives viables aux pesticides. L’action combinée de nombreuses
méthodes de lutte permettrait de diminuer les impacts néfastes sur

I’environnement et la santé humaine, ainsi que le risque d’apparition de
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résistance, tout en maintenant une agriculture économiquement perfor-
mante. Dans ce cadre, le laboratoire BF2I (Biologie Fonctionnelle Insectes
et Interactions) s’intéresse particuliérement aux interactions pouvant af-
fecter la vie de I’insecte. Deux équipes s’intéressent a la symbiose obliga-
toire de ’insecte avec des bactéries hotes. La perturbation de cette asso-
ciation nécessaire au bon développement de 1’insecte pourrait étre utilisée
pour lutter contre certains ravageurs. L’équipe « Entomotoxine » travaille
sur la recherche de molécules bioactives d’origine végétale. Ces re-
cherches ont abouti a la découverte d’un peptide extrait de graines de pois
nommée PAlb (Pea Albumin 1 sous-unité b) aux propriétés entomo-
toxiques intéressantes et qui pourrait étre utilisé dans la lutte contre les in-

sectes.
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2 PA1b : une
entomotoxine vegetale

2.1 Introduction

2.1.1 Les graines de légumineuses

Les légumineuses représentent une famille de plantes dicotylé-
dones treés cultivée pour ses fruits (soja, pois, haricot...), son fourrage
(trefle, luzerne...), I’ornementation (acacia, arbre de Judée...) ou pour son
bois (palissandre...). Le fruit de ces légumineuses est une gousse qui est
une composante essentielle de 1’alimentation humaine dans plusieurs par-
ties du globe. Selon la FAO (Food and Agriculture Organization,
http://faostat.fao.org/ ) la production mondiale de pois était de plus de 10

millions de tonnes en 2009. Dans certains pays en voie de développement
les graines de légumineuses sont 1’unique source de protéines alimentaires
[BOUCHENAK '13]. FElles sont connues pour leur richesse protéique,
comme par exemple les graines de pois (Pisum sativum), qui sont compo-
sées de protéines a raison de 21 a 32 % du poids sec, cette teneur variant
en fonction des conditions environnementales [DAHL '12].

Les protéines de graines de légumineuses peuvent étre classées
en deux groupes : les globulines et les albumines. La fraction des globu-
lines, qui représente environ 70% des protéines de graine est elle-méme
divisée en deux familles protéique : les « 7S » et les « 11S ». Pendant la
germination ces protéines sont rapidement décomposées pour subvenir aux
besoins azotés de la plante. Le groupe des albumines est un groupe plus
diversifié¢ et est habituellement nommé « 2S ». Dans cette fraction se
trouve la plupart des protéines requises pour le métabolisme cellulaire,
mais aussi des protéines de stockage et des protéines aux fonctions encore
inconnues [DERBYSHIRE '76]. Au sein de cette fraction il existe une pro-

téine riche en soufre qui représente 4,5% des protéines totales de la graine
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de pois, mais qui contribue pour 23% a la teneur en acides aminés soufrés
[SCHROEDER '84]. La séquence en acides aminées de cette protéine a été
identifié¢e par 1’équipe de Gatehouse [GATEHOUSE '85]. Cette protéine de
4 kDa, nommée PA1b pour Pea Albumin 1 sous-unité b est codée par le
géne PAI et est synthétisée lors du remplissage de la gousse. Sa teneur
importante en cystéine (16,5%), ainsi que la modulation de la quantité de
I’ARNm de PA! en condition de carence en soufre de la plante, condui-
sent a émettre 1’hypothése selon laquelle PA1b joue un rdle de réserve en
soufre pour la plante [HIGGINS '86].

Découverte des propriétés entomotoxiques de PAlb

Il avait été montré que l’ingestion de farine de pois s’avérait
toxique pour Sitophilus oryzae (le charancon du riz) et différents autres
coléoptéres, sans pour autant comprendre ce phénoméne [VAYSSIERE '43,
COOMBS '77, HOLLOWAY '85, DELOBEL '93, VAIS '00]. Des études réa-
lisées au laboratoire BF2I, en collaboration avec le laboratoire de Biochi-
mie et Technologie des Protéines de I'INRA de Nantes, a permis
d’identifier PA1lb comme la molécule responsable de la toxicité des
graines de pois. Le peptide PAlb purifié a homogénéité s’est révélé
toxique par ingestion pour les charangons des céréales, provoquant 100%
de mortalité avec une TLs, d’environ 5,6 jours a une dose de 400 pg.g™"' de
nourriture.

PA1b est extrait d’une plante couramment cultivée, et qui est
consommée par les humains et le bétail sans montrer de toxicité ni
d’allergénicité. Les propriétés structurales de cette toxine lui permettent
de supporter les étapes d’extraction et de purification sans perte de toxici-
té. Deux voies de valorisations sont envisageables, 1’une par une utilisa-
tion directe de la toxine (épandage, appats empoisonnés), I’autre par le
biais de la création de variétés de céréales transgéniques, une approche
rendue possible par la nature peptidique de PA1b. L’utilisation de PA1b
en tant qu’entomotoxine a fait 1’objet d’un dépo6t de brevet [DELOBEL
'98]. La nature de PA1b fait donc de ce petit peptide un insecticide con-
forme a I’image moderne des substances utilisables en agriculture. Cepen-
dant, avant de pouvoir utiliser PAlb dans la lutte contre les insectes de

nombreux points doivent étre approfondis. Depuis ces 15 derniéres an-
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nées, I’équipe « Entomotoxine » du laboratoire BF2] a comme principal
objectif ’approfondissement des connaissances entourant cette protéine,
avec pour objectif final son utilisation comme alternative a 1’usage de pes-

ticides chimiques.

2.2 Du géne a la protéine

2.2.1  Structure du géne PA1

La protéine PA1b, en méme temps que la protéine PAla, est co-
dée par le géne PAI. 1l est composé d’une séquence signal au sein de la-
quelle se trouve un intron, de la séquence codant PA1lb, d’un premier pro-
peptide, de la séquence codant PAla, et d’un second propeptide (figure 4).
Ce géne est transcrit en un ARNm puis traduit en une préproprotéine de
13 kDa. Aprés clivage de la séquence signal, la proprotéine de 11 kDa est
adressée dans le corps protéique de stockage de la graine. Le clivage des
deux propeptides donne la protéine PA1b (37 acides aminés) et la protéine
PAla (53 acides aminés) [EALING '94]. Les travaux de Morton et ses col-
laborateurs ont montré que 1’intron ne jouait aucun rdle dans la régulation
de ’ARNm [MORTON '98].

Chez le pois sept genes PAIl sont connus actuellement, codant
pour six isoformes différentes de PA1b. Des études de diversité génétique
réalisées au sein des légumineuses ont permis de montrer 1’existence du
géne PAl dans de nombreuses légumineuses en présentant souvent plu-
sieurs isoformes dans la méme espéce. Ces études ont également permis
de mettre en évidence un fort niveau d’homologie des séquences pro-
téiques [KARAKI '14, LOUIS '04]. Pendant de nombreuses années, on a
considéré le géne PAIl comme présent exclusivement chez les 1égumi-
neuses, mais en 2013 ce géne a été découvert chez Phelipanche aegyptia-
ca, une plante de la famille des Orobanchacea dont le mode de vie parasi-

tique augmente les chances de transfert horizontal de géne [ZHANG '13].
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Figure 4 : Structure du géene PAI et maturation des peptides PAlb et
PAla. L’ARNm du géne PAL est transcrit en une pré-proprotéine de 13k Da, qui
apres coupure protéolytique de la séquence signal, puis des deux propepides libére
dans le milieu la protéine PAlb et la protéine PAla. SS = Séquence Signal ; PP =
ProPeptides.

Structure et propriétés de PA1lb

PA1Db est un peptide de 37 acides aminés comportant six cys-
téines impliquées dans trois ponts disulfure (Figure 5). Il a été également
démontré que la protéine ne présente ni glycosylation ni phosphorylation
[DELOBEL '98]. Par alignement de séquences PA1b de différentes légu-
mineuses (figure 6), on observe une conservation assez importante de
toute la préproprotéine, et cette conservation est plus importante dans les
séquences codant PAla et PAlb. Au sein de PA1D, les acides aminés de
structure sont trés fortement conservés, c'est-a-dire principalement les six
cystéines et les cinq prolines. Deux autres régions montrent une conserva-
tion importante : la boucle dont la séquence « CSPFE » est retrouvée qua-
siment dans toutes les séquences connues de Alb, ainsi qu’une seconde
boucle ou si la séquence primaire n’est pas strictement conservée, il est

observé une conservation du caractére hydrophobe.
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1 10 20 30
ASCNGVCSPFEMPPCGTSACRCIPVGLVIGYCRNPSG
S . |

Figure 5 : Séquence primaire de PA1b. Les résidus cystéine sont surlignés
en gris et leur appariement est indiqué en dessous.

Une des propriétés remarquables de PA1b est sa stabilité. Il a ét€ montré
que ce peptide conservait son activité biologique aprés autoclavage
[DELOBEL '98], aprés digestion enzymatique par des protéases (trypsine,
papaine, protéinase K, a I’exception de la pronase E) ou digestion dans
I’intestin des insectes, des ruminants et des porcs [SPENCER '88,
HANCOCK '94, LE GALL '05, GRESSENT '07].

[— Peptide signal—] PA1b +pp PA1a

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

I

Pisun_sativun  HASYKLASLIYV-LFATLGHFLTKNYGARSCNGYCSPFEHPPCGS-SACRCIPYGLYYGYCRHPSG===YFLRTNDEHPNLCESDADCRKKGSGNFCGHYPNPDIEYGHC!

Hedicago._truncatula  HMAYIRFAHLYYFLLARFSLYPTKKYGATDCSGACSPFEMPPCRS=SDCRCIPIGLYAGYCTYPSS=~PTYNKHYEEHPNLCQSHADCTKKESGSFCARYPNPDIEHGHC

Glycine_nax HAYFLLATSTIMFPTKIEARDCNGACSPFEYPPCRS-RDCRCYPIGLFYGFCIHPTG-LSSYAKHYDEHPNLCQSDDECHKKGSGNFCARYPNNYIDYGHC

Phaseolus.vulgaris  HANYRYAPLALFLLATSIHFPHKKTEAYYCSGYCSPFERPPCGSTROCRCIPYGLFIGACTYPSG-LSSYAKTIDEHPNICQTHEECTKKGSGNFCARYPNDDIDYGHC
Trigonella_foenun-gr  MAYVRLTHLYYFLLSTFSLFPHKKYGATDCSGICSPFEMPPCRS=SDCRCIPIVLYGGYCINPIS=-~PAATKHYKEHPNLCHSHTDCTKKGSGSFCARYPNP
Helilotus_alba  HAYVKLAPLYYFLLARFSIFPHHK-GEEECSGICSSFENPPCRS=-SSCRCIPYYLLGGNCYDPSS=~PTINKHYEEHSNLCQSHFECHKKGSGSFCARYPNP
Astragalus_nonspessu  HGSYKLAPLALFLFATFLHFPAKNYERTDCSGYCSPFEMPPCGS-TDCRCIPHGLFYGECKYPTG-SERYTKHYEKHPNLCQSHDDCYHKESGSFCARYPNA
Onobrychis_viciifoli HPNYFKLTPLYLFLIATFLHFPHKKYER=-~CDGYCSPFENPPCGS=TDCRCYPHGLFYGACINPT==-SATYEKHVKEHPNLCOSHYDCHEKGSGSFCGRYPNA
Bituninaria_bitunino  MYCYRYPPLALFLLATSLHFSTKKIER-~CSGACFPFOMPPCGS~TDCRCYPHGLFYGACIDPIGGYASFAKHIDDHPNLCOSNEDCIKKRSGOFCARFPNN
Canavalia_brasiliens  HAYAKFAPLAYFLFATFLHLSHKKIEA--CSGGCSPFEMPPCGS~SDCRCIPHGLYAGYCINPTS~-LARAAKHIEAHPHLCOSNDECLKKGSGNFCARFPNP
Vicia_hirsuta  MAYVOQLAYLYY-LFATFGHFLTQNYEARECNGYCSPFENPPCGS-SDCRCIPYGLYYGYCRYPSG====LRNTIEEHPNLCKSNLDCIEKESGKFCGHYPNP

Hundulea_sericea  HASLRYAPLAYFFLATSYHLPHT-RGSCNGROMCSPFEHPPCGDAONCRCIPYYLYGGYCRHPSG-LDT~-~KKIDQHPNLCOSNDECHKKGSGNF CARYPNPDIE

Lonchocarpus.capassa  HAYVRLYPLAYFLLATSYHLPHKIKASCNGROYCSPFEMPPCDDATNCRCIPHGL YYGACYHPSG-LPSYAKHIDKHLNLCOSNDECHKKGSGNFCARYPNP
Alysicarpus_ovalifol HERYFUYSLLFTTKNIERRDCSGACSPFERPLCGS=-TDCRCIPIVLLAGFCIYPTG-LASYANLIDNHPNLCKTHDECIKKGSGNFCARFPNP

Consensus  mnayv,.ap¥,vfllat,.nfpnkk,.ea,.csg.CSPFEnPPCgs, ,dCRC!P,gl,.6.C, P g .....kn!deHpNLCqsh, #C kKgSGnFCarZPNp, . vs....

-t -
Boucle « CSPFE»  Boucle hydrophobe

Figure 6 : Alignement protéique de la préproprotéine PA1 de diffé-
rentes Légumineuses. La fin du peptide PAla, ainsi que le propeptide termi-
nal, ne sont pas représentés par manque de données dans cette zone. Les aligne-
ments permettent de caractériser deux boucles dans la protéine PAlb, ’une
conservée nommée « CSPFE », et ’autre dont le caractére hydrophobe est con-
servé. Les acides aminés directement impliqués dans la structure tridimension-
nelle (cystéines et prolines) sont trés conservés.
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2.2.3 Structure tridimensionnelle de PAlb

2.2.3.1 Détermination de la structure tridimentionnelle de PA1b

La séquence primaire de PA1lb n’ayant pas d’homologie de sé-
quence avec d’autres protéines connues, il était difficile d’émettre des hy-
pothéses sur sa conformation et son mode de fonctionnement. La structure
tridimensionnelle de PA1b a été déterminée par RMN (Résonance Magné-
tique Nucléaire) et modélisation moléculaire au Centre de Biophysique
Moléculaire (CBM) d’Orléans [JOUVENSAL '03]. PAlb est un peptide
compact, qui comporte trois feuillets antiparalléles et trois ponts disulfure
par appariement des cystéines en 1-4, 2-5, et 3-6 (figure 7). Ces trois
ponts disulfure forment une structure particuliére dite a nceud de cystine.
Le nceud est formé quand le troisieéme pont disulfure se crée en traversant
la boucle formée par les deux premiers ponts disulfure. Cette conforma-
tion est caractéristique des protéines de la famille des peptides a nceud de

cystine (ou knottines), qui sont des molécules trés étudices.

Figure 7 : Représentation tridimensionnelle de PA1b. Les ponts disulfure
(en jaune) forment une figure dite en nceud de cystine, caractéristique des pep-
tides de la famille des knottines. Les feuillets antiparalléles sont représentés par
des fleches bleues.
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2.2.3.2 La famille des knottines

La famille des knottines, ou cystine knot inhibitor (ICK) est une
grande famille de peptides issus de différentes origines (plantes, champi-
gnons, insectes, venins d’animaux). La premiére knottine a été découverte
dans les années 80 dans Ecballium elaterium en méme temps que son ac-
tivité anti-trypsine [LE NGUYEN '90]. La famille des knottines est caracté-
risée par une séquence de 28 a 50 acides aminés comportant six (ou huit)
cystéines formant trois (parfois quatre) ponts disulfure liés en 1-4, 2-5 et
3-6, dont I’entrecroisement forme le nceud de cystine (Figure 8). Le motif
cystine knot est également formé d’un feuillet B a trois brins antiparal-

Iéles. La longueur des boucles est variable [PALLAGHY '94, MOORE '10].

- Squelette
2 cvclique ou non cyclique

Boucle 5

Boucle 2 Boucle 3

[ Neeud de cystine ] [ Boucle trés variable ]

conservé
Stabilité Zone de recherche pour

I’amélioration des propriétes

Figure 8 : Le motif cystine knot [DALY “11]. Les ponts disulfure 1-4, 2-3 et
3-6 sont représentés en gras. La cyclisation possible du squelette peptidique est
montrée en pointillés.

Les knottines d’origine animale sont connues pour étre principa-
lement des inhibiteurs de canaux ioniques. Par exemple les conotoxines,
issues du venin d’escargot marin, sont des modulateurs de nombreux ca-

naux ioniques, et sont trés étudiées en vue de leur utilisation thérapeutique
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[DUTTON '01]. Les knottines d’origine végétale sont connues pour étre
des inhibiteurs d’enzymes, comme la toxine EETI-II issue d’Ecbhallium
elaterium, ou les toxines de courge inhibitrices de protéases [CHICHE
'04]. L’analyse structurale de PAlb [JOUVENSAL '03] ont montré que
malgré son origine végétale, cette knottine présentait des propriétés struc-
turales trés similaires a celles d’une toxine d’araignée nommée ACTX-
Hi:OB4219 [ROSENGREN '02].

Au sein des knottines il existe une sous-famille de peptides
nommés cyclotides. Ce sont des knottines de taille généralement infé-
rieure & 30 acides aminés et de structure cyclique, retrouvées chez les Ru-
biacées, les Violacées et les Cucurbitacées. Tout comme PAlb, ces pep-
tides d’une stabilité exceptionnelle résistent a la dénaturation chimique,
enzymatique et thermique [DALY '11]. Le membre de cette famille le plus
étudié est le peptide kalataB1, qui est I’élément phare d’un médicament
utilisé depuis des décennies en Afrique pour accélérer le travail lors de
I’accouchement. Depuis, d’autres activités biologiques sont associées aux
cyclotides telles que des activités insecticides, anti-microbiennes, anti-
VIH, ou anti-tumorales [CRAIK '06].

Mécanisme d’action de PA1lb

Génétique de la toxicité de PAlb

L’insecte mod¢ele du laboratoire est le charangon des céréales. La
toxicité de PA1b ayant été¢ mise en évidence sur cet insecte, il a été utilisé
pour décoder la génétique de la toxicit¢ a PAlb. Un criblage de 90
souches appartenant aux trois especes de charancon (Sitophilus oryzae, S.
granarius et S. zeamais) a permis de sélectionner trois souches résistantes
a PA1D, toutes de ’espéce S. oryzae, capables de s’alimenter sur le pois.
Les croisements de souches sensibles et résistantes de charancon du riz
ont permis de montrer un caractére mendélien du phénotype de la résis-
tance a PA1lb. La résistance est monogénique, récessive et est portée par
un géne autosomal [GRENIER '97].
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A partir d’une lignée de charancons sensibles 2 PA1b (WAA42)
et par rétrocroisement le laboratoire a créé une lignée quasi-isogénique ré-
sistante a la toxine nommeée IsoR3. En théorie, la seule différence entre
ces deux souches se situe au niveau du gene responsable du caractére sen-
sible ou résistant a PAlb. Les différences observables au niveau de ce
geéne devraient nous aider a comprendre le mécanisme de la toxicité de
PA1b. L’existence d’un seul geéne responsable du caractére sensible ou
dominant a conduit & émettre 1’hypothese selon laquelle PA1b agirait via

un récepteur, qui serait absent ou muté chez les insectes résistants.

2.3.2 Mise en évidence d’un site de liaison a PAlb chez S. oryzae

2.3.2.1 Mise en évidence de la liaison de PA1b

Dans 1’objectif de déterminer la présence ou non d’un site de
liaison a PA1b chez I’insecte sensible, le peptide PA1b a d’abord été mar-
qué de maniére classique a I’iode 125 sur son unique résidu tyrosine avec
un rendement de 40%. Ce marquage permet I’obtention d’un radioligand
présentant une activité spécifique de 900 Ci.mmol™' compatible avec les
études de liaison.

Les études de liaison consistent a incuber le ligand radioactif et
un extrait protéique, puis a mettre en évidence et a caractériser la forma-
tion d’un complexe entre le ligand et une (ou des) protéine(s) présente(s)
dans I’extrait biologique. La détermination de la présence d’un récepteur a
PA1b chez I’insecte sensible s’est faite dans un premier temps a partir
d’extraits fractionnés de protéines membranaires de charangon du riz
WAA42, et sur sa lignée quasi-isogénique résistante IsoR3.

Les résultats obtenus ont démontré la présence d’un unique site de liaison
a PA1b dans les extraits membranaires de charangon sensible, et son ab-
sence chez le charancon résistant. Ils ont aussi montré que cette liaison
réversible et saturable se faisait avec une trés forte affinité (Kd = 2 nM),
et que ce récepteur est fortement représenté chez I’insecte. Aprés incuba-
tion, la récupération d’un radioligand intact apres le test de liaison montre
que le récepteur a PA1b, dans les conditions expérimentales, ne dégrade

pas la toxine. Ceci implique que la différence observée entre les souches
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de charancons sensibles et résistantes n’est pas due a une dégradation dif-
férentielle durant 1’expérience, mais bien a une modification ou une ab-
sence du site de liaison chez les insectes résistants. Ces résultats nous in-
citent a penser que le site de liaison est probablement impliqué dans le
mécanisme d’action de PAlb. L’identification de ce récepteur est donc
primordiale pour comprendre par quel mécanisme PA1b exerce son activi-

té entomotoxique.

2.3.2.2 Purification du site de liaison a PAl1b

Afin d’identifier le récepteur putatif 8 PA1b, de nombreux essais
de purification par chromatographie ont ét¢ menés. Si la solubilisation
sous forme active du récepteur a 1’aide de détergents a pu étre obtenue
(avec la conservation de 1’affinité de la protéine solubilisée pour PA1b-
1'*), différentes colonnes de chromatographie dans différentes conditions
ont ensuite été testées sans succes. Le probléme certainement le plus im-
portant est 1‘instabilité du récepteur lorsqu’il n’est plus inséré dans la
membrane plasmique. L’identification du récepteur par purification n’a
donc pas pu aboutir, et d’autres techniques ont du étre employées. La dé-
couverte d’un site de liaison de PA1b, probablement impliqué dans son
mécanisme d’action, et la mise en place d’un test de liaison par radiomar-
quage permettent d’envisager la réalisation de ces tests sur de nombreux

organismes.

2.3.3 Spectre d’'hote

Les propriétés entomotoxiques de PA1b ont été découvertes sur
les insectes du genre Sitophilus. Dans 1’optique de son utilisation poten-
tielle au champ, il était primordial de déterminer le spectre d’hote de
PA1b, afin de prévenir au maximum les effets non intentionnels. Cepen-
dant, la toxicité de PA1b est testée par ingestion de la toxine, et le mode
de nutrition et/ou 1’absence d’un milieu d’élevage artificiel ne nous per-
mettait pas de tester la toxicit¢ de PAIb sur un grand nombre

d’organismes. L’objectif de ce travail a donc été la détermination de
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I’effet biologique de PA1b sur certains organismes, et de définir en paral-
lele la présence ou non du site de liaison a PA1b.

Sur I’ensemble des organismes testés, le site de liaison de PA1lb
et/ou la toxicité de PA1b ont été retrouvés uniquement dans la classe des
insectes. En effet, PA1b n’a montré aucun effet toxique sur la croissance
des champignons et bactéries testés [GRESSENT '07], ni sur le nématode
Caenorhabditis elegans [RAHIOUL '13]. De plus, aucun site de liaison a
PAlb n’a été identifié chez les arachnides, crustacés, nématodes, ou li-
maces testés, ni chez la souris ou dans des cellules en culture de mammi-
féres [RAHIOUI '07, RAHIOUI. '13] L’ensemble de ces résultats corrobo-
rent le fait que I’effet toxique de PA1b n’affecterait que les insectes.

La liaison de PA1b a été testée sur de nombreux insectes, faisant
partie d’ordres trés différents comme les Coléoptéres, les Hyménoptéres,
les Lépidopteres, les Diptéres, les Hémipteres, les Orthopteres, les Isop-
teres, les Blattoptéres ou les Zygentomes. Les résultats ont permis de
montrer qu’a I’exception de rares cas, tous les insectes testés ont le récep-
teur a PAlb, qu’importe leur éloignement phylogénique au sein de la
classe des insectes.

Ces résultats ont également montré que 1’absence d’un site de
liaison est toujours corrélée a une absence de toxicité, mais que le con-
traire n’est pas vrai. En effet, la grande majorité des insectes testés ont le
site de liaison a PA1lb. Certain d’entre eux sont sensibles a la toxine,
comme la coccinelle asiatique Harmonia axyridis, le puceron Acyrtosi-
phon pisum, les moustiques Culex pipiens ou Aedes aegyptii qui est le
principal vecteur de la dengue et de la fiévre jaune et qui est 1’insecte testé
le plus sensible a PA1b.

Certains autres insectes testés sont cependant insensibles a la
toxine, a la dose maximale testée de 1 mg.g™* de nourriture, comme le pu-
ceron Myzus persicae de I’ordre des Hémipteres, 1’Hyménoptere Trichogram-
ma pretiosum, le ver a soie Bombyx mori de I’ordre des Lépidoptéres, ou le
Coléoptere Tribolium castaneum. Dans ces ordres d’insectes, on retrouve éga-
lement des espéces sensibles a PAlb, dont le puceron ravageur Acyrtosiphon
pisum (Hémiptéres), la pyrale de la farine Ephestia khuniella (Lépidoptéere) ou
Harmonia axyridis (Coléoptéere). Ceci démontre que la sensibilité des insectes
est distribuée sans lien avec la taxonomie au sein des différents ordres.

Dans la classe des insectes, 1’absence de liaison de PA1b a été re-

trouvée uniquement chez certains membres de 1’ordre des Coléoptéres :
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dans la souche résistante de Sitophilus oryzae IsoR3, chez 1’espéce Sitona
lineatus, et dans la famille des Chrysomeéles (Diabrotica virgifera, Chry-
somela tremulae, et le doryphore Leptinotarsa decemlineata et les Chry-
someles de la sous-famille des Bruchidés Zabrotes subfasciatus, Callo-
sobruchus maculatus, Bruchus rufimanus, et Bruchus pisorum). Parmi ces
insectes, les Bruchidés se nourrissent exclusivement sur graines de Légu-
mineuses et Sitona lineatus se nourrit de feuilles et de racines de 1égumi-
neuses. Chez ces insectes, I’aptitude a se nourrir de graines de légumi-
neuses passe nécessairement par une modification ou une disparition du
récepteur, ce qui entraine une résistance a PAlb. On peut donc penser que
PAL1b est une des causes naturelles majeures de résistance aux insectes des
légumineuses.

Les tests de toxicité réalisés sur I’insecte entier Spodoptera fru-
giperda montrent la présence d’un site de liaison & PA1b mais une insen-
sibilité¢ a la toxine. En revanche lorsque les tests sont réalisés sur une li-
gnée cellulaire de ce méme insecte (cellules Sf9) le site de liaison est
conservé, et les cellules sont sensibles & PAlb. Chez la drosophile (Dro-
sophila melanogaster), les tests de liaison montrent 1’existence du récep-
teur 2 PA1b, mais les résultats des tests de toxicité différent selon le mode
d’¢levage de I’insecte. Lorsque la mouche est élevée sur milieu synthé-
tique, elle est résistante a PA1b, alors quelle est sensible a PA1b lors-
qu’elle est élevée sur un milieu a base de pulpe de fruits. Chez S. fru-
giperda, et D. melanogaster, et probablement chez les autres insectes
résistant a PA1b, mais possédant le récepteur, celui-ci est présent et donc
capable de lier la toxine, il posséderait le mécanisme nécessaire a I’action
toxique de PA1b, mais ’action de PA1lb serait empéchée par un méca-
nisme d’insensibilité indépendant du récepteur, encore inconnu.

L’identification du récepteur de PA1b permettrait dans un pre-
mier temps de comprendre les mécanismes de résistance, et pourquoi pas
dans un second temps 1’amélioration de PA1b visant a augmenter sa toxi-
cité et élargir son spectre d’action a des ravageurs importants tels que les

Chrysomeles.

Vanessa Eyraud 58
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Partie 1 / Introduction générale

2.4 Identification du récepteur a PA1b

2.4.1 Effets de PA1b sur les cellules d’insectes

Des tests de toxicité ont été réalisés sur des cellules d’insecte :
les cellules Sf9, issues d’une lignée cellulaire de tissu ovarien de S. fru-
giperda (Lépidopteres). Ils ont montré une toxicité de PA1lb a des doses
inférieures a celles nécessaires pour tuer les insectes, ce qui a permis de
mettre en place un test de toxicité a PAlb nécessitant de moins grande
quantité de toxine et deux jours (14 jours sont nécessaires pour réaliser
des tests de toxicité sur charangons).

Les cellules Sf9 possédent un site de liaison a PA1b. Des tests
ont montrés que PA1b était internalisé dans ces cellules via son récepteur,
mais que lorsque I’on se place dans des conditions expérimentales inhi-
bant I’internalisation de la toxine, son effet sur les cellules Sf9 était main-
tenu. L’internalisation de la toxine, tout comme sa toxicité, passent par la
liaison au récepteur, mais la toxicité n’est pas dépendante de
I’internalisation de PA1b. L’internalisation de PA1b serait alors un méca-
nisme de détoxication de la cellule, le rendant inoffensif puisque son ac-
tion toxique s’effectue uniquement au niveau extracellulaire [RAHIOUT
'07].

La découverte d’une lignée cellulaire sensible d’insecte, sur la-
quelle les tests de liaison et de toxicité de PA1lb sont facilement réali-
sables a permis a 1I’équipe « Entomotoxine » d’envisager de nouvelles mé-

thodes d’identification du récepteur a PA1b.

2.4.2

Identification du récepteur a PA1lb

La détermination de la structure tridimensionnelle de PAIb a
permis de mettre en évidence son appartenance a la famille des knottines.

Sa ressemblance structurale avec une toxine d’araignée connue pour son
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action sur des canaux ioniques nous incite a penser que PAlb pourrait
avoir une action similaire.

Des analyses électrophysiologiques ont été réalisées par Chris-
tophe Chouabe (UCBL1) afin de déterminer si PA1b a réellement une ac-
tivité sur des canaux ioniques. Les expérimentations ont été réalisées sur
des cellules d’insecte Sf9 sensibles a PAlb. Dans un premier temps elles
ont permis de montrer, par des études de patch clamp, que la présence de
PA1b dans le milieu extracellulaire entraine la dépolarisation de la mem-
brane (figure 9). L’absence de dépolarisation en présence d’un mutant
inactif de PA1b nous informe que c’est la liaison de la toxine sur son ré-

cepteur qui est responsable de cette dépolarisation.
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Figure 9 : Effet de PA1b sur le potentiel de membrane des cellules Sf9.
Les cellules sont enregistrées en patch-clamp, en configuration cellule entiére.
L’ajout de PAlb dans le milieu extracellulaire induit une dépolarisation de la
membrane

Dans un second temps, il a été montré que les variations de la
concentration intra- ou extra-cellulaire des ions C1°, K, ou Na" n’affectent
pas la réponse de la cellule a PA1b. En revanche les variations de pH mo-
difient la réponse a PA1b. De plus, parmi les différents inhibiteurs de ca-
naux ioniques testés, seule la bafilomycine a montré un effet similaire a
PA1D sur les cellules Sf9. La bafilomycine est une toxine fongique connue
pour son activité inhibitrice d’une pompe a protons membranaire nommeée
la V-ATPase (Vacuolar ATPase).
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Afin de déterminer si PA1lb est capable d’inhiber ce complexe
protéique, nous avons établi une collaboration avec une équipe allemande,
spécialisée dans le fonctionnement de la V-ATPase du 1épidoptére Man-
duca sexta, couramment utilis¢é comme modéle en biologie des insectes.
Les V-ATPase issues des intestins du sphinx du tabac ont été purifiées et
leur activitée ATPasique a été mesurée en présence de PAlb. Ces tests ont
montré que 1’activité des V-ATPases est trés sensible a la toxine, dans des
gammes de concentrations similaires a celles constatées pour la bafilomy-
cine. En revanche, le mutant inactif de la toxine n’affecte en rien le fonc-
tionnement de cette pompe & protons.

La V-ATPase est une protéine de plus de 1 MDa, composée de 14
sous-unités distinctes organisées en deux complexes : le complexe V1 est
cytoplasmique, tandis que le complexe Vo est membranaire. Lorsque les
tests d’activité ATPasique sont réalisés uniquement sur le complexe V1 de
la V-ATPase PA1b n’a plus d’effet, ce qui nous incite a penser que le site
de liaison de la toxine est le complexe Vo de la V-ATPase [CHOUABE
"11].

PA1Db est donc un inhibiteur de pompes a protons, dont la liaison

se ferait sur le complexe Vo de la V-ATPase.

2.5 Etude structure/fonction de PA1lb

Dans le projet PAlb, I’équipe « Entomotoxine » ne s’applique
pas uniquement a identifier le récepteur de la toxine. Une autre partie du
travail s’intéresse a la relation structure fonction de ce peptide. L’ objectif
est d’identifier au sein de la séquence protéique quels sont les acides ami-
nés impliqués directement dans la toxicité de ce peptide. Une des solu-
tions pour répondre a cette interrogation est la synthése d’isoformes de

PA1b, d’origine naturelle ou artificielle.

2.5.1 Syntheése d‘une collection de mutants PA1lb

La synthése chimique de PA1b a été réalisée au Centre de Bio-

physique Moléculaire (CBM) d’Orléans, et a permis d’obtenir un peptide
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linéaire réduit. Le repliement in vitro de PAlb est réalisé par 1’équipe
« Entomotoxine ». En raison de la structure particuliére de PA1b, son re-
pliement a nécessité de nombreuses mises au point pour finalement obte-
nir un rendement d’environ 50%. L’analyse RMN des peptides obtenus a
montré ’efficacité de ce systéme pour la production de peptides correcte-
ment formés. Les tests de toxicité sur charangons et sur cellules Sf9 ont
montré que cette protéine synthétique a la méme activité biologique que la
protéine naturelle extraite de pois [DA SILVA '09]. Une collection de mu-
tants de PA1b a donc été réalisée par synthése chimique.

La synthése chimique étant cependant complexe et cotlteuse, il
n’est pas possible de réaliser une mutation des 37 acides aminés. Diffé-
rents critéres sont entrés en compte dans le choix des mutations. L’activité
de PA1b dépend de sa structure, donc les acides aminés impliqués direc-
tement dans le maintien de la structure (les prolines et les cystéines) n’ont
pas été mutées. La treés forte conservation de la boucle « CSPFE », et du
caractére hydrophobe de la seconde boucle, montre I’importance des rési-
dus qui les composent et leur implication possible dans la toxicité de
PA1b. Ces deux boucles du peptide et leurs acides aminés adjacents ont
donc été choisis pour étre mutés, ainsi que les acides aminés chargés. Au
total 13 mutants ou une alanine remplace 1’acide aminé ciblé ont été réali-
sés.

Les analyses par spectrométrie de masse et RMN ont validé la
présence des trois ponts disulfure des différents mutants et la conservation
d’une structure 3D similaire a celle de PA1b natif. La toxicité de chaque
mutant a ensuite été testée sur cellules Sf9 et sur charangons. L’absence
de liaison du peptide entraine 1’absence de toxicité et vice versa. Les ré-
sultats de ces tests (figure 10) ont aussi montré que la mutation des va-
lines 6 et 25, de 1’acide glutamique 11, de la méthionine 12, de la tyrosine
31 et de I’arginine 33 n’ont que trés peu d’effet sur la toxicité de PA1b et
ne jouent pas un réle majeur dans la liaison au récepteur. Les mutations de
la sérine 8, la valine 28 et 1’isoleucine 29 affectent Iégérement la toxicité
de PA1b. En revanche les mutations de la phénylalanine 10, de I’arginine
21, de I’isoleucine 23 et de la leucine 27 entrainent I’absence de toxicité
de la protéine, méme a des concentrations dix fois plus élevées que celles
utilisées avec le PA1b natif. Ces résultats montrent I’importance d’un pdle
hydrophobe, constitué en grande partie des acides aminés de la boucle hy-

drophobe conservée, mais également de la Phel0, qui se trouve en terme
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de séquence primaire dans la boucle « CSPFE », mais qui se retrouve dans
ce pdle hydrophobe a la suite du repliement tridimensionnel de PA1b. On
constate aussi I’importance de 1’arginine 21 pour l’interaction de PAlb
avec son récepteur, et donc pour la conservation de sa toxicité¢ [DA SILVA
'10].

Figure 10 : Représentation tridimensionnelle de PA1b. Les acides ami-
nés non mutés sont représentés en noir. Les acides aminés représentés en vert
sont ceux dont le remplacement par une alanine n’affecte pas la toxicité de PAlb.
Les acides aminés dont la mutation entraine une forte diminution, ou une absence
totale de toxicité sont représentés respectivement en orange et en rouge.

2.6 Conclusion

A I’heure ou I’utilisation de produits chimiques doit diminuer de
manieére drastique, la découverte d’une molécule végétale aux propriétés
entomotoxiques est d’une grande importance. PA1lb a pour cible, entre
autres, deux insectes dont 1I’impact économique et sur la santé humaine

doit étre absolument matrisé. Le charangon est responsable d’environ 25%
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des pertes de récolte au niveau mondial,et le moustique Aedes aegyptii est
le principal vecteur de la dengue et de la fievre jaune.

Ces quinze derniéres années 1’équipe « Entomotoxine » du labo-
ratoire BF2I a fait de grandes avancées dans la connaissance de PA1b et
de son mécanisme d’action. La détermination de la structure tridimension-
nelle de PA1b a montré son appartenance a la famille des knottines et a
permis de donner une explication aux propriétés de résistance exception-
nelles de cette protéine. Un des points essentiels du projet PAIb est la
compréhension du mécanisme d’action qui conduit a la mort de I’insecte.
La réalisation d’une collection de mutant PA1b a permis de mettre en évi-
dence les acides aminés directement impliqués dans la liaison toxine-
récepteur. Le complexe protéique récepteur de PAlb a été identifi¢, et
c’est une pompe a protons nommée V-ATPase. Parmi les quatre sous-
unités du complexe membranaire Vo de la V-ATPase il est maintenant es-

sentiel d’identifier celle(s) réceptrice(s) de PAlb.
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3 Les V-ATPases

3.1 Introduction

Les cellules ont un métabolisme complexe et leur survie néces-
site une adaptation continuelle a leur environnement. Pour cela elles doi-
vent réaliser en permanence des échanges ioniques avec leur milieu, afin
de maintenir leur homéostasie. L’essentiel des ces échanges ioniques re-
pose sur le fonctionnement de pompes établissant des gradients de concen-
tration ionique. Parmi ces pompes, nous nous intéressons a la superfamille
des pompes a protons qui est la premiere impliquée dans les échanges io-
niques. On la retrouve aussi bien chez les procaryotes que chez les euca-
ryotes. Elle se décompose en trois catégories : les ATPases de type A, F,
et V, que I’on peut aussi diviser selon leur mode de fonctionnement en
deux sous familles : les ATP synthases (les F et certaines A) et les ATP
hydrolases. Les ATP synthases produisent de I’ATP a partir d’ADP et de
phosphate inorganique, alors que les ATP hydrolases hydrolysent I’ATP et
utilisent 1’énergie libérée pour transporter des ions contre leur gradient de
concentration. Les ATPases de type A sont présentes uniquement chez les
archaebactéries. Celles de type F sont retrouvées dans les mitochondries et
les chloroplastes des eucaryotes mais également chez les bactéries, elles
sont trés proches structuralement des V-ATPases qui ont été identifiées
dans les vacuoles, mais sont aussi trouvées dans les membranes plas-
miques des eucaryotes et des bactéries [NELSON '89, WIECZOREK '99,
WILKENS '05].

La V-ATPase, ou vacuolar (H+)-ATPase, est une pompe a pro-
tons ATP dépendante, présente chez les eucaryotes et extrémement con-
servée. Il y a plus de 80% d’identité entre les séquences des différentes
sous-unités humaines et celles de levure [NELSON '99]. La fonction prin-
cipale est I’acidification de compartiments intracellulaires tels que les en-
dosomes et les lysosomes, et le transport de protons a travers la membrane
plasmique. Chez I’insecte elle contient environ 30 sous-unités de 14 types

différents, divisées en deux complexes V1 et Vo. C’est le couplage entre
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les complexes V1 et Vo remplissant chacun une fonction (ATPase pour

V1 et translocation de protons pour Vo) qui permet 1’activité de la pompe.

3.2

Les V-ATPases d’insectes

Les V-ATPases de charangons n’ont encore jamais été décrites
dans la littérature, mais elles ont trés bien été détaillées chez l'insecte mo-
déle Manduca sexta, couramment nommé sphinx du tabac. Dans I’intestin
de M. sexta, la V-ATPase est ['unique mécanisme énergisant de
I’épithélium. Elles se situent au niveau de la membrane apicale des cel-
lules caliciformes de I’intestin et elles sont responsables de 1’acidification
de la lumiére du tube digestif en y faisant entrer des ions H'. Cette entrée
de protons crée un déséquilibre ionique ce qui entraine le passage actif
d’autre ions a travers la membrane épithéliale, et le passage des nutri-
ments. De ce fait elle est responsable du transport des nutriments produits
lors de la digestion [ WIECZOREK '03, WIECZOREK '09].

3.2.1

Le complexe V1

Le complexe V1 est composé de huit sous-unités nommées de A
a H dans une steechiométrie probable de As, Bs, C, D, E;, F, G;, H
[KITAGAWA '08]. C’est au sein de ce complexe que se situe 1’activité
ATPasique [WIECZOREK '03]. Les sous-unités A (68 kDa) et B (55 kDa)
forment des hétérodimeres, portant chacun une unité d’hydrolyse de
I’ATP. Les sous-unités C (45 kDa), D (28 kDa), E (26 kDa), F (14 kDa),
G (14 kDa) et H (55 kDa) sont toutes impliquées dans le maintien de V1
sur le complexe membranaire Vo [MERZENDORFER '00].
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Cytoplasme

ATP

Milieu extracellulaire

Figure 11 : Représentation schématique de la V-ATPase [WIECZOREK
'09]. Le complexe V1 composé de huit sous-unités (lettres majuscules) est cyto-
plasmique et c’est a son niveau que s’effectue 1’activité ATPasique. Le complexe
Vo est composé de quatre sous-unités différentes (lettres minuscules) et est insé-
ré dans la membrane. Dans la cellule, le complexe est relié au cytosquelette par
les filaments d’actine.

3.2.2 Le complexe Vo

Le complexe membranaire Vo est plus petit que V1 et est compo-
s¢ des sous-unités a (96 kDa), ¢ (16 kDa), d (40 kDa) et ¢ (10 kDa)
[MERZENDORFER '00]. L’activité translocation de protons est portée par
I’interface entre la sous-unité a et I’anneau formé par les sous-unités c. La
sous-unité a est retrouvée chez la plupart des organismes testés sous plu-
sieurs isoformes, qui sont le plus souvent spécifiques de la localisation de
la V-ATPase [TOYOMURA '03]. Le nombre de sous-unités c disposées en
anneau reste incertain (6,8 ou 10). Chez M. sexta, 1’existence de six sous-
unités ¢ formant un hexameére a été publiée, mais des études en cours ten-
dent & montrer 1’existence de dix sous-unités. Une seule isoforme ¢ a été
retrouvée chez M. sexta, mais trois isoformes ont été retrouvées chez la
levure (c, c’, et ¢’”), quatre chez le nématode, et deux chez la souris (c et
¢”’) [GRAHAM '03, KNIGHT '12]. La sous-unité a est une grosse sous-
unité qui est fixée sur le complexe V1 au niveau de H, E et G [MUENCH
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'09]. Il n’existe qu’une seule isoforme de la sous-unité e connue. Les ana-
lyses microscopiques montrent une autre sous-unité collée aux sous-unités
a, ¢ et d du complexe Vo. Cette sous-unité a été identifiée chez le boeuf
comme la protéine Ac45, mais n’est pas présente chez la levure
[WILKENS '99]. Cette protéine de 27 a 29 kDa trés glycosylée a déja été
identifiée chez la drosophile, mais pas encore chez le sphinx du tabac. Son
role dans I’activité de la V-ATPase de I’insecte reste a [’heure actuelle en-
core inconnu, mais elle a un réle de régulation de la V-ATPase dans le

systéme sécrétoire chez les mammiferes [JANSEN '12].

Fonctionnement et régulation des V-ATPases

Les ATPases sont des moteurs rotatifs, fonctionnant a des vi-
tesses supérieures & 100 tours par minute, produisant a 1’échelle molécu-
laire une force énorme. Le processus de transformation de I'énergie est
proche des 100% d'efficacité [MUENCH '11].

Le mode de fonctionnement précis de la V-ATPase est encore in-
connu. En revanche un modéle générique de fonctionnement des ATPase a
été réalisé (Figure 12). Pour leur fonctionnement, on peut diviser les AT-
Pases en deux parties, le rotor (composé des sous-unités D, F, c, d, et pro-
bablement e) et le stator (A, B, C, E, G et a). Au sein de la sous-unité a,
deux demi-canaux jouent les roles de portail d’entrée puis de sortie du
proton dans 1’ATPase. Dans le modéle A-ATPase et F-ATPase, une fois
entré par le canal de la sous-unité a, le proton neutralise la charge néga-
tive portée par la chaine latérale d’un glutamate de la sous-unité c, ce qui
permet la rotation de ’anneau de c. Apres rotation avec 1’anneau de c, le
proton est relargué de I’autre co6té de la membrane par le biais du demi-
canal de sortie de la sous-unité a. La tige centrale (sous-unité D et F chez
la V-ATPase) assure la rotation en paralléle de la partie catalytique de la
pompe qui est initiée par une différence de potentiel de membrane qui en-
traine un proton vers la sous-unité a. Chez la V-ATPase, le role des deux
parties est inversé. La rotation est probablement initiée par 1’énergie four-
nie par la dégradation de I’ATP au niveau des complexes AB, et entraine
la rotation de I’anneau de c et ainsi le passage de protons a travers la
membrane [MUENCH '11].
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ATPasique

Stator |—1
pén'phériquel—|_

Pompe a ions |_

(partie statique)

Pompe a ions
(partie rotative)

Figure 12 : Modéle générique de la rotation des ATPases. Les trois sites
catalytiques de I’ATP (AB) sont reliés par un axe a la partie pompe ionique logé a
I'intérieur du domaine membranaire. La pompe a ions comporte deux parties : un
anneau rotatif de sous-unités c, dont chacune peut porter un proton, et une sous-
unité statique (a). Dans le mode de I'ATP synthase (comme dans les F-et A-
ATPases), le potentiel de la membrane entraine un proton sur une des sous-unités
de I’anneau de ¢ du rotor par l'intermédiaire de 1’entrée demi-canal de la sous-
unité a. La protonation permet la rotation (sens indiqué par la fleche grise). De
maniére synchrone, un proton est relaché par le demi-canal « sortie ». La fleche
rouge montre la trajectoire des protons. En mode pompe a ions (comme dans la V-
ATPase), des changements conformationnels des trois moteurs ATPases, résultant
du renouvellement de I'ATP, entraine une rotation inverse de la pompe, et un
mouvement des protons dans le sens opposé.

La régulation de la pompe V-ATPase passe par la réversibilité de
I’assemblage du complexe V1. Ce mécanisme de régulation a été mis en
évidence lors de la mue de I’insecte. Pendant cette période, I’insecte ne
s’alimente pas, et afin d’économiser 1’énergie dépensée par le fonction-
nement de la pompe, la cellule diminue au maximum son activité
[MERZENDORFER '00]. C’est la présence de la sous-unité C qui maintient
les complexes V1 et Vo assemblés, donc la pompe en position « on ». Le
détachement de C en réponse a des signaux physiologiques entraine le dé-
sassemblage de V1, et la mise en position « off » de la pompe [STEWART
'12]. L’assemblage / désassemblage de la V-ATPase dépend de la quantité
d’ATP/ADP présente dans la cellule [HUSS '07] et est régulé par des fac-

teurs tels que des signaux développementaux, ou des stress nutritifs. Par
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exemple, chez la levure, une diminution de la concentration en glucose en-
traine le désassemblage de la pompe [LU '07]. Ce mécanisme de désas-
semblage / réassemblage de la V-ATPase a été trouvé chez les insectes,

les levures, et également chez les mammiféres [SAUTIN '05].

3.4 Altération du fonctionnement des V-ATPases

Les V-ATPases sont connues pour leur réle dans la régulation du
pH des compartiments intracellulaire, de I’espace extracellulaire, et du cy-
toplasme. Les V-ATPase présentes dans le compartiment intracellulaire
sont importantes pour les processus cellulaires comme 1’endocytose mé-
diée par les récepteurs, le trafic intracellulaire, la maturation et la dégra-
dation des protéines, et le transport de petites molécules et d’ions. Les V-
ATPases présentes sur la membrane plasmique sont également impor-
tantes pour le fonctionnement normal des cellules. La V-ATPase est éga-
lement impliquée dans la résorption osseuse chez les ostéoclastes, la sé-
crétion acide des cellules intercalaires du rein, le maintien du pH chez les
macrophages et les neutrophiles, 1’angiogenése par les cellules endothé-
liales, et la maturation et le stockage du sperme [HINTON '09].

L’altération du fonctionnement des V-ATPases chez ’humain est
trés étudiée car elle engendre des maladies graves et parfois mortelles.
Une mutation du géne codant la sous-unité B1, ou la sous-unité a4, en-
traine une acidose tubulaire rénale qui s’accompagne parfois d’une surdité
neurosensorielle [KARET '99]. Une mutation du géne codant la sous-unité
a3 est responsable d’une pathologie nommée ostéopétrose (ou maladie des
os de marbre), caractérisée par I’épaississement des os et la présence de
défauts dans le squelette [FRATTINI '00, TOET '10]. L’ostéoporose, a
I’inverse de 1’ostéopétrose, est une maladie caractérisée par une perte os-
seuse, ¢galement diie a une mutation de la sous-unité a3 [HINTON '09]. 11
existe également des maladies non génétiques liées aux V-ATPases. Des
études ont montré que dans le cancer du sein les cellules tumorales expri-
maient un trés haut niveau de V-ATPase a leur surface contrairement aux
cellules saines [SENNOUNE '04]. Les V-ATPases contribueraient a
I’alcalinisation des cellules tumorales et a 1’acidification du milieu extra-

cellulaire, ce qui faciliterait la progression de la tumeur. Il est également
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probable que les V-ATPases jouent un role dans I’infection des cellules
par le virus de I’immunodéficience humaine. En effet la sous-unité H de
V1 est capable de lier une protéine du VIH ce qui faciliterait son entrée
dans la cellule [LU '98].

Etant donné leur implication dans de nombreuses maladies hu-
maines, les V-ATPases sont une cible attractive pour le traitement de ces
maladies. Pour ces raisons, la recherche sur les inhibiteurs de V-ATPases

est un domaine de plus en plus exploré.

3.5 Inhibiteurs de V-ATPases

La bafilomycine Al est un composé produit par la bactérie Strep-
tomyces griseus. Connue pour ses propriétés antibiotiques, elle est le pre-
mier inhibiteur spécifique de la V-ATPase [ BOWMAN '88]. Elle fait partie
de la classe des plécomacrolides dont fait également partie la concanamy-
cine, qui est le second inhibiteur de V-ATPases le plus connu. Ces deux
molécules ciblent toutes les deux la sous-unité ¢ du complexe Vo (figure
15) [BOWMAN '04], au niveau des hélices 1, 2 et 4 de cette sous-unité
[BOWMAN '06], et agissent avec une ICsy de 1’ordre du nanomolaire. Des
essais réalisés sur une série de mutants de levure ont montré que la sous-
unité a était également impliquée dans la liaison de la bafilomycine
[WANG '05].

Ces derniéres années, d’autres molécules ont été identifiées
comme inhibitrices de V-ATPase. L’archazolide est produite par les bacté-
ries Archangium gephyra et Cystobacter violaceus, et agit avec une ICs,
de 'ordre du nanomolaire. Par compétition avec la concanamycine, il a
été montré qu’elle cible également la sous-unité ¢ de la V-ATPase, mais
des études plus approfondies ont montré que son site de liaison n’a pas
exactement la méme localisation (figure 13) [BOCKELMANN '10], et il est
méme probable qu’elle se fasse ¢galement sur la sous-unité e
[OSTERESCH '12].

A la fin des années 90, un nouveau groupe d’inhibiteur est appa-
ru. Ils ont une structure dont la base est un noyau benzolactone énamide.
Ils sont extraits de micro-organismes marins comme Haliclona, ou Apli-

dium lobatum, mais aussi des bactéries Pseudomonas et Chondromyces et
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sont nommés salicylihamide, lobatamine, apicularen ou oximidine. Ils
agissent tous également avec une ICsy de ’ordre du nanomolaire [HUSS
'05]. Contrairement aux autres inhibiteurs qui agissent sur toutes les V-
ATPases, ceux issus de la famille des benzolactones sont inactifs contre
les V-ATPases de levure. La salicylhalamide a des propriétés inhibitrices
uniquement sur les V-ATPases de mammifére [XIE '04]. Il a ¢té montré
qu’aucun de ces composés n’agissaient en compétition avec les plécoma-
crolides, ils ont donc un site d’action différent [HUSS '05]. Des études ré-
centes réalisées sur I’apicularen ont montré que le site de liaison de ces
molécules se situait entre les sous-unités c et a de V-ATPase (figure 15)
[OSTERESCH '12].

Ces dernicéres années ont vu naitre des inhibiteurs synthétiques,
dérivés de la bafilomycine Al, nommés les indolyls. Ces composés syn-
thétiques ont 1’avantage de pouvoir étre marqués et ainsi faciliter les
études de liaison avec le récepteur [ GAGLIARDI '98, HUSS '09, HUSS '09].

Il existe d’autres inhibiteurs naturels de la V-ATPase, tels que la
destruxine issue du champignon Metarhizium [MUROI '94], ou la chon-
dropsine qui est purifiée d’éponge marine [BOWMAN '03]. Leur action a
des concentrations beaucoup plus fortes (ICso de I’ordre du micromo-
laire) ne font pas d’elles des molécules de choix pour les études de la V-
ATPase, ou pour la création de nouveaux médicaments contre le cancer ou
I’ostéoporose [HUSS '05].

A cette liste de molécules inhibitrices de la V-ATPase, on peut
ajouter notre protéine PA1b qui est le premier peptide présentant une acti-
vité anti-V-ATPase. De plus PA1b est aussi le seul inhibiteur spécifique
des insectes [CHOUABE '11].
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@ ~capicularéne
¢ @ htafilomycine
© archazolide
-D = diazirine
E = glutamate
a = V0 sous-unité a

¢ = V0 sous-unité ¢

Figure 13 : Modéle de 1'agencement des sites de liaison des inhibiteurs
de V-ATPase sur le complexe Vo. Schéma de gauche, vue de cdté du com-
plexe Vo, et schéma de droite, vue de dessus. Pour plus de simplicité, la partie
N-terminale de la sous-unité a est dessinée comme un seul domaine, et seulement
deux sous-unités ¢ de 1’anneau rotatif sont représentés. Les quatre hélices trans-
membranaires des sous-unités ¢ sont numérotées (1-4). Les emplacements propo-
sés sur les sites de liaison de 1’apicularen, la bafilomycine et 1’archazolid sont
colorés en rouge, bleu et jaune, respectivement[OSTERESCH '12].
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4  Objectifs de ce travalil

Actuellement, pour des raisons économiques, les cultures et les
denrées stockées sont protégées contre les insectes par 1’utilisation de pes-
ticides chimiques. Malheureusement ces pesticides se retrouvent dans les
produits couramment consommés, ainsi que dans 1I’environnement, ce qui
crée de véritables problémes sanitaires et écologiques.

L’objectif de 1’équipe «Entomotoxine» est d’identifier et de
comprendre le mode de fonctionnement de pesticides d’origine végétale.
Des études antérieures ont permis de mettre en évidence le peptide PA1b
(Pea Albumin 1 sous-unité b). Ce pesticide naturellement présent dans le
pois, est toxique vis-a-vis de ravageurs comme le charancon des céréales,
ou le puceron du pois.

Les recherches menées ont montré que la toxicité¢ de ce peptide
est due a sa capacité a se fixer sur une protéine de 1’intestin de 1’insecte,
En collaboration avec différents laboratoires (lyonnais et allemand) il a
été mis en évidence que le récepteur a PA1b chez I’insecte est une pompe
a protons nommeée V-ATPase, impliquée dans le mécanisme d'absorption
des nutriments. Le premier objectif de ma these est 1’identification de la
ou des sous-unités réceptrices de PA1b. Les recherches seront menées sur
les quatre sous-unités du complexe Vo de la V-ATPase ciblées par les
précédents résultats de I’équipe [CHOUABE '11], ainsi que sur sa protéine
collaboratrice Ac45. Dans un premier temps 1’ADNc codant ces diffé-
rentes sous-unités sera cloné chez le charangon sensible, et sur sa lignée
quasi-isogénique résistante, dans 1’objectif d’identifier des différences ca-
pables d’expliquer 1’absence de liaison de PA1b chez les insectes résis-
tants. La complémentation fonctionnelle de souches de Saccharomyces
cerevisiae mutantes pour les sous-unités du complexe Vo permettra, par
des études de liaison a PA1b radiomarqué et/ou par des tests de toxicité
sur les levures exprimant les sous-unités de charangon de déterminer
quelle sous-unité percoit le signal PA1lb. Ce travail d’identification du ré-

cepteur a PA1Db est entrepris en paralléle par des techniques de biochimie
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et de microscopie en collaboration avec des équipes allemande et anglaise.
L’ensemble des résultats attendus ont pour objectif ’identification du mé-
canisme d’action de PAlb et la compréhension du phénoméne de résis-
tance.

La liaison de PA1b sur son récepteur n’est que la premiére étape
pour expliquer les raison de sa toxicité envers les insectes. Par observation
microscopique il a ét¢é montré que PA1b induit des figures d’apoptose sur
les cellules Sf9 [RAHIOUI '07]. La seconde partiec de mon travail a donc
consisté a vérifier I’hypothése selon laquelle ’ingestion de PA1b induit
I’apoptose dans les cellules d’intestin des insectes sensibles. Dans un
premier temps, nous montrerons par des méthodes de biochimie la pré-
sence d’une activité de la caspase 3, une enzyme dont la forme active est
un marqueur de 1’apoptose dans les intestins d’insectes sensibles intoxi-
qués par PAlb. Dans un second temps, par des méthodes
d’immunohistologie nous localiserons dans ces mémes intestins, [’activité
de la caspase 3, afin de relier sa présence a celle de PA1b et de son récep-
teur.

L’utilisation de PAlb a [1’échelle industrielle nécessite
I’augmentation de la toxicité de ce peptide. Dans cette optique, le labora-
toire recherche et analyse des variants naturels ou chimiques de PA1lb. Il
existe a I’état naturel six isoformes de PAlb chez le pois, et de nom-
breuses autres chez les Légumineuses, mises en évidence par bioinforma-
tique. Afin de tester I’activité toxique de ces différents variants, il est né-
cessaire de pouvoir les produire de manicre isolée. Le troisiéme objectif
de ma thése était donc la mise en place d’un systéme de production de
PAT1D relativement simple, mais suffisamment performant pour obtenir les
quantités de peptide nécessaires pour réaliser les tests de toxicité. Pour ce-
la j’ai choisi la production hétérologue transitoire par infiltration dans le
tabac Nicotiana benthamiana.

La production de nombreux isoformes devrait nous permettre
dans un premier temps d’améliorer les connaissances structure/fonction
apportées par la réalisation de la collection de mutants alanine, et ainsi fa-
ciliter la découverte d’un variant beaucoup plus actif que le peptide natu-
rel de pois.

L’ensemble de ces travaux permettra a 1’équipe « Entomo-
toxine » d’améliorer ses connaissances sur PA1b, mais également sur son

récepteur. La compréhension précise des interactions entre ces deux molé-
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cules pourrait conduire a la modélisation de cette liaison, ce qui serait une
avancée importante pour 1’utilisation de PA1b dans la lutte contre les in-
sectes, mais qui pourrait également conduire a 1’utilisation de PA1b dans

le domaine médical.
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1 Mateériel biologique

1.1 Insectes

1.1.1 Elevage de Sitophilus oryzae

Les charangons du riz, S. oryzae, sont élevés en incubateur a
27.5°C et a un taux d’humidité de 70%. Les souches sensibles (WAA42)
sont nourries exclusivement sur grains de blé, alors que les souches résis-
tantes (IsoR3) sont élevées sur graines de pois afin de maintenir la résis-
tance a PAlb. Les tests de toxicité sont réalisés sur un lot de 30 insectes
adultes, agés de 7 a 21 jours aprés émergence de la graine. Les insectes
sont alimentés par un milieu artificiel sous forme de boulette qui est com-
posé d’un mélange farine de blé/eau (250 mg/167 ul) et de la toxine a tes-
ter. Le milieu témoin positif de toxicité est composé de 50 mg de farine de
pois (Pisum sativum) et de 200 mg de farine de blé. Le nombre d’insectes

morts est dénombré quotidiennement sur une période de 15 jours.

1.1.2 Elevage de Tribolium castaneum

T. castaneum, le coléoptére rouge de la farine, est élevé dans les
mémes conditions que S. oryzae. Ils sont nourris par un mélange de 95%
de farine de blé et de 5% d’extrait de levure. Pour les tests de toxicité, 30
insectes adultes (agés entre 2 et 4 semaines apres émergence), sont nourris
sur le milieu artificiel auquel est ajouté la toxine a tester, et la mortalité

est relevée quotidiennement.
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1.2 Matériel végétal

1.2.1 Nicotiana sp.

Pour les cing especes de Nicotiana utilisées (N. benthamiana, N.
glauca, N. rustica, N. suaveolence, et N. tabacum), les graines nous ont
été données gracieusement par le jardin botanique du Parc de la Téte d’Or
de la ville de Lyon. Elles sont cultivées en serre avec une photopériode de
16 h, et une température de 24°C jour et 21°C nuit. Les jeunes plants de
tabac sont utilisés pour 1’expression transitoire entre huit et dix semaines

apres semis.

1.3 Souches bactériennes et milieux de cultures

1.3.1 Escherichia coli

Les souches bacteriennes DH5a et TOP10 (Subcloning efficienty
competent cells, Invitrogen, St Aubin, France) sont utilisées pour les
clonages plasmidiques, pour I’amplification et le stockage des plasmides.
Elles sont présentées dans le tableau n°l. Ces bactéries sont cultivées a
37°C, (agitation 220 rpm pour les cultures liquides) en milieu LB (Luria-
Bertani: bacto peptone 10 gL', yeast extract 5 g.L™' et NaCl 5 g.L™)
additionné ou non d’agar (15 g.L"). Les antibiotiques sont utilisés aux
concentrations finales de 100 mg.L™' d’ampiciline, de 50 mg.L" de kana-
mycine, 20 mg.L"' de gentamycine, et 50 mg.L™' de rifampicine en fonc-

tion des résistances des différentes souches cultivées.

1.3.2  Agrobacterium tumefaciens

La souche C58pMP90 [KONCZ '86] permet de transformer effi-
cacement les cellules végétales de N. benthamiana. Elle est utilisée pour
I’étape d’agro-infiltration dans 1’expression transitoire de protéines. La

souche p19 [VOINNET '03] est la méme bactérie déja transformée par le
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vecteur pBIN61-p19. Ce vecteur permet 1’expression d’une protéine virale

(p19) connue pour étre un suppresseur de silencing.

o Résistance aux
Bactéries Souche

antibiotiques

F" ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169
DH5a recAl endAl hsdR17(r,’, m") phoA aucune
SuUpE44 thi-1 gyrA96 relAl A
F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC)

Eechorichi streptomycine
SREnEM T TOP10  @80lacZAMIS A lacX74 recAl araD139 promy

Escherichia
coli

coli
A( araleu)7697 galU galK
Agrobacterium rifampicine,
tumefaciens C58 pMP90 (Koncz et Schell, 1986) gentamicine

Tableau n°1. Souches bactériennes utilisées lors des travaux décrits dans ce mé-

moire.

1.4 Souches de levure

Saccharomyces cerevisiae est une espece de levure fréquemment
utilisée en tant que modéle eucaryote. Son génome est entiérement sé-
quencé. Il existe des souches de levures mutées pour de trés nombreux

génes, qu’il est possible de se procurer via le site Euroscarf

(http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/). Pour ce travail, nous
avons utilisé différentes souches (tableau n°2) dont les génes codant pour
les protéines des sous-unités c, d et e du complexe Vo de V-ATPase sont
éteints, nommés respectivement VMA3, VMAG6 et VMA9 chez la levure. Ce
sont des souches haploides dont le cadre de lecture du gene muté est rem-
placé par un géne qui confére a la souche mutée une résistance a la kana-
mycine. Bien que viable, la perte d’un géne important pour leur fonction-
nement physiologique entraine 1’apparition de phénotypes altérés sous
certaines conditions. Les caractéres phénotypiques altérés utilisés dans ce
travail sont présentés dans le tableau n°2. L’intégralité des phénotypes
mutants sont présentés sur le site Saccharomices Genome Database

(http://www.yeastgenome.org). Ces souches sont aussi déficientes pour
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leur capacité a synthétiser I’histidine, la leucine, la méthionine et
I’uracile. Elles sont cultivées a 27°C sur un milieu de culture sélectif
(YNB 0,7%, glucose 2%, histidine, leucine, méthionine et uracile, en pré-
sence ou non de 2% d’agar), ou sur du YPD lorsque aucune sélection

n’est souhaitée.

Numéro

Souche d’accession Phénotype altéré Génotype

Thermorésistance/ BY4741; Mat a; his3A1;
YELO027w VMA3 Y00268 résistance au pH leu2A0; met15A0; ura3A0;
alcalin YELO027w::kanM X4

Thermorésistance/ BY4741; Mat a; his3A1;
YLR447¢ VMA6 Y06051 résistance au pH leu2A0; met15A0; ura3Ao0;
alcalin YLR447c::kanMX4

Thermorésistance/ BY4741; Mat a; his3A1;
YCL005w VMAY Y03413 résistance au pH leu2A0; met15A0; ura3A0;
alcalin YCL005w::kanM X4

Tableau n°2. Souches de levure Saccharomyces cerevisiae utilisées lors de ce tra-

vail et leurs caractéristiques.

1.5 Cellules de tissu ovarien de Spodoptera frugiperda (Sf9)

1.5.1 Culture des cellules SF9

La lignée cellulaire Sf9 est un clone dérivée de la lignée cellu-
laire IPLB-Sf-21-AE. Ces cellules sont issues d’une lignée ovarienne de la
chenille Spodoptera frugiperda.

Les cellules Sf9 sont cultivées dans un milieu composé principa-
lement de milieu « Insect-XPRESS™ Protein-free Insect Cell Medium
with L-glutamine » (Ozyme, Montigny le Bretonneux, France), additionné
de 5% de sérum de veau feetal (Fetal Bovine Serum, Carlsab, USA) et 0,1
% de gentamycine & 10 mg.ml™' (Sigma, La chapelle-sur-Erdre, France) et

ensemencées a raison de 200 000 cellules par flasques de 25 cm? spécia-
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lement traitées pour faciliter leur adhésion au support (Nunc SoLo Flasks,
Thermo Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). Les cellules sont incu-
bées a 27°C. Lorsque la concentration initiale est de 200 000 cellules par
flasque, la confluence est atteinte en 8 jours. Les cellules sont repiquées

toutes les semaines jusqu’au 30°™ passage.

Tests de toxicité sur cellules Sf9

Les cellules Sf9 & environ 80% de confluence sont reprises dans
2 ml de milieu de culture et sont dénombrées a I’aide d’une cellule de Ma-
lassez. Elles sont ensuite diluées pour obtenir une concentration entre
15 000 et 20 000 cellules par ml de milieu de culture. La toxine testée est
diluée avec du milieu de culture et 100 ul par puits de solution de toxine
sont déposés dans une plaque 96 puits, puis 20 pl de cellules. Chaque
condition est répétée trois fois. Les cellules sont mises a incuber cinq
heures a 27°C, et la viabilité des cellules est déterminée en utilisant le kit
CellTiter-Blue® (Promega, Madison, USA). Pour cela, 20 pl de réactif
CellTiter-Blue sont ajoutés dans chaque puits. Ce réactif contient de la
Resazurin dont 1’absorbance se mesure a 605 nm. Les cellules vivantes
métabolisent ce composé en Resorufin dont I’absorbance se mesure a 573
nm. L’absorbance est mesurée en lecteur de plaque a 605 et 573 nm toutes

les heures pendant 5 heures.
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2 Methodes de biologie
moléculaire

2.1 Clonages

2.1.1  Extraction d’ARN et réverse transcription

L’extraction d’ARN est réalisée a partir de S. oryzae en utilisant
le kit « Total RNA isolation» (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Les in-
sectes (60 mg) sont broyés au mortier et au pilon en présence d’azote li-
quide, trois fois consécutives, et la poudre résultante est utilisée pour
I’extraction réalisée selon les consignes du fabricant.

La reverse transcription est réalisée a I’aide du kit « SuperScript
First-Strand System for RT-PCR» (Invitrogen, Carlsbad, USA) selon le
protocole du fabricant. Les ADNc obtenus peuvent étre conservés a -20°C

pendant une longue période.

2.1.2 Clonage dans le vecteur pCR2.1 des génes d’intérét

Le vecteur pCR2.1 (Figure 14) (Invitrogen, Carlsbad, USA) est
utilisé pour le séquengage, la multiplication et la conservation des génes et
des ADNc tout au long de 1’étude. L’insertion des séquences dans le vec-
teur se fait au niveau d’un site multiple de clonage situé a I’intérieur du
gene lacZ, codant pour la B-galactosidase. Ceci permet de discriminer fa-
cilement les vecteurs ayant intégré le géne d’intérét des autres. Les bacté-
ries portant un vecteur contenant un géne LacZ intact se colorent en bleu
en présence de X-Gal, ce qui n’est pas le cas de celles dont le vecteur a in-
tégré une séquence, c'est-a-dire dont le géne LacZ est interrompu, qui res-
tent blanches. Le principe de clonage est basé sur la capacité de la Taq po-
lymerase a ajouter en fin de PCR, de part et d’autre de la séquence
amplifiée deux adénines. Par ligation ces deux nucléotides se lient dans le

vecteur pCR2.1.

Vanessa Eyraud 83
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Partie 2 / Matériels et méthodes

MI13 reverse

priming site TOPO
[
CR®2.1-TOPO®* M3 ztcEizxE T Zex=2-7= GIF
P $583&&8 T 852382388

¢ PCR-TOPO’
2 3.9 kb

Figure 14: Carte du vecteur de clonage pCR2.1 (Invitrogen, Carlsbad,
USA).

Le mélange d’amplification PCR (50 ul) est composé de 5 pL de
tampon de réaction 10X ((NH4),SO4 160 mM ; Tris-HCL 670 mM, pH
8.8 ; Tween-20 0.1%) 2,5 ul de MgCl, 50 mM ; 2,5 uLL. de ANTP 10 mM, 2
pL d’amorces sens et antisens a environ 1 pM; 0,25 pL de Taq-
polymérase (Taq’Ozyme a 5 U.uL™) et 2 uL de matrice ADN (ADNc¢ ou
plasmides > 500 ng) ; le volume est ajusté a 50 uL avec de I’eau ultra-
pure. Les réactions PCR sont faites dans les conditions suivantes : 95°C, 5
min ; 30 cycles de [95°C, 30 sec — Tm, 1 min — 72°C, 1 min] ; 72°C, 10
min. Les amorces et les matrices utilisées, ainsi que les températures
d’amorcage (Tm) de toutes les PCR réalisées au cours de ce travail sont
présentées dans ’annexe 1. 10 pl du produit d’amplification sont déposés
sur un gel d’agarose 1 % contenant du bromure d’éthidium a (BET) 500
pg.uL" afin de vérifier ’absence de contamination et I’amplification a la
taille attendue.

A T’aide du kit TOPO® TA Cloning® Kit for Subcloning (Invi-
trogen, Carlsbad, USA), les produits d’amplification obtenus sont clonés
dans le vecteur pCR2.1 et insérés dans E. coli selon le protocole suivant :
de 2 a 4 pL de produit d’amplification sont mis a incuber avec 1 pl de
tampon de réaction, 1 ul de vecteur pCR2.1 et complétés a 5 ul avec de

I’eau ultra-pure. Aprés 20 minutes d’incubation a température ambiante, 2
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ul de cette solution sont déposés dans un tube Eppendorf contenant des
bactéries E. coli compétentes, DHS5 a ou TOP10 (Invitrogen). Les vecteurs
sont insérés dans les bactéries par choc thermique (20 minutes dans la
glace, 35 secondes a 42°C, refroidissement dans la glace). Les bactéries
additionnées de 250 pl de milieu SOC sont mises & incuber a 37°C sous
agitation (220 rpm) pendant une heure. Elles sont ensuite étalées sur mi-
lieu sélectif (LB agar/ampiciline) préalablement recouvert de X-Gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) 40 pl a 40 mg.ml™
par boite de Petri, et incubées 24 h a 37°C. La présence d’ampicilline dans
le milieu garanti que seules les bactéries ayant intégré un plasmide aient la
capacité de pousser. La présence de X-Gal permet de différencier les co-
lonies qui ont un plasmide avec (blanches) ou sans (bleu) présence d’un
insert. L’amplification des bactéries (culture liquide, LB/ampicilline)
permet la multiplication du vecteur, nécessaire a la vérification de la sé-
quence insérée dans le pCR2.1 par séquencage (Biofidal, Vaulx en Velin,
France). Les différents vecteurs réalisés sont conservés indéfiniment au
sein de bactéries E. coli par congélation a -80°C de culture fraiche (milieu
de culture/solution de glycérol a 70%, 50/50 (v/v).

2.2 Construction de vecteur d’expression hétérologue

2.2.1 Insertion de génes d’intérét dans le vecteur pYES2

Le vecteur pYES2 (Invitrogen, Carlsbad, USA) est utilisé pour
I’expression hétérologue de protéines d’intérét dans Saccharomyce cerevi-
siae. La présence du géne URAJ permet la sélection des levures ayant in-
tégré ce vecteur en les rendant prototrophes a 1’uracile. L’insertion des
génes d’intérét se fait en aval du promoteur inductible GAL1 au niveau
d’un site multiple de clonage. Ce promoteur est inhibé en présence de glu-
cose et induit en présence de galactose dans le milieu.

Tous les geénes d’intérét sont insérés dans ce vecteur par « cou-
per/coller » enzymatique a I’aide des enzymes BamHI en 5’ et Xhol en 3°,
a I’exception du géne de V-ATPase sous-unité d de S. oryzae qui est insé-
ré en 3’ grace au site de restriction EcoRI. Les coupures enzymatiques

sont réalisées selon le protocole suivant : le mélange de réaction (de 1 a 5
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ug d’insert ou de vecteur pYES2, 5 ul de tampon de réaction adéquat, 10
U de la premiére enzyme de restriction qsp 50 pl avec de 1’eau ultrapure)
est mis a incuber a 37°C dans un bloc chauffant. Au bout d’une heure la
deuxiéme enzyme de restriction est ajoutée (10 U par réaction) et le tout
est incubé deux heures supplémentaires. Les produits de la réaction de
coupure enzymatique sont déposés sur un gel d’agarose 1 % contenant du
BET, et apreés migration les bandes d’intéréts sont purifiées a 1’aide du Kit
Nucléospin extract II (Macherey Nagel, Hoerdt, France). Le vecteur
pYES2 et le géne d’intérét sont liés ensemble par une réaction de ligation
réalisée par la T4 Ligase (Roche Applied Science, Meylan, France) dans
le milieu suivant : = 100 ng de vecteur, = 20 ng de géne d’intérét, 1,5 pl
de tampon de réaction 10X, 2,5 U de T4 Ligase qsp 15 ul avec de I’eau ul-

trapure). Le milieu est incubé une nuit a 17°C.

“
; pYES2 :
5.9 kb S

2
2. )
%

Figure 15 : Carte du vecteur d’expression hétérologue pYES-2 pour
Saccharomyces cerevisiae, (Invitrogen, Carlsbad, USA).

2.2.2 Insertion de génes d’intérét dans le vecteur pMDC32

Le vecteur pMDC32 [CURTIS '03] (figure 16) est utilisé pour
I’expression transitoire en plante. Au sein de ce vecteur, la séquence
d’intérét est sous le controle d’un promoteur constitutif fort, le double
35S, et un terminateur Nos (terminateur du géne codant pour la nopaline

synthase chez A. tumefaciens). 11 contient également des génes de résis-
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tance a la kanamycine et a ’hygromycine. Les séquences d’intérét sont in-
sérées au niveau d’un site multiple de clonage, au sein duquel se trouve le
geéne cddB. Pour les E. coli utilisées dans ce travail, I’expression de ce
geéne est toxique. L’insertion de la séquence d’intérét dans le vecteur en-
trainant 1’extrusion du geéne ccdB, il n’y a alors plus de toxicité pour E.
coli, permettant de sélectionner les bactéries ayant intégrés un vecteur
«vide » de celle ayant intégré un vecteur comportant la séquence
d’intérét.

Les différentes constructions sont toutes insérées dans ce vecteur
par « couper/coller » enzymatique, selon le protocole présenté en 2.2.1,
avec les enzymes de restriction BamHI (en 5°) et Sacl (en 3”) (Roche Ap-
plied Sience, Meylan, France). La ligation, la transformation des bactéries
par choc thermique et la vérification de I’insertion des séquences d’intérét
dans le vecteur pMDC32 sont réalisées dans des conditions identiques a

celles détaillées dans la partie 2.2.1.

Not 1(283) bepel (]2(9203 6
Sae 1(269) | chﬁRIQ(,%OS)

| Sal 1(445)
) VUL Pst T(455)
Eco RI(1) "OS terminator || | | ccdB
\ Sma 1(706)
Bam HI(1120)
Xba 1(1126)
Neo 1(1272)
CMr
Eco RI(1573
Bam HT (1823)
Not 1(1893)
attR1
~ dsc 1(2036)
—_Xho 1(2042)
Kpn 1(2061)
Sma 1(2063)
Bam HI (2066)
Xba 1(2072)
\\ Eco RV (2175)
|11 \2X358 promoter
|\ Pst T(2837)
|\ Hin dTIT (2846)
| RB
Sph 1(3183)

Eco RV (10858)

Xho 1(10723)

Sma 1(10708)
hygromycin resistance
Xho 1(9629)

LB

pMDC32
11752 bp

kanamycin resistance
Eco RV (8234)

pBR322 origin

Not 1(4062)

Not 1(6884) )

- S /)

Cla T(6266) Not 1(5594)
pVS1

Figure 16: Carte du vecteur d’expression hétérologue pMDC32
[CURTIS '03]
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2.3 Conception d'une cassette d’expression a partir du vecteur pMDC32

2.3.1 Mutation de séquence par PCR

Le principe de toute mutation introduite par PCR repose sur l'ob-
servation qu'une stricte complémentarité de 1'amorce nucléotidique avec la
séquence de I'ADN cible n'est pas absolument nécessaire sur toute la lon-
gueur considérée. Cette observation a été trés largement utilisée afin
d’insérer de part et d’autre d’une séquence d’intérét des sites de coupures
enzymatiques, un site d’initiation de traduction (ATG), ou un site de ter-
minaison de traduction (TAA). Pour cela, en 5’ des amorces choisies pour
I’amplification PCR, la séquence codante pour la mutation voulue est
ajoutée. Dans ce cas, la partie de 1’amorce non strictement complémen-
taire a I’ADN a amplifier est nommé « queue flanquante », elle ne doit pas
dépasser 1/3 de la longueur totale de I’amorce.

Pour insérer une mutation au centre d’une séquence il faut alors
deux couples d’amorces et trois réactions de PCR (Figure 17). Une paire
d’amorces qui apporte la mutation (amorces n°l et n°2) et une paire qui
permet d'étendre 'ADN ainsi modifié¢ de part et d'autre de la mutation
(amorces n°3 et n°4). Les amorces n°l et n°2 sont complémentaires et
elles recouvrent toutes les deux la zone du geéne d’intérét a muter. Les
amorces n°3 et n°4 bornent le segment d'ADN a modifier et déterminent la
longueur du produit final. Dans un premier temps, deux réactions de PCR
sont d'abord réalisées en paralléle : une PCR avec les amorces n°2 et n°3
donne un produit d'amplification correctement muté dans la région désirée
mais ne contient que la moiti¢ 5’ de la séquence a modifiée. Une PCR
avec les amorces n°1 et n°4 donne un produit, lui aussi correctement muté,
mais qui contient 1’autre moitié de la séquence. Les deux produits de PCR
ainsi obtenus sont alors purifiés afin d’enlever les amorces restantes dans
le milieu et réunis dans un méme tube. Ces deux fragments du géne a am-
plifier ont en commun la zone mutée, ce qui permet leur hybridation. Une
derniére PCR utilisant les amorces n°3 et n°4 est alors réalisée sur ce mé-

lange et donne la séquence matrice du départ avec la mutation souhaitée.
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Figure 17 : Principe de la mutagenese dirigée par PCR : la zone
d’insertion de la modification est représentée en rouge. Les différentes amorces
sont représentées par des fleches vertes dans le sens d’élongation.

2.3.2 Mutation de séquence PA1 pour l'insertion de deux sites de restriction par
mutageneése dirigée.

Dans le vecteur pCR2.1 PA1 BamH1/Sacl sont insérés en position 69 et
207 les sites de restriction SnaBI et Acc651. Les amorces utilisées pour
chacune de ces mutations sont présentées dans 1’annexe 1. Le mélange
d’amplification PCR (20 ul) est composé de 2 pul de tampon de réaction
10X ((NH4),SO4 160 mM ; Tris-HCL 670 mM, pH 8.8 ; Tween-20 0.1%)
(Ozyme, Montigny le Bretonneux, France) 1 pl de MgCl, 50 mM ; 1 pL
de dNTP 10 mM ; 1 pL d’amorces sens et antisens a environ 1 uM ; 2 pL
de matrice ADN (vecteur pCR2.1 PA1 BamHI/Sacl) et 0,25 pL de Tagq-
polymérase Haute fidélité a 5 U pL™' (Platinium Taq DNA polymerase
High fidelity, Invitrogen, Carlsab, USA) ; le volume est ajusté a 20 pL
avec de 1’eau ultrapure. Les réactions PCR sont faites en ne réalisant que
28 cycles et en enlevant les dix minutes terminales a 70°C pour les PCR

n°l et 2. En effet il est impératif que la Taq polymérase n’ajoute pas
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d’adénine en fin de réaction. Le produit d’amplification terminal est cloné
dans le vecteur pCR2.1 et donne le vecteur nommé pCR2.1 PA1 SnaBI.
La mutation Acc651 est réalisée de facon similaire a la mutation
SnaBI, en utilisant comme matrice ADN le vecteur pCR2.1 PA1 SnaBI.
Le vecteur obtenu est nommé pCR2.1 PA1 cassette. L’ADNc de PAI mo-

difié avec les deux sites de restriction est inséré dans le vecteur pMDC32.

2.4 Modification de la séquence codant PA1lb : mutation par PCR avec de
longues amorces.

2.4.1 Principe de mutation par longues amorces

A Tinverse de la mutagéneése dirigée, une seule PCR est néces-
saire pour insérer plusieurs mutations au sein de la méme séquence, par
contre elle n’est pas applicable sur des mutations situées au centre de sé-
quence supérieure a 160 paires de bases (figure 19). Les deux amorces
sont complémentaires de la séquence a amplifier sauf au niveau des muta-
tions. Par la synthése d’amorces de plus de 80 paires de bases (Eurogen-
tec, France SA), nous pouvons insérer des mutations jusqu’a 80 paires de
bases en aval du 5’ ou en amont du 3’. La séquence codant pour PA1b fai-
sant 139 paires de bases, nous somme capable grace a cette technique

d’insérer une mutation n’importe ou dans la séquence.

2.4.2 Obtention des séquences codant pour différents isoformes de PA1lb

A partir du vecteur pCR2.1 PA1 K7, cinq autre isoformes de
PA1b ont été clonés par mutation lors d’amplification par PCR avec de
longues amorces. Lors de ces amplifications, en plus des mutations diffé-
renciant les six isoformes de pois, les sites de restriction SnaBI et Acc651
sont ajoutés en 5’ et 3’ de chaque séquence PA1b. Les couples d’amorces
utilisés et les isoformes de PA1b auquels ils correspondent sont présentés
en annexe 1. Pour les PCR, la température d’amorcage est de 50°C et on
utilise la Platinium Taq DNA polymerase High fidelity, (Invitrogen,

Carlsab, USA). Les produits d’amplifications sont clonés dans le vecteur
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PCR2.1 puis insérés dans la cassette d’expression pMDC32-PA1-ADNc-
cassette au niveau des sites de restriction SnaBI et Acc651. La réaction de
coupure enzymatique se fait en utilisant 7,5 U de ’enzyme Acc651 et 7,5
U d’enzyme SnaBI (Promega, Madison, USA).
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3 Methodes de biologie
cellulaire

3.1 Expression hétérologue de PA1lb par transformation transitoire de
Nicotiana benthamiana

3.1.1 Transformation d’Agrobacterium tumefaciens par choc thermique

Les bactéries Agrobacterium tumefaciens souche C58 pMP90
sont rendues compétentes avant de pouvoir effectuer la transformation.
Pour cela une culture de 50 ml de bactéries (LB/rifampicine 50 mg.L™,
une nuit a 27°C sous agitation douce), est centrifugée cinq minutes, 3000
g a 4°C. Le culot est resuspendu dans 1 ml de solution de CaCl, 20 mM.
La solution bactérienne est aliquotée par 100 pl (quantité utilisée pour une
transformation) et conservée a -80°C.

Un aliquot d’4. tumefaciens compétentes est décongelé douce-
ment dans la glace. Aprés y avoir ajouté 5 ug d’ADN plasmidique (vec-
teur pMDC32-séquence d’intérét), le mélange est incubé 20 minutes dans
la glace, sept minutes dans de 1’azote liquide, puis 35 minutes a 37°C.
Les bactéries sont ensuite mises en culture dans 10 ml de LB (1 nuit a 27°,
sous agitation 220 rpm). La culture est ensuite centrifugée 15 minutes a
4000 g, et le culot est repris dans 300 pl de LB. Les bactéries sont ensuite
étalées sur milieu sélectif (LB/rifampicine/kanamycine). La résistance a la
rifampicine étant apportée par le vecteur pMDC32, seules les Agrobacté-

ries ayant intégré le plasmide sont capables de pousser sur ce milieu.

3.1.2 Transformation transitoire de feuilles de N. benthamiana par infiltration

Une colonie d’A. tumefaciens transformée est mise en pré-culture
(5 ml LB/rifampicine/kanamicine, 28°C, 24 h, 220 rpm), en méme temps
que la souche A. tumefaciens p19. A partir de ces pré-cultures, les diffé-
rentes souches sont mises en culture de 50 ml en Erlenmeyer
(LB/rifampicine/kanamicine, 28°C, 24 h, 220 rpm). La D0, des cultures

bactériennes est mesurée, et est ramenée a 0,3 par dilution. Aprés deux
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heures d’incubation (50 ml LB/rifampicine/kanamycine, 28°C, 220 rpm)
les cultures bactériennes sont centrifugées (3500 rpm, 10 min) et lavées
deux fois dans 10 ml de solution d’incubation (50 mM MES pH 5.6,
NaH,PO, 2 mM, acétosyringone 100 uM, 0.5% de glucose). Les solu-
tions d’Agrobactéries portant le vecteur pMDC32 et p19 sont mélangées
dans les proportions 50/50 (v /v) et incubées au minimum deux heures.
Ces solutions sont co-infiltrées dans les feuilles de N. benthamiana. Avec
un embout pour pipette de 200 uL, la feuille est délicatement trouée, puis
le milieu est injecté a 1’aide d’une seringue sans aiguille de 2 ml, en blo-
quant [’autre coté de la feuille avec un doigt jusqu’a infiltration de la tota-
lité de la feuille. Une fois infiltrés, les plants de tabac sont cultivés dans
des conditions similaires aux tabacs non transformés. Apres récolte, les
feuilles sont conservées au congélateur a -80°C.

Les feuilles de tabac infiltrées, les feuilles non infiltrées, les tiges
ou les racines de tabacs sont broyées au mortier et au pilon dans de I’azote
liquide directement a la sortie du congélateur. Le broyage est répété trois
fois. La suite de I’extraction et de la purification de PA1b est présentée en

partie 5.1.

3.2 Complémentation fonctionnelle chez S. cerevisiae

3.2.1 Transformation de levure : méthode de l'acétate de lithium

Les souches de S. cerevisiae YEL027w, YLR447c et YCLO05w
sont cultivées en Erlen, dans 50 ml de milieu YNB sélectif, a 27°C sous
agitation jusqu’a obtention d’une DOgg, comprise entre let 2. Les solu-
tions suivantes sont a préparer préalablement et a autoclaver : solution
d’acétate de lithium 10X (1M de lithium acétate, le pH est ajusté avec de
I’acide acétique a 7,5), solution TE (100 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM
EDTA pH 7,5) et une solution PEG (polyéthyléne glycol 4000 50 % dans
I’eau). Les cultures sont centrifugées a 3000 rpm, 5 min. Le culot est lavé
avec 20 ml d’eau ultra-pure préalablement autoclavée. Aprés une nouvelle
centrifugation, le culot est repris dans 250 ul de tampon d’acétate de li-
thium/TE/eau (1/1/8) (v/v/v) et des aliquots de 50 ul sont réalisés (quanti-

té nécessaire pour une transformation). Pour chacune des transformations,
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3 ul d’ADN carrier (single strand salmon sperm ADN 10 mg.ml™', Sigma,
France) sont ajoutés dans 50 pl de solution de levure, ainsi que I’ADN
transformant (1 a 2 pg dans moins de 5 pl). L’ensemble est mélangé en
tapotant légérement le tube. 350 pul de mélange lithium d’acétate/TE/PEG
dans les proportions 1/1/8 (v/v/v), sont ajoutés. La solution est mélangée
par inversion et mise a incuber 30 minutes a 30°C, puis 20 minutes a
42°C. Le mélange est centrifugé a 15 000 rpm pendant une minute a tem-
pérature ambiante. Le surnageant est éliminé, et les levures sont resuspen-
dues dans 100 pl de solution TE 1X. Elles sont ensuite étalées sur milieu
sélectif en absence d’uracile et incubées a 27°C. Seules les levures ayant

intégré le vecteur pYES2 sont capables de se développer.

Transformation de levure : méthode de I'électroporation

Les souches d’S. cerevisiae sont cultivés en Erlen, dans 50 ml de
milieu YNB sélectif, a 27°C sous agitation jusqu’a obtention d’une DO
comprise entre 0,6 et 1,2. Les cultures sont centrifugées (4000 rpm, 3 min)
et le culot est lavé par 20 ml d’eau ultra-pure préalablement autoclavée et
a nouveau centrifugées. Le culot est repris dans 5 ml de YPD contenant du
DTT 25 mM, et du tampon HEPES 20 mM pH 8§ et le tout est mis a incu-
ber 30 minutes a 30°C. Une nouvelle centrifugation est réalisée (4000
rpm, 3 min), et le culot est repris dans 250 pl de tampon EP (10 mM de
Tris-HC1 pH 7,5 ; 270 mM de saccharose et 1 mM de MgCl,). Les cu-
vettes d’électroporation stériles et du milieu YPD sont refroidies sur
glace. Dans un tube Eppendorf, 100 a 200 ng (<2pl) d’ADN transformant
sont mélangés avec 50 pl de culture de levure dans le tampon EP. Le mé-
lange est transféré dans une cuvette d’électroporation qui est ensuite pla-
cée dans l’électroporateur. Un courant de 1000 voltes est appliqué. On
ajoute rapidement 1ml de YPD, et on transfére les levures dans un tube
froid et stérile. Aprés 60 minutes d’incubation a 27°C, les levures sont
étalées sur boite de Petri contenant un milieu sélectif, en absence d’uracile

afin de sélectionner les souches ayant intégré le vecteur pYES2.
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3.2.3 Expression de la protéine recombinante et test de complémentation
fonctionnelle

Les souches utilisées, en raison de la suppression d’un des génes
codant pour une des sous-unités Vo de V-ATPase, ont perdu leur capacité
a pousser sur un milieu alcalin (pH de 7,5), ou a température élevée
(37°C). Les tests de complémentation sont réalisés sur milieu inductif so-
lide, soit a une température de 37°C soit sur milieu alcalin (milieu sélec-
tif ; galactose ; 50 mM de MOPS ; 50 mM de MES ; pH7,5). La croissance
des levures est regardée quotidiennement pendant cinq jours. Les résultats
sont interprétés par comparaison de croissance de souche mutée complé-
mentée par leur propre sous-unité par rapport a celle complémentée par

une sous-unité hétérologue.

Vanessa Eyraud 95
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Partie 2 / Matériels et méthodes

4 Méthodes
d'histologie

4.1 Immunomarquage d’intestins de S. oryzae

4.1.1 Préparation des échantillons

Les insectes adultes, S. oryzae souches WAA42 et [soR3, et Tri-
bolium castaneum utilisés pour ces tests sont agés de plus de 15 jours
(aprés émergence). Exceptionnellement pour cette manipulation, la souche
de S. oryzae IsoR3 est élevée depuis la ponte des ceufs sur grains de blé.
Une vingtaine d’insectes pour chaque test est intoxiquée par ingestion en
introduisant les composés testés dans leur milieu artificiel habituel pen-
dant 24 h. Un jour aprés intoxication, les tubes digestifs d’insectes sont
prélevés par dissection sous loupe dans du tampon de dissection (25 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 250 mM sucrose, 35 mM Tris-HCIL, pH 7,5) et sont
stockés dans du PFA 4%. Les tubes digestifs sont ensuite imprégnés pen-
dant 24 h dans une solution de 15% de saccharose, 5% de glycérol en
tampon PBS pH 7,2. Les échantillons sont déposés dans du gel Tissue-tek
O.C.T compound (Sakura) et congelés a la vapeur d’azote liquide. Lors-
que le gel est congelg, il forme un bloc blanc et dur et il permet de con-
server les échantillons pendant de longues périodes a -80°C. Les blocs
sont coupés au cryostat (Microm HM 560 ; Thermo scientific) par coupe
de 7 um d’épaisseur et sont déposées sur lame polylysine (Thermo Scien-
tific). Les lames sont conservées a -80°C pendant quelques semaines en

les préservant de I’humidité.

4.1.2 Immunomarquage de la caspase 3

Les lames portant les tubes digestifs sont séchées dix minutes sur
plaques chauffantes a 60°C, puis incubées 30 minutes dans une solution de
Finefix (28% de Finefix (Milestone) et 72% éthanol) ce qui permet de
fixer les échantillons aux lames. Les échantillons sont ensuite réhydratés
en plongeant les lames dans les bains suivant : deux bains d’EtOH absolu,
2 min ; EtOH 95%, 2 min, EtOH 70%, 2 min. L.’étape de réhydratation se
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termine par un ringage et une incubation de cinq minutes dans du tampon
PBS. Les sites antigéniques sont démasqués a la chaleur en immergent les
lames dans de 1’ Antigen Retrieval Buffer (Tris base 10 mM, EDTA 1 mM,
Tween-20 0,05%, pH 9) et en incubant le tout & 99°C pendant 20 minutes.
Les lames sont ensuite refroidies en les ringant a 1’eau courante pendant
dix minutes. Les sites non spécifiques sont bloqués en recouvrant les
lames d’une solution de BSA 1% diluée par du PBS pendant 30 minutes.
Le contour des lames est dessiné avec un crayon hydrophobe ce qui per-
met de retenir les différentes solutions sur la lame. Elles sont recouvertes
de 390 pl de solution d’anticorps primaire (Rabbit Cleaved Caspase-3
(Aspl75) Antibody, référence 9661, Ozyme) dilué au 1/200 avec de la
BSA 0,1%, ou de 390 ul de sérum de lapin non immun (dilué¢ au 1/200
avec de la BSA 0,1%), pour le controle négatif. Les lames sont incubées
une nuit a 4°C dans une enceinte humide. Les anticorps primaires sont la-
vés en incubant les lames dans une solution de PBS/Tween20 0,2%, deux
fois cinq minutes. Une fois rincées, chaque lame est recouverte de 390 pl
de solution d’anticorps secondaire (Donkey anti-rabbit IgG couplé a
I’Alexa 488 (Molecular Probes ; référence A21206)) dilué au 1/600 avec
de la BSA 0,1% pendant 1 h a température ambiante et a 1’obscurité. Les
lames sont rincées par incubation au PBS/Tween-20 0,2% deux fois pour
une durée de cinq minutes, puis cinq minutes dans de [’eau. Elles sont sé-
chées a température ambiante et a 1’obscurité. Les lames sont ensuite re-
couvertes de milieu de montage PermaFluor™ Aqueous Mounting Me-
dium (ThermoFisher Scientific, Cheshire, UK) additionné de 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) & 3 pg.ml" et recouvertes d’une lamelle

en essayant de limiter I’apparition de bulles au maximum.

Observation des échantillons au microscope

Les échantillons sont observés au microscope a épifluorescence
IX81 Olympus, sous les filtres spécifiques d’émission suivant : HQ535/50
pour le signal vert (fluorescence de I’anticorps secondaire), D470/40 pour
le signal bleu (DAPI) et HQ610/75 pour le signal rouge (auto-fluorescence
des tissus). Les images sont prises et analysées en utilisant la camera F-
View II couplée avec le logiciel Cell F (Olympus SIS GmbH, Miinster,
Allemagne).
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5 Meéthodes de
biochimie

5.1 Extraction et purification de PA1b par HPLC

5.1.1 Extraction de PA1lb a partir de graine de pois (Pisum sativum)

Les pois sont broyés au moulin puis tamisés jusqu'a 1’obtention
d’une fine poudre. PAlb est extrait dans une solution d’éthanol/eau
(60/40) sous agitation douce pendant deux heures. La solution obtenue est
ensuite centrifugée (10 000 g, 20 min, 4°C). L’alcool présent dans le sur-
nageant est ensuite évaporée sous vide d’air. La solution restante est con-

gelée puis lyophilisée.

5.1.2  Purification par HPLC

Apres lyophilisation I’extrait obtenu est repris dans de 1’éthanol
60% et purifié¢ par HPLC (High Performance Liquid Chromatography, ap-
pareillage Agilent 1200) en phase reverse, sur une colonne C,g €luée a 1
ml.min"' avec un gradient eau/acétonitrile en présence d’acide trifluo-
roacétique 0.1% (80/20, 2 min, puis jusqu’a 40/60 en 20 min). La pré-
sence de PA1b est détectée par un détecteur a barrettes de diodes a 210
nm ; la quantification de la protéine se fait par mesure de 1’aire du pic cor-
respondant au temps de rétention de PA1b rapporté a 1’aire du pic du pep-

tide pur utilisé comme standard.

5.2 Mesure de la quantité de protéine (BCA)

La quantité de protéines est mesurée par la méthode de ’acide
bicinchoninique développée par Pierce (Rockford, USA). Cette méthode
est basée sur la propriété des protéines a réduire 1’ion cuivrique en cuivre
en milieu alcalin. L’acide bicinchoninique est un réactif colorigéne hau-
tement spécifique pour le cuivre, qui forme un complexe pourpre ayant

une absorption maximale a 562 nm. Les extraits a tester sont déposés dans
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100 pl auquels on ajoute 2 ml de réactif (BCA Protein Assay Kit ; Thermo
Scientific, France). Les tubes sont incubés 30 minutes a 37°C, puis la
DOsg, est mesurée. L'absorbance est proportionnelle a la concentration de

protéines. En paralléle une gamme étalon est réalisée avec de la BSA.

5.3 Test de liaison PAl1b-récepteur

5.3.1 Préparation des échantillons

Une colonie de levure est mise en culture de 200 ml (27°C, 220
rpm, 24 h) dans un milieu sélectif adapté, puis les levures sont récupérées
par centrifugation (4000 g, 15 min) et conservées a -20°C. Les levures
sont broyées au mortier et au pilon dans 1’azote liquide (quatre fois). La
poudre obtenue est reprise dans un tampon d’extraction a 4°C (Tris-HCI
20 mM pH 8, E-64 10 uM, PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride) 1
mM, MgCl, 2 mM et 0,25 M de sucrose) puis soniqué (cinq fois cing se-
condes) en prenant garde de bien refroidir les échantillons entre deux pas-
sages. Les débris cellulaires sont ensuite fractionnés par centrifugation
différentielle, (3 000 g 10 min, puis 10 000 g, 15 min et 45 000 g 45 min).
Les trois culots obtenus sont repris dans 200 a 1000 pl de solution (20
mM Tris-HCI, pH 7), et stockés a -80°C dans 30% de glycérol.

5.3.2 Test de liaison PA1b-récepteur

PA1Db est marqué radioactivement a I’iode 125 selon le protocole
décrit par [GRESSENT '03]. Un extrait protéique de charangon est utilisé
comme témoin positif a ce test. Dans une plaque 96 puits, sont déposés
dans cet ordre : 2 pl de solution de PA1b marqué a 100 000 cpm.ul™, 2 pl
de méthanol 60% (pour le marquage total) ou 2 ul de PA1b non marqué 1
UM (pour le marquage non spécifique) et 100 ul d’extrait protéique (3 a
20 pg de protéines). Pour chaque mesure, trois répétitions sont réalisées
pour le marquage total et pour le marquage non spécifique. Apres incuba-
tion deux heures a température ambiante, les extraits sont filtrés sur mem-
branes (Whatman membrane GF/C, imbibées d’une solution de po-

ly(ethyleneimine) a 0,4%, et rincée avec 0,5 ml de solution de Tris-HCI 20
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mM, pH 7) a I’aide du systéme de filtration 1225 sampling manifold (Mil-
lipore). Le PA1b I'*® non lié est éliminé des membranes par trois ringages
consécutifs avec du tampon Tris (Tris-HCI 20 mM, pH 7). La radioactivité
restée sur les membranes est mesurée avec un détecteur de rayonnements
gamma (Riastar-Packard). La liaison de PA1b spécifique est calculée par
différence de radioactivité entre les extraits marqués de maniére non spé-

cifique et totale.

Dégradation de PA1lb par les enzymes de N. benthamiana

Les feuilles congelées sont broyées a 1’azote liquide, et la poudre
obtenue est reprise dans un tampon d’extraction (20 mM Tris pH 7 ; 0,1 M
NaCl et 0,1% CHAPS). Le mélange est centrifugé briecvement deux mi-
nutes a 10 000 g, et le culot est éliminé. Le surnageant est centrifugé dix
minutes a 10 000 g. Le surnageant est séparé et conservé, et le culot est
repris par le tampon d’extraction. Pour la réaction, 100 pl des différents
extraits sont incubés une nuit a 30°C en présence de 10 ug de PAlb, et
200 ul de tampon pH 7 (tampon d’extraction), pH 8 (composition iden-
tique au tampon d’extraction, en remplacgant le Tris-HCI pH 7 par du Tris-
HCI pH 8), ou pH 5 (le Tris pH 7 est remplacé par de I’acétate S0 mM a
pH 5). Le lendemain, 450 pl d’éthanol sont rajoutés au mélange pour ob-
tenir une solution a 60% d’éthanol. Le mélange est agité¢ deux heures a
température ambiante, puis centrifugé dix minutes a 10 000 rpm. Les sol-
vants sont évaporés sous vide et les extraits sont repris dans 150 pl
d’éthanol 60%. La quantité¢ de PA1b contenue dans chaque extrait est me-
surée par HPLC.

Mesure de l'activité enzymatique de la caspase 3

La caspase 3 reconnait le substrat artificiel DEVD-pNA (Ac-
Asp-Glu-Val-Asp-pNA, Calbiochem, Ref. 235400) et I’hydrolyse, ce qui

libére dans le milieu le composé pNA (p-nitroaniline), qui émet a une lon-
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gueur d’onde de 405nm [GURTU '97, SALVESEN '97]. 24 heures aprés in-
toxication, dix tubes digestifs (pour S. oryzae) ou douze (7. castaneum)
sont disséqués, déposés dans 50 pl de tampon de lyse (20 mM PIPES pH
7,2 ; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA ; 63 mM MgCl,; 10% saccharose ;
0.1% CHAPS ; 0.5% Nonidet P-40 et 0.5% Tween 20). Les tubes diges-
tifs sont homogénéisés a 1’aide d’un Potter, soniqués pendant dix minutes
et centrifugés (10 000g, 10 min). Le surnageant est conservé, et le culot
est re-suspendu dans 50 pl de tampon de lyse. La réaction enzymatique est
réalisée en ajoutant 20 pl d’extrait de tube digestif a 180 pul de tampon de
réaction (20 mM PIPES pH 7,2 ; 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 63 mM
MgCl,, 10% saccharose, 0.1% CHAPS, 10 mM DTT, et 0.1 mM DEVD-
pNA) dans une plaque 96 puits. La libération de pNA dans le milieu est
mesurée toutes les 15 minutes pendant 12 h, a 1’aide d’un lecteur de
plaque (Powerwave WS), a une longueur d’onde de 405nm. L’activité
caspase 3 est calculée en suivant les instructions du fournisseur du DEVD-
pNA.

5.6

Analyse par spectrométrie de masse

Les différents peptides sont identifiés par spectrométrie de masse
par le Dr. Lucas SIGNOR (CEA, Grenoble, France). Les échantillons sont
analysés par MALDI-TOF MS (Autoflex, Bruker Daltonics), fonctionnant

en mode de réflexion positive.
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Chapitrel / Identification du récepteur a PAlb

Partie 3

Chapitre 1

Identification du récepteur a
PA1lb
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1.1 Introduction

1.1.1 Les rOles connus de PA1lb

Toutes les recherches réalisées sur PA1b par 1’équipe « Entomo-
toxine » sont basées sur les propriétés entomotoxiques de ce peptide. Il
semble donc que PA1b joue un réle de protection contre les insectes dans
la plante, mais d’autres travaux ont permis de lui attribuer un réle diffé-

rent.

1.1.1.1 Le réle de PA1b dans la plante

Lors de sa découverte en 1986, la richesse en soufre de PA1b a
conduit a sa classification en tant que protéine de réserve de la plante
[HIGGINS '86]. Cette théorie est renforcée par la découverte de la régula-
tion de la transcription du géne PA/ par la quantité¢ de soufre disponible
pour la plante [MORTON '98].

La protéine nommée leginsuline est un homologue de PA1b issue
du soja. Elle a été nommée ainsi en raison de sa capacité a se lier sur un
récepteur de I’insuline et des facteurs de croissance « insuline-like » chez
les mammifeéres [WATANABE '94, HANADA '04]. Ce récepteur de 43 kDa
est également retrouvé chez une espéce non légumineuse, la carotte (fa-
mille des Apiacés), ou il présente les mémes propriétés de liaison de
I’insuline et de la leginsuline. Des expériences en culture in vitro sur des
cals de carotte ont montré que la présence de leginsuline dans le milieu
augmente la division cellulaire. Les auteurs émettent 1’hypothéese selon la-
quelle la leginsuline interagirait avec le récepteur de 43 kDa en tant
qu’hormone végétale impliquée dans la réponse aux stress et dans la
transduction de signaux. L’analyse des acides aminés de la leginsuline
impliqués dans la liaison a ce récepteur de plante montre qu’ils sont diffé-
rents de ceux impliqués dans la liaison de PA1b avec le récepteur de cha-
rancon. Ce récepteur distinct de celui trouvé chez 1’insecte se retrouverait
dans de nombreuses espéces de plantes telles que la tomate, Arabidopsis,
le blé ou le coton. PA1b aurait donc la capacité d’agir sur d’autres végé-
taux, n’appartenant pas a la famille des légumineuses [YAMAZAKI '03,
SHANG '04, SHANG '05].

Vanessa Eyraud 104
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Partie 3 /Résultats et discussion

1.1.1.2 Et sur les mammiféres alors....

Des études sur ’intestin de porc ont permis de mettre en évi-
dence un nouveau peptide nommé aglycine, dont 1’effet hyperglycémiant a
été montré chez la souris, par injection sous cutanée. Ce peptide induit le
doublement de la quantité de glucose présent dans le sang de la souris en
moins d’une heure (2 10 pg.g” de poids du corps). Par la suite il a été
montré que ce peptide ne provenait pas du porc, mais certainement de son
alimentation riche en légumineuses [DUN '07]. L’aglycine, est un homo-
logue de PA1b. Des analyses effectuées sur le rat décrivent que PA1b in-
duit une augmentation de la concentration en calcium intracellulaire dans
les cellules B pancréatiques [HU '07]. Un récepteur a I’aglycine de 34
kDa, a été identifié dans des membranes de cellules pancréatiques. Il
s’agit de la VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel) [DUN '08] qui est
une pompe chlore présente dans les membranes plasmiques [DE PINTO
'10].

1.1.2 Les récepteurs de PAlb

Dans la plante le récepteur & PA1b serait une protéine de 43 kDa,
jusqu’a présent non identifiée, mais impliquée dans la régulation hormo-
nale. Chez les mammiféres, le récepteur a PAlb est un canal ionique
nommé VDAC [DUN '08]. Chez I’insecte, il a été montré que le récepteur
a PA1Db est une pompe a protons nommée V-ATPase [CHOUABE '11]. Ce
complexe protéique est composé de 14 sous-unités, parmi lesquelles il faut
identifier la ou les sous-unités réceptrices a PA1b. L’action de PA1b étant
extracellulaire seules les sous-unités du complexe Vo peuvent étre la cible
de PA1Db. Le clonage de ces sous-unités a, ¢, d et e ainsi que celui de la
protéine Ac45 qui fonctionne en relation avec le complexe Vo a été initié
avant mon arrivée au laboratoire, sur le charancon sensible, et sur sa li-
gnée quasi isogénique résistante. J’ai donc commencé par ces clonages,
dans le but de faire de la complémentation fonctionnelle de levures défi-
cientes pour les sous-unités Vo de V-ATPase par leurs homologues clonés
chez le charangon. La réalisation d’études de liaison a PA1b radiomarqué
et/ou des tests de toxicité sur ces levures exprimant les sous-unités de cha-
rangon devrait nous permettre d’identifier quelle sous-unité pergoit le si-
gnal PA1b.
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L’identification de la ou des sous-unité(s) réceptrice(s) a PAlb
est une étape primordiale pour la compréhension du mécanisme de sensi-
bilité/résistance de PA1b chez I’insecte. Pour cette raison, nous avons en
parall¢le établit une collaboration avec des spécialistes de la V-ATPase
d’insecte afin de compléter notre approche par des méthodes de microsco-
pie électronique et de biochimie, afin d’identifier le site récepteur de
PA1b.

Résultats

Clonage du géne VDAC chez Sitophilus oryzae

Le récepteur a PA1b chez les mammiferes est une VDAC. Cette
protéine existant chez les insectes, il n’est pas exclu qu’elle puisse étre le
récepteur a PA1b chez ceux-ci. Afin de déterminer s’il existe une diffé-
rence de séquences protéiques dans la VDAC pouvant expliquer une diffé-
rence de liaison de PA1b entre le charangon sensible et le charangon résis-
tant, elle a été¢ clonée chez S. oryzae souche sensible (WAA42) et sur sa
lignée quasi-isogénique résistante (IsoR3). La séquence codant cette pro-
téine n’a jamais été identifiée chez S. oryzae, mais est connue chez Dro-
sophila melanogaster (GenBank: BT024247.1). La recherche de séquence
homologue a I’ADNc codant la VDAC de D. melanogaster dans une
banque EST de S. oryzae [PAUCHET '10] a permis de révéler une sé-
quence homologue. Deux amorces nucléotidiques spécifiques de
I’amplification de la VDAC de S. oryzae situées en 5’ et 3° de la séquence
ont pu étre synthétisées (annexe 1). L’amplification PCR, le clonage et le
séquencage des fragments obtenus a partir de 1’ADNc de S. oryzae
WAA42 et IsoR3, ont permis d’obtenir les séquences codant la VDAC de
charangcon sensible (WAA42; EMBL-EBI numéro d’accession
FR870467), et résistant (ISOR3, EMBL-EBI numéro d’accession
FR870468) (figure 18). La traduction de ces séquences nucléiques en sé-
quences protéiques et I’alignement de ces séquences ont révélé une diffé-
rence d’un acide aminé. En position 131, la souche sensible a PA1b pré-
sente une serine, alors que la souche résistante présente soit une serine,

soit une thréonine.
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Figure 18 : Séquences protéiques de la VDAC de charancon sensible
(WAA42) et résistant (IsoR3). L’alignement est réalisé a 1’aide du logiciel
multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). La différence de séquence ob-
servée en position 131 est entourée d’un rectangle bleu. Deux séquences diffé-
rentes ont été retrouvées pour la souche résistante (forme T = une thréonine en po-
sition 131, et forme S = une serine en position 131), dont I’une d’entre elle (forme
T) est identique a la sequence protéique de VDAC issue de la souche sensible.

1.2.2

Clonage des sous-unités du complexe Vo de la V-ATPase

Le complexe Vo de la V-ATPase a été identifié comme récepteur
a PA1b chez I’insecte [CHOUABE '11]. Afin de déterminer si une (ou plu-
sieurs) de ces sous-unité(s) présente(nt) une ou des modifications de sé-
quence protéique pouvant expliquer la différence de liaison de PA1b entre
les charangons sensibles et résistants, les quatre sous-unités de la V-
ATPase du complexe Vo (a, c, d et e) ont été clonées. Ce travail, réalisé a
I’aide d’amorces dégénérées, puis les clones complets obtenus par Race-
PCR a partir d’ADNc de Sitophilus oryzae sensible (WAA42) et résistant
(IsoR3), a été initi¢ par Frédéric Gressent et complété par moi méme.
Apres séquencage et traduction, les séquences protéiques obtenues a partir
de charancgons sensibles et résistants sont comparées. Deux isoformes de
la sous-unité a ont été retrouvées chez S. oryzae (figure 19). L’isoforme
a2 ne présente aucune différence de séquences protéiques entre les
souches sensibles et résistantes de charangon. L’isoforme al présente
quatre différences entre les séquences protéiques obtenues a partir de
WAA42 et IsoR3 (Ala 201 Val ; Gly 437 Asp ; Arg 668 Lys et Glu 670

Lys).
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L’isoforme al présentant des différences de séquences protéiques

entre WAA42 et [soR3, elle a également été clonée chez la souche sen-

sible de S. oryzae Bouriz et dans les souches résistantes China et GV. Les

résultats sont présentés dans le tableau n°3.

V-ATPase al

HAR42
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Consensus
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IS0R3

Consensus
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Consensus
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Consensus
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Consensus
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YLEKTOQAFFSEQDEANGFDSAHKAL IPDDHHISVRGRLGF YAGYINRERY PAFERHLHRISREGHYFLKRAETE TPLEDPTTGHEHYKTYFYAF FOGEQLKTRIKKYCAGFHASLYPCPNTQUERYEHLKG
VLEKTORFFSEQDEANGF HKAL IPODHH TS VRGRLGF YAGY INRERVPAFERHLMRISRGHVFLKRAE TE TPLEOPT TGNEHYKTVFVAF FOGEOLKTRIKKYCAC YPCPNTOOERVEHLKG

gBl 270 280 290 200 10 320 330 340 so0 B0 70 280 39?
VKTRLEDLOL VLHOTODHRNRYLYSVAKELONHSTHY SKHKALYHTLHLFHADYVTKKCL IGECHYP SHDIPNYOKALADGSSACGSSIPSFLHVIDSHELPPTFIRTHKF TRGFONLIDAYGYGSYRECH
VETRLEDLOLVLNOTODHRNRVL VSYAKELONKSTHYSKHKATYHTLNLFHNDY TKKCL TGECHVPSHDIPNYOKALADGSSACGSSIPSFLNVIDSHELPPTF IRTHKF TRGFONL IDAYGYGSYRECN
VEKTRLEDLOLVLNOTODHRNRYL VSVAKELONHS THYSKNKALYHTLNLFNNDVTKKCLIGECHVPSHDIPNVOKALADGSSACGSSIPSFLNVIDSHELPPTFIRTHKF TRGFONLIDAYGYGSYRECN
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
PALYTITTFPFLFAVAFGOCGHATTHFAFGLHL VL AEKKIGANKNEGE IF STFFGGRY ITLLAGIF SFYTGF VYNDLF SKSHNIFGSSMEVNE TALGEGF TLP THEDDTIEGOF TPRENY IGEPYF IGHD
PALYTIITFPFLFAYAFGDCGHALTHFAFGLHL YL AEKKIGANKNEGE IF STFFGGRY LILLHGIF SFYTGF VYNDLFSKSHNIF GSSHEVHE TALGEGF TLP THEDD T LEGQF TPRENY LGEPYF IGHD
PALYTITTFPFLFAYAFGOCGHATTHFAFGLHLYLAEKKIGANKNKGE IF STFFGGRY IILLHGIF SFYTGFYYNDLFSKSHHIFGSSHEYNETALGEGF TLP THEDDTIEGQF TPRENY IGEPYF IGHD
521 530 Sa0 550 S60 570 580 580 600 610 620 630 Ban 650

PYHOYSKNELIFGNSFKRKLS LIFGYAHAIF GYCVSTFNY IHFEOEHOLILOF IPOILLL TFLFLHAY IHAFHKHITYSGOYDHIDTELGSSCAPSYLIYF INHHLFENRDPEEDCDE YHFESUGDYORT
PYHOYSKHEIIFGHSFKHKL STIFGYAHALFGYCYSTFHY IHFKOKHOLILOF IPOILLL TFLFLHHY IHHFHKHITY SGAYDHIDTKLGSSCAPSYLIYF INHHLFKHRDPEKDCDE YHFESOGDYORT
PYHOVSKNKLIFGHSFKNKLSTIFGYAHHIFGVCYSTFNY THFKOKHOL TLOF TPOTLLL TFLFLMAY THHFHKHI TYSGOYDHIOTKLGSSCAPSYLIYF INHHLFKNROPEKDCDE YHFESOGDVORT

651 BEO 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
LVLLALLCTPYHLL GKPTYTHVHNRKKTOKPOTHGNOGKRNGDTNOGL EHNEYTENSTDOPNAPAGOTOVSHOHEEEEPEEEPHGE THVHSATHTIEYVL GTISHTASYL RL MAL S1AHSOL SEVLUNHVFO
LVLLALLCIPYHLLGKPIYIHVNRKKTOKPOTNGNOGKRNGDINOGLERNEVTENS TOPNAPAGOTOVSHOHEEEEPEEEPHGE TMVHSATHTIEYVLGTISHTASYLRLMAL SLAHSOLSEVLUNAVFO
LVLLALLCIPYHLLGKPIY IHVYNRKKTOKPOINGNOGKRNGDINOGLEHNEY TENS TOPNAPAGOTOVSHOHEEEEPEEEPHGE TMVHSATHTIEYVLGTISHTASYLRLHAL SLAHSOLSEVLHUNAVFO

781 790 800 a10 a0 |30 840 850 858

HGLKREGF TGCITVYIFFAVHAVF TVAILVLHEGL SAF LHTLRLHMVEFHSKF YSGEGYAFDPF SFKATLAREEEGGE
HGLKREGF TGCITYY IFFAVHAYF TYATL VLHEGL SAFLHTLRLHMYEFHSKF YSGEGYAFDPFSFEATLAREEEGGE
HGLKREGF TGLITYYIFFAYHAYF TYAILVLHEGLSAFLHTLRLHMYEFHSKFYSGEGYAFDPFSFEAILAREEEGGE

Figure 19 : Alignement des séquences protéiques des isoformes al et
a2 de V-ATPase issues de charancons sensibles (WAA42) et résistants
(IsoR3). L alignement a été réalisé a 1’aide du logiciel multalin. Les différences

de séquences protéiques sont entourées d’un carré bleu.
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Acide aminé Acide aminé Acide aminé Acide aminé
201 437 668 670

S. oryzae souche WAA42 (sen-
sible) G

S. oryzae souche Bouriz (sen-
sible)

S. oryzae souche GV (résis-
tant)

S. oryzae souche IsoR3 (résis-

tant) \% L

S. oryzae souche China (résis-
tant)

Tableau n°3 : Comparaison des acides aminés en positions 201, 437, 668 et 670
d’isoformes al de la V-ATPase de S. oryzae sensibles et résistants a PAlb. Les
acides aminés identiques aux souches sensibles (WAA42 et Bouriz) et aux
souches résistantes (IsoR3, GV, et China) sont indiqués en blanc.

La souche Bouriz (sensible) et la souche GV (résistante) présen-
tant des acides aminés identiques en position 201, 437, 668 et 670. Au-
cune des mutations mises en évidence par le séquencage de la sous-unité
al de V-ATPase de S. oryzae n’est spécifique des charancons sensibles ou
résistants.

Les sous-unités d et e de la V-ATPase de S. oryzae souche sen-
sible (WAA42) et souche résistante (IsoR3) ont été clonées et séquencées.
L’alignement de ces séquences protéiques présentées en figure 20 a mon-
tré qu’il n’y a aucune variabilité de séquences protéiques pour ces sous-
unités entre les charangons sensibles et résistants.

La sous-unité ¢ de V-ATPase de S. oryzae a été clonée et sé-
quencée chez les souches sensibles WAA42, Bouriz, et Bénin et chez les
souches résistantes IsoR3, Chine, GV et Mexl. L’alignement des sé-
quences protéiques (figure 21) permet de mettre en évidence la présence
de trois différences (Ser 83 Asn; Tyr 157 Phe et Ala 158 Thr) spécifiques

des souches sensibles et résistantes analysées.
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V-ATPasee

1 10 20 30 40 50 60 70 80 83

| |

HAR42 HGAAALPFIIF TYLHGGYGIVLPIIVPKNPHRGIIOVILHLTGACCHLFHLCCYYAQHNPLIGPRLDKHTILYHARAHGHPLH
ISOR3 HGAAALPFIIFTYLHGGYGIVLPIIVPKNPHRGIIOVILHLTGACCHLFHLCCYYAQHNPLIGPRLDKHTILYHARAHGHPLH
Consensus HGARALPFIIF TYLHGGYGIVLPIIYPKNPNRGIIOVILHLTGACCHLFHLCCYYAQHNPLIGPRLDKHTILYHARAHGNPLN

V-ATPase d

HAR42
ISO0R3
Consensus

HAR42
ISOR3
Consensus

HAR42
ISO0R3
Consensus

Sitophilus=sensible
Sitophilus-resistant
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I I
HKGCIFNIDAGYLEGLCRGFKCGILKQSDYLNLYQCETLEDLKLHLOGTDYGTFLANEPSPLSYSTIDDKLREKLYIEFQHLRNHSYEPLSTFLDFITYSYHIDNIILLITGTLHORPISELIPKCHPLG
HKGCIFNIDAGYLEGLCRGFKCGILKQSDYLNLYQCETLEDLKLHLQGTDYGTFLANEPSPLSYSTIDDKLREKLYIEFQHLRNHSYEPLSTFLDFITYSYHIDNIILLITGTLHORPISELIPKCHPLG
HKGCIFNIDAGYLEGLCRGFKCGILKQSDYLNLYQCETLEDLKLHLOGTDYGTFLANEPSPLSYSTIDDKLREKLYIEFQHLRRHSYEPLSTFLOFITYSYHIDNIILLITGTLHORPISELIPKCHPLG

131 140 150 160 170 180

190 200 210 220 230 240 250 260

I I
SFEQHEATHYARTPAELYNAYLVDTPLAPFFYDCISEQDLDEHNIEIIRNTLYKAYLEAFYDFCKQIGGT TADVHCEILAFEADRRATIITINSFGTELSKDDRAKLYPRCGKLNPDGLARLARADDYEQ
SFEQHEATHYARTPAELYNAYLYDTPLAPFFYDCISEQDLDEHNIEIIRNTLYKAYLEAF YDFCKQIGGT TADVHCEILAFEADRRATIITINSFGTELSKDDRAKLYPRCGKLNPDGLARLARADDYEQ
SFEQHEATHYARTPAELYNAYLYDTPLAPFFYDCISEQDLDEHNIETIRNTLYKAYLEAF YDFCKQIGGT TADVHCEILAFEADRRATIITINSFGTELSKDDRAKLYPRCGKLNPDGLARLARADDYEQ

261 270 280 290 300 310 320 330 340 348

| I
YKAYAEYYAEYSALFEGAGNNYGDKTLEDKFFEHEYHLNYHAFLOQFHFGYFYSYLKLKEQECRNTYHISECYAQKHRAKIDNYIPIF
YKAYAEYYAEYSALFEGAGNNYGDKTLEDKFFEHEYHLNYHAFLOQFHFGYFYSYLKLKEQECRNIYHISECYAOKHRAKIDNYIPIF
YKAYAEYYAEYSALFEGAGNNYGDKTLEDKFFEHEYHLNYHAFLOQFHFGYFYSYLKLKEQECRNIVHISECYAQKHRAKIDNYIPIF

Figure 20 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités d et e
de V-ATPase issues de charancons sensibles (WAA42) et résistant
(IsoR3). L’alignement a été réalisé a 1’aide du logiciel multalin.

V-ATPase c
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

100 110 120 130
1 1

HADAF TEAGPYYGPFFGYI

IIFSSLGAAYGTAKSGT LINKCIIPYVHAGIIAIYGLYISYLIVS
HADAFTEAGPYYGPFFGYHGAASALIFSSLGARYGTAKSGTGIAANSYHRPELIMKCITPYVHAGIIATYGLYISYLIVS

HADAFTEAGPYYGPFFGYHGARSALIFSSLGAAYGTAKSGTGIARNS YHRPELIHKCIIPYYHAGIIAIYGLYISYLIYS)
140 150 159

LST
INT
InTl

PTYTLYKGFLHLGAGLAYGFSGLARGFATGIAGDAGYRGTAQQPR
PTYTLYKGFLHLGAGLAYGFSGLARGFATGIAGDAGYRGTAQQPR
PTYTLYKGFLHLGAGLAYGFSGLARGFATGIAGDAGYRGTAQQPR

131

Sitophilus-sensible
Sitophilus-resistant
Consensus

LFYGHILILIFAEVLGLYGLIVA]YLYAK
LFYGHMILILIFAEYLGLYGLIVAYYLFTK
LFYGHMILILIFAEYLGLYGLIVAYYL%aK

Figure 21 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités c de
V-ATPase issues de charancons sensibles et résistants. « Sitophilus sen-
sible» représente les séquences (identiques) des souches WAA42, Bouriz et Bé-
nin. La séquence « Sitophilus résistant » représente les séquences des souches
IsoR3, GV, Chine, et Mex1. L alignement a été réalisé a 1’aide du logiciel multa-
lin. Les différences de séquences sont encadrées par un rectangle bleu.

1.2.3 Recherche de sous-unités ¢’ et ¢’ de la V-ATPase et de la protéine Ac45 chez

S. oryzae

Le complexe Vo de la V-ATPase de Manduca sexta a été défini
comme ne comportant qu’une seule isoforme de la sous-unité c, alors que
trois formes sont retrouvées chez la levure (c, c’, et ¢’’). La protéine Ac45
est liée au complexe Vo chez le beeuf. Elle a été identifiée chez Drosophi-
la melanogaster, mais pas chez M sexta. L’existence d’une autre forme de

sous-unité c et de la protéine Ac45 a donc été recherché chez S. oryzae. La
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sous-unit¢ ¢’ de S. cerevisiae (numéro d’accession GenBank
NM_001184048), la sous-unité c’’ de S. cerevisiae (numéro d’accession
GenBank NM_001179156) et la protéine Ac45 de D. melanogaster (numé-
ro d’accession GenBank: AE003834) ont été utilisées pour rechercher des
homologues potentiels dans une banque EST de S. oryzae [PAUCHET '10].
Aucune séquence homologue de ¢’ n’a été identifiée dans la banque
d’EST de S. oryzae. Une séquence homologue de c¢’’ a été identifiée (Sor-
zae_assembly genbank.accurate. 1rc361). Cette séquence a été clonée et
séquencée a partir de ’ADNc de S. oryzae sensible (WAA42) et résistant
(IsoR3). L’alignement de ces séquences est présenté en figure 22. Aucune
différence n’est observée entre les séquences protéiques traduites des

genes des charangons de souche WAA42 et de souche IsoR3.

10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

c’ like-HAR4Z HRYOLLOTASYLTLSYGTILYLYYVLTGKGEQYSLAHLLTNISPYHHASHEIGLSYALSYYGAATGIYTTGASIVGAGYKAPRIKTKHLISIIFCEAYATYGLITATYLTSSFOSYNEERALTDDTYRIN
c’’like-IsoR3 HRYALLATASYLTLSYGTILYLYYVLTGKGEAYSLAHLLTHISPYHHASHETGLSYALSYYGAATGTYTTGASTVGAGYKAPRIKTKHLISTIFCEAYATYGLTTATYL TSSFASYNEERALTDDTYRTH
Consensus  HRYOLLOTASYLTLSYGTILYLYYYLTGKGEQVSLAHLLTHISPYHHASHGIGLSYALSYYGAATGIYTTGASIYGAGYKAPRIKTKHLISIIFCEAYATYGLITATYL TSSFOSYNEERALTDDTYRIN

131 140 150 160 170 180 190 200 205

1 |
c’’like-HAR42 HFHGSOTTFGAGTTVGFYHLFCGTSYGIYGSGARTADAANKSLFYKTLTITETFGSATGLFGLIVGYYL TAKGSHG
c”’like=IsoR3 HFHGSOIIFGAGTTVGFYNLFCGISYGIYGSGAAIADAANKSLFYKILITEIFGSALIGLFGLIVGYYL TAKGSHG

Consensus HFHGSOTTFGAGTTYGFYHLFCGISYGIVGSGAATADAANKSLFYKILTTETFGSATGLFGLTIYGY YL TAKGSHG

Figure 22 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités c’’-
like de V-ATPase issues de S. oryzae sensible (¢’’ like-WAA42) et ré-
sistant (¢’ like-IsoR3). L’alignement a été réalisé a ’aide du logiciel multa-
lin.

Une séquence homologue a la séquence codante pour la protéine
Ac45 de D. melanogaster (numéro d’accession NP_610470.1) a été identi-
fiée, clonée et séquencée a partir de I’ADNc de S. oryzae sensible
(WAAA42) et résistant (IsoR3). L’alignement de ces séquences est présenté
en figure 25. Une différence de séquence protéique est observée entre les
séquences protéiques issues des charancons de souche WAA42, et de
souche IsoR3, en position 218 une thréonine est remplacée par une lysine.

Cette séquence a également été clonée et séquencée a partir de
I’ADNc de S. oryzae souche GV (résistante). En position 218, la séquence
de GV présente une thréonine, tout comme la souche sensible WAA42.
Cette différence de séquence n’est pas spécifique a un phénotype, elle ne
peut donc pas expliquer la différence de liaison de PA1b entre le charan-

¢on sensible et résistant.
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1 10 20 30 an 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I 1

Acdblike=HAR4Z HHGTKSTSDPY¥PALHKLSONSFKDYISD¥LKSHPTYVLFYEQSLSPEDFGORDRLGNSPFNYLSKARKSSKYTYLPYVONPIKAIRHSSEDVFETSIEOL THDYEIPDSKYITYALHDARDHEQRFDLLK
AcdSlike-IsoR3 HHGTKSTSDPYPALHKLSONSFKDYISDYLKSHPTYYLFYEQSLSPEDFGORDRLGHSPFHYLSKARKSSKYTYLPYYONPIKAIRHSSEDYFETSIEQL TDDYEIPDSKYITYALNDARDHNEQRFDLLK
Consensus  HHGTKSTSDPYPALHKLSQNSFKDY ISDYLKSHP TYYLFYEQSLSPEDFGORDRLGNSPFNYLSKARKSSKYTYLPYYONPIKAIRHSSEDYFETSIEQLT #DVEIPDSKYIIYALNDARDNEQRFDLLK

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I
Acd5like-HAR42  RHDSFIASYYEKPLKDDSHYLAF YTAHRASHIGSGEIHSRKSRALFARSDENSPHAYFSESIFF Y TSGHANYTLHHNVETYALSYRE THJTDSYYLTGAANTSHIOFSLDFLKSSTGYHYTOSYHL TYHN
AcdSlike-IsoR3 RHDSFIASVYEKPLKDDSHYLAFYTAHRASHIGSGEIHSRKSRALFARSDEQSPHOYFSESIFFYTSGHANYTLHHNVETYALSYREKN JTDSYYLTGAANTSHIOFSLDFLKSSTGYHYIOSVHLTYHN

Consensus  RHOSFIASYYEKPLKDDSHYLAFYTAHRASHIGSGEIHSRKSRALFAASDENSPHOYFSESIFFYTSGHANYTLNNHYETYALSYREKN JTDSVYLTGAANTSHIOFSLOFLKSSTGYHYIASYHL TYHN

261 270 280 290 300 310 320 330 34 350 360 370373
I

|
AcdSlike-HAR4Z  TLTOFHIHGSTYAPFRFSYACGDATFGHATAGITLPAFAYAPYFLSTIFTKOGKFDDPYHCYGFTTIPTHSGLFYTFILHITHSTGL THHHDIK THDRFDDAKGKTITTIHYSE
Acd5like=IsoR3 TLTOFNINGSIYAPFRFSYACGDOTFGHATAGITLPOFOYOPYFLSTIFTKOGKFDDPYNCYGFTTIPIHSGLFYTFILHITHSIGL THHNDIKTHDRFDDAKGKTITINYSE
Consensus  TLTOFHINGSTYAPFRFSYACGDOTFGHATAGITLPOFQVOPYFLSTIFTKAGKFDDPYHCYGF TTIPTHSGLFYTFILHITHSTGL THHHDIKTHORF DDAKGKTITINVSE

Figure 23 : Alignement des séquences protéiques des sous-unités Ac45-
like de V-ATPase issues de S. oryzae sensible et résistant. Les différences
de séquences sont entourées d’un rectangle bleu. L’alignement a été réalisé a
I’aide du logiciel multalin

1.2.4 Comparaison des sous-unités du complexe Vo de la V-ATPase de S. oryzae
avec celles correspondantes d’autres organismes

Nous avons recherché dans les bases de données les séquences
avec la séquence protéique des sous-unités al, a2, ¢, ¢’’, d, e, et Ac45 de
la V-ATPase chez d’autres organismes. A 1’aide du logiciel Clustal Ome-
ga, I’identité entre chacune de ces séquences et celle de S. oryzae a été dé-
terminée. Les résultats sont présentés dans le tableau n°4 et ils montrent
que la sous-unité ¢ de la V-ATPase est une protéine trés conservée, dans
I’ordre des insectes, mais également, au sein des autres organismes testes.
En effet la sous-unité ¢ de la V-ATPase de S. oryzae présente une identité
de 76% avec la sous-unité humaine correspondante, qui fait partie d’un
autre embranchement, et de 72%, avec celle de la levure S. cerevisiae qui
fait partie d’un autre régne. La sous-unité¢ d de la V-ATPase de S. oryzae
est également trés conservée au sein du régne animal puisqu’elle présente
un pourcentage d’identité supérieur a 75% chez les especes animales tes-
tées. Les sous-unités al, a2, ¢’ et e de S. oryzae, présentent des pourcen-
tages d’identité avec les espéces testées beaucoup moins importants. Ac45
est la protéine qui présente le moins d’identité de séquence entre celle de
S. oryzae et celle des especes testées. De plus cette protéine n’est pas pré-
sente chez S. cerevisiae, et nous n’avons pas pu trouver de séquence cor-

respondante chez I’arachnide Ixodes scapularis.

Vanessa Eyraud 112
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Partie 3 /Résultats et discussion

Tableau n°4 : Pourcentage d’identité entre les sous-unités al, a2, ¢, ¢’, d, e et
Acd5 de la V-ATPase de S. oryzae et celles d’autres organismes. Le calcul
d’identité est réalisé par le logiciel Clustal Omega. * : aucune séquence protéique
correspondante n’a pu étre identifiée dans les bases de données. ** : la protéine
Acd45 n’existe pas chez S. cerevisiae.

1.2.5 Complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae par les sous-unités c, d et e
de la V-ATPase de S. oryzae
Espéce Classification al a2 c c”’ d e Ac45

Tribolium casta-

neum

Drosophila mela-

nogaster

Ixodes scapularis

Homo sapiens

Caenorhabditis
elegans

Saccharomyces
cerevisiae

Classe : insecte

86.04 76.52 85.53 65.85 94.54 90.39 30.96
Ordre : Coléoptere
Classe - insecte 75.66 67.76 83.02 66.34 89.08 61.73 21.66
Ordre : Diptere
Classe : arachnide 51.60 54.00 75.64 63.64 77.01 49.37 &
Vertebrés 64.53 54.80 76.77 54.00 78.45 40.74 15.62
Nématodes 59.55 50.00 65.41 53.17 76.72 39.76 10.68
Regne : champi-
39.76 35.66 72.0 53.50 48.39 19.18 *x

gnon

Il existe des souches de levure S. cerevisiae déficientes pour les
sous-unités a, c, d et e de la V-ATPase. La complémentation fonctionnelle
de ces différentes souches de levures par les sous-unités c, d et e de S.
oryzae a été envisagée.

Apres insertion par PCR des sites de restriction BamHI et Xhol
en 5’ et 3’ des séquences codant les sous-unités c, d et e de la V-ATPase
de S. oryzae, chaque séquence est insérée dans le vecteur d’expression de
levure pYES2 par couper /coller enzymatique (Figure 24). Le géne VMA3
(geéne de la sous-unité ¢ de la V-ATPase de levure) est également cloné a
partir de la souche BY4741 (souche non mutée) afin de servir de témoin
positif pour cette expérimentation, et est inséré dans le vecteur
d’expression pYES2 de la méme fagon que précédemment. L’insertion

correcte des cDNAs dans le vecteur d’expression est vérifiée par séquen-

cage.
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BamH]I Xhol

— pYES2 —] pGAL1>—‘ Sous umité de V-ATPase CYC1L

Figure 24 : Insertion du cDNA de S. oryzae dans le vecteur pYES2.
Les ADNCc des sous-unités ¢, d ou e de la V-ATPase de S. oryzae, ou de la sous-
unité ¢ de S. cerevisiae (en vert) sont insérés dans le vecteur d’expression
pPYES2, sous le contr6le du promoteur inductible pGAL1 et du terminateur
CYC1, au niveau des sites de restriction BamHI et Xhol (indiqués en rouge).

Les levures déficiences pour une des sous-unités de la V-ATPase
sont incapables de pousser a une température de 37°C ou a un pH de 7,5.
La complémentation de la V-ATPase de S. cerevisiae doit entrainer une
restauration de sa fonctionnalité¢ et donc la capacité a pousser en condi-
tions extrémes (pH et température élevés).

Les vecteurs pYES2-V-ATPase-c-WAA42, pYES2-V-ATPase-c-
IsoR3 et pYES2-VMAZ3 sont insérés dans S. cerevisiae YEL027w, une
souche déficiente pour le géne VMA3. La complémentation de la souche
S. cerevisiae YELO027w transformée par ces différents vecteurs
d’expression a été définie par comparaison de leur croissance en milieu a
pH 7,5 et a pH 5,5 avec la souche S. cerevisiae non transformée, pendant

cing jours apres la mise en culture (figure 25).
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pHS5.5

S. cerevisiae YELO27w S. cerevisiae YELO2Tw

S.cerevisiae YELO2TW  vpq) V.ATPasec WAA42  pYES2-V-ATPase-cIsoR3

Figure 25 : Test de complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae
YELO027w par les sous-unités ¢ de S. orizea sensible (WAA42) ou résis-
tant (IsoR3) a PAlb. La souche S. cerevisiae YELO27w, non transformée,
transformée par le vecteur pYES2-V-ATPase-c-WAA42 ou pYES2-V-ATPase-c-
ISOR3 est mise a pousser sur milieu inductif solide a pH5,5 ou 7,5. La croissance
est évaluée cing jours aprés la mise en culture.

Les résultats présentés sur la Figure 25 montrent qu’en milieu
acide (pH 5,5), la souche S. cerevisiae YELO27w présente une croissance
plus faible que la méme souche transformée par les vecteurs pYES2-V-
ATPase-c-WAA42 ou pYES2-V-ATPase-c-IsoR3. En milieu basique, la
souche S. cerevisiae YELO27w non transformée ne présente aucune crois-
sance alors que les deux souches transformées par pYES2-V-ATPase-c-
WAA42 et pYES2-V-ATPase-c-IsoR3 présentent une croissance ralentie.
La sous-unité¢ ¢ de V-ATPase de charangon permet une complémentation
fonctionnelle du géne VMA3 chez S. cerevisiae YELO27w.

Le manque de reproductibilité de la complémentation fonction-
nelle en fonction du pH nous a conduit a réaliser un test de complémenta-
tion fonctionnelle dans des conditions de haute température. La complé-
mentation de la souche S. cerevisiae YELO27w transformée par les
vecteurs pYES2-V-ATPase-c-WAA42 ou pYES2-V-ATPase-c-IsoR3, est

définie par comparaison de leur croissance a température élevée (37°C)
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avec la souche S. cerevisiae YELO27w pYES2-V-ATPase-VMA3. Les ré-

sultats sont présentés en figure 26.

pYES2-V.
WAA42

Figure 26 : Test de complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae
YELO027w par les sous-unités ¢ de S. oryzae sensible (WAA42) ou résis-
tant (IsoR3) a PA1b ou par la sous-unité c de S. cerevisiae. La souche S.
cerevisiae YELO027w transformée avec le vecteur pYES2-V-ATPase-c-WAA42,
pYES2-V-ATPase-c-ISOR3, ou pYES2-V-ATPase-c-VMAS sont mises a pousser
sur milieu inductif solide a 37°C. La croissance est évaluée six jours aprés la mise
en culture.

Au troisiéme jour apres la mise en culture sur milieu inductif, la
souche S. cerevisiae YEL027w transformée par le vecteur d’expression
pYES2-V-ATPase-c-VMA3 a eu une croissance beaucoup plus importante
que les souches transformées par pYES2-V-ATPase-c-WAA42 ou pYES2-
V-ATPase-c-IsoR3 qui n’ont qu’une croissance trés faible a peine visible.
Au sixiéme jour apres la mise en culture sur milieu inductif, les souches
transformées par pYES2-V-ATPase-c-WAA42 ou pYES2-V-ATPase-c-
IsoR3 montrent une croissance moindre que celle transformée par pYES2-
V-ATPase-c-VMA3. L’expression hétérologue de la V-ATPase ¢ de S.
cerevisiae permet la complémentation fonctionnelle de la V-ATPase
puisque I’on observe une restauration de fonction de la V-ATPase.
L’expression hétérologue de la V-ATPase ¢ de S. oryzae, sensible ou ré-
sistant, permet une complémentation partielle chez S. cerevisiae déficiente
pour cette sous-unité.

La restauration de la fonction V-ATPase de S. cerevisiae par les

sous-unités ¢ de S. oryzae sensible et résistant, nous informe que la sous-
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unité ¢ de charangon produite par expression hétérologue en levure est ca-
pable de s’insérer dans le complexe Vo de V-ATPase de levure et de fonc-

tionner avec les autres sous -unités du complexe.

Le vecteur d’expression pYES2-V-ATPase-d, est inséré dans S
cerevisiae YLR44c, une souche déficiente pour le géne VMAG6 (sous-unité
d de V-ATPase de levure). Le vecteur d’expression pYES2-V-ATPase-¢
est inséré dans S cerevisiae YCLO0OSw (Saccharomyces genome database,
numéro d’accession Y03413), une souche déficiente pour le géne VMA9
(sous-unité e de V-ATPase de levure).

La complémentation des souches de S. cerevisiae transformées
est définie par comparaison de leur croissance en milieu a pH 7,5 et a pH
5,5 ou a 27° et 37°C avec les souches de S. cerevisiae non transformées
correspondantes. En milieu acide, ou a 27°C les souches de levure défi-
cientes transformées ou non transformées par le vecteur pYES2-V-
ATPase-d présentent une croissance identique. En revanche au bout de
cinqg jours, la souche transformée par le vecteur pYES2-V-ATPase-d pré-
sente une croissance beaucoup plus importante que la souche déficiente.
L’expression hétérologue de la sous-unité d de la V-ATPase de S. oryzae,
permet une complémentation chez S. cerevisiae déficiente pour cette sous-
unité. La sous-unité d de V-ATPase de charangon permet donc une com-
plémentation fonctionnelle du géne VMAG6 chez S. cerevisiae YLR44c.

Aucune complémentation fonctionnelle n’a pu étre observée dans
les levures exprimant la sous-unité e de la V-ATPase de S. oryzae. En ef-
fet les levures déficientes pour 1’expression de cette sous-unité n’ont pas
présenté de phénotype de croissance altérée pour les conditions testées,
nous n’avons donc pas pu déterminer s’il y avait bien restauration du phé-
notype sauvage, et donc complémentation fonctionnelle par la sous-unité e
de la V-ATPase de charangon.

1.2.6 Sensibilité a la toxine des levures complémentées par les sous-unités c, d et
e du complexe Vo de la V-ATPase de S. oryzae.

Afin de vérifier si la présence d’une des sous-unités ¢, d ou e de
S. oryzae dans la V-ATPase de levure affecte sa sensibilité a PA1b, des

tests de toxicité a PA1b ont été réalisés.
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Les différentes souches transformées sont mises en culture sur
milieu inductif a 37°C, en présence ou en absence de PAIb (1 ml a 1

mg.ml™ étalé par boite de Petri) (figure 27).

S. cereviside YELO2TwW | .S cerevisiae YELN27w 5. cerevisiae YELO2TW | g varovpatng NLO%IN,
' pYES2-V-ATPase.c.| ; e | _ pYES2-V-ATPase-c-
y) . : _ - IsoR3

IsoR3 V4 %

isiae. YELO27w
S2-V-ATPase:c-
VMA3

Absence de PAlb Présence de PAlb

Figure 27 : Test de toxicité a PAlb de S. cerevisine YEL027w expri-
mant les sous-unités ¢ de S. oryzae sensible (WAA42) ou résistant
(IsoR3) ou par la sous-unité ¢ de S. cerevisiae. La souche S. cerevisiae
YELO27w transformée par le vecteur d’expression pYES2-V-ATPase-c-WAA42,
pYES2-V-ATPase-c-ISOR3, ou pYES2-V-ATPase-c-VMA3 est mise en culture
sur milieu inductif solide a 37°C, en présence (photo de droite) ou en absence
(photo de gauche) de PA1lb (1 ml & 1 mg ml™ par boite de Petrie). La croissance
est évaluée cing jours aprés la mise en culture.

Cinq jours aprés la mise en culture, on ne constate aucune diffé-
rence de croissance entre les levures exprimant les cDNAs des sous-unités
¢, d ou e de la V-ATPase de S. oryzae ayant poussé en présence ou en ab-
sence de PA1b. PA1b ne présente donc aucune toxicité a la concentration
testée pour les V-ATPase de levure comportant ou non ces sous-unités.

Des tests de liaison a PA1b I'* sont réalisés sur des extraits
membranaires (fractions sédimentant a 3 000 g, 10 000 g et 45 000g), de
S. cerevisiae non transformée, ou transformée avec les différents vecteurs
d’expressions. Aucune activité spécifique de liaison n’a pu étre montrée
dans aucune des fractions protéiques testées, et ce pour les levures trans-
formées par les cDNAs des trois sous-unités de la V-ATPase de charan-
con.
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Tableau n°5 : Complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae déficientes pour les
sous-unités ¢, d ou e de la V-ATPase, et résultats du test de liaison a PAlb.

Vecteurs Souche S. cerevisiae Cornple'mentatlon Sensibilité a Liaison a PAl1b
fonctionnelle PAlb

pYESS2-V-ATPase-c- YELO027w (délétion de la sous- oui non non
WAA42 unité ¢ de V-ATPase

pYES2-V-ATPase-c- YELO27w (délétion de la sous- oui non non
IsoR3 unité ¢ de V-ATPase)

YELO027w (délétion de la sous- .
PYES2-V-ATPase-VMA3 unité ¢ de V-ATPase) oui non non
. - YLR447c (délétion de la sous-
pYES-2-V-ATPase-e unité ¢ de V-ATPase non non non
Yes2-V-ATPase-d YCLO0O5w (délétion de la sous- oui non non

unité d de V-ATPase)

1.3 Discussion

Chez les mammiféres le récepteur a PAlb est un canal ionique
nommé VDAC [DUN '08]. Cette protéine est également retrouvée chez les
insectes, il est donc envisageable qu’elle puisse étre le récepteur a PAlb
chez ceux-ci. Le clonage de la séquence codant pour cette protéine chez S.
oryzae sensible a PA1b (WAA42), et de sa lignée quasi isogénique résis-
tante (IsoR3) n’a pas permis de mettre en évidence une différence de sé-
quence pouvant potentiellement expliquer la différence de liaison de PA1b
entre le charancon sensible et résistant, ce qui montrerait que cette pro-
téine n’est pas le récepteur a PA1b chez I’insecte.

Le complexe Vo de la V-ATPase a été identifié comme récepteur
a PA1b chez I’insecte [CHOUABE '11]. L’identification de la ou des sous-
unité(s) du complexe Vo réceptrice(s) a PAlb est une étape primordiale
pour la compréhension du mécanisme de sensibilité/résistance chez
I’insecte. Une différence de séquence protéique entre les sous-unités du

complexe Vo de la V-ATPase de S. oryzae sensible et résistant pourrait
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expliquer la différence de liaison de PA1b sur ce complexe. Chez M. sex-
ta, seules quatre sous-unités sont connues pour former le complexe Vo : a,
c, d et e. L’analyse des V-ATPases chez d’autres organismes a permis de
révéler I’existence d’autres sous-unités : les sous-unités ¢’ et ¢’ décou-
vertes chez la levure, et la protéine Ac45 identifiée chez Bos Taurus et par
la suite chez D. melanogaster. Des homologues de ces séquences ont été
recherchées sur une banque EST de S. oryzae ce qui a permis de mettre en
évidence I’existence d’une sous-unité c’’-like de la V-ATPase et de la
protéine Ac45-like. Les séquences codantes pour les sous-unités a, c, d, e
et Ac45-like ont été clonées chez une souche de S. oryzae sensible
(WAA42) et sur sa lignée quasi isogénique résistante (IsoR3). Les résul-
tats ont révélés que les sous-unités a2, d, e, ¢’’-like, et Ac45-like ont une
séquence protéique identique chez S. oryzae WAA42 et IsoR3, une diffé-
rence de ces séquences n’est donc pas impliquée directement dans
I’absence de liaison de PA1b chez S. oryzae résistant. L’isoforme al pré-
sente quatre acides aminés différents entre les souches WAA42 et IsoR3
(Ala 201 Val ; Gly 437 Asp ; Arg 668 Lys et Glu 670 Lys), mais la souche
Bouriz, sensible a PA1b et la souche résistante GV présentent les mémes
acides aminés, ce qui montre que ces mutations ne sont pas spécifiques de
la sensibilité ou de la résistance a PA1b.

La comparaison des séquences protéiques de la sous-unité c de la
V-ATPase de S. oryzae WAA42 et IsoR3 a montré trois différences
d’acide aminé (Ser 83 Asp; Tyr 157 Phe et Ala 158 Thr). L analyse de sé-
quence de cette sous-unité dans d’autres souches de S. oryzae, (Bouriz et
Bénin qui sont des souches sensibles, et GV, Chine et Mex1, qui sont des
souches résistantes) montre que pour les séquences étudiées, les acides
aminés présents en position 83, 157 et 158 sont spécifiques d’un phéno-
type sensible ou résistant. PA1b agissant a 1’extérieur des cellules, seules
les parties extracellulaires de cette protéine peuvent étre la cible de PA1b.
Lorsqu’on regarde une modélisation de cette protéine chez M. sexta (fi-
gure 28) on s’apercoit que les trois acides aminés qui différent entre les
souches sensibles et résistantes de S. oryzae sont situés sur la partie extra-
cellulaire, 1a ou PA1b peut potentiellement agir.

Toutefois, il semble que les positions 157 et 158 soient peu im-
portantes pour le maintien du caractére sensible de 1’insecte. En position
157, une tyrosine, un acide aminé aromatique, est remplacée chez I’insecte

résistant par un autre acide aminé aromatique, la phénylalanine. Ce chan-

Vanessa Eyraud 120
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Partie 3 /Résultats et discussion

gement d’acide aminé entraine trés peu de changement de propriété de la
protéine, et n’est donc probablement pas impliqué dans I’interaction avec
PA1b. En position 158, la sous-unité ¢ de la V-ATPase de la souche résis-
tante de S. oryzae présente une thréonine, tout comme chez la plupart des
insectes, dont M. sexta, dont la V-ATPase est sensible a PA1b. Seule la
différence d’acide aminé en position 83 peut donc potentiellement étre

responsable du caractére sensible ou résistant chez S. oryzae.
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Figure 28 : Structure secondaire putative de la sous-unité c¢ de la V-
ATPase de M. sexta [WIECZOREK '03]. La position des acides aminés spéci-
fiques des phénotypes sensible/résistant chez S. oryzae est pointée d’une fléche
bleue.

Ces résultats nous ont conduit a fortement suspecter la sous-unité
c de la V-ATPase comme étant le récepteur a PA1b chez I’insecte. Chez la
levure, la V-ATPase n’est pas essentielle a la vie [PERZOV '01], et il
existe des souches de S. cerevisiae déficientes pour chacune des sous-

unités de la V-ATPase. Afin de vérifier si la sous-unité ¢ de la V-ATPase
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est le récepteur a PAlb chez I’insecte, nous avons exprimé dans une
souche de S. cerevisiae déficiente pour cette sous-unité, les sous-unités c
sensible et résistante de S. oryzae. Cette expérimentation a déja été réali-
sée avec succeés en complémentant cette souche de S. cerevisiae par la
sous-unité ¢ de la V-ATPase de D. melanogaster [FINBOW '94]. La res-
tauration de la capacité de la levure déficiente a se développer dans des
conditions non optimales (37°C ou a pH 7,5) prouve que la sous-unité ¢
de la V-ATPase de S. oryzae souche WAA42 ou IsoR3 peut complémen-
ter, au moins partiellement la déficience du géne VMA3 (géne codant la
sous-unité ¢ de la V-ATPase de S. cerevisiae). La sous-unité ¢ de la V-
ATPase de charangon est donc bien produite par la levure et de manicre
fonctionnelle puisqu’elle peut intégrer et fonctionner avec les autres sous-
unités du complexe Vo de la V-ATPase de S. cerevisae. La présence de
PA1b dans le milieu de culture a une dose relativement élevée (1 ml a 1
mg.ml™” par boite de Petri) n’affecte en rien la croissance de ces levures,
qu’elles soient complémentées par la sous-unité c de la V-ATPase sensible

12
> n’est

ou résistante a PA1b. De plus, aucune activité de liaison a PA1b-I
détectable chez les levures transformées. Ces résultats montrent que la
présence de la sous-unité ¢ de la V-ATPase n’est pas suffisante pour que
PAlb se lie a son récepteur, mais ils ne permettent pas de rejeter
I’hypothese selon laquelle la sous-unité ¢ de la V-ATPase est impliquée
dans la perception de PA1b. La plupart des inhibiteurs connus de la V-
ATPase, tels que la bafylomicine ou I’apicularen ne se fixent pas sur une,
mais sur deux sous-unités du complexe Vo de la V-ATPase [OSTERESCH
'"12].

L’identification de la sous-unité de la V-ATPase réceptrice de
PAT1Db chez I’insecte a également été entreprise par d’autres méthodes, en
collaboration avec Stephen Muench (Univ. Leeds, GB), et Markus Huss
(Univ. Osnabrueck, All). La liaison de PAlb-biotinylé avec le complexe
V-ATPase de M. sexta a pu étre visualisée par cryo-microscopie électro-
nique (figure 29). Les résultats ont montré que la protéine PA1b semble se
lier sur le complexe Vo de la V-ATPase, et plus particuli¢crement sur
I’anneau de sous-unité ¢, du coté extracellulaire et a 1’opposé de la sous-
unité a. Les sous-unités a et d semblent donc exclues du site de perception
de PA1Db. Cependant, I’anneau rotatif serait constitué de 10 sous-unités c
alors qu’une seule molécule de PA1b se fixe sur cet anneau. De plus ces

résultats sont en contradiction avec 1’absence de liaison de PA1b sur les
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levures complémentées par la sous-unité ¢ de la V-ATPase de S. oryzae
sensible a PA1b.

Figure 29 : Visualisation de la liaison PAlb-V-ATPase par cryo-
microscopie électronique. a. Reconstruction de la V-ATPase de M. sexta par
microscopie électronique. La position des différentes sous-unités de V-ATPase
est indiquée en couleurs. b. Représentation de la liaison de la V-ATPase de M.
sexta avec la protéine PAlb, dans la méme orientation que a. La protéine PAlb
biotinylée est repérée grace a sa liaison a la streptavidine. L’ensemble est pointé
d’une fléche bleue sur la représentation. (D’aprés [MUENCH '14]).

Afin de déterminer si la sous-unité ¢ de la V-ATPase est bien ré-
ceptrice de PA1b, des expériences de marquage par photo-affinité ont été
réalisées. Le complexe de la V-ATPase a été purifi¢ a partir d’intestin de
M. sexta, et a été marqué a 1’aide d’un PA1b comportant un groupement
benzophénone (sur la Metl2, ce qui ne modifie pas les capacités de liaison
de la protéine) ainsi qu’un marquage a l’iode 125. L’irradiation aux
rayons UV induit la liaison covalente de PAlb-benzophénone avec la ou
les protéines les plus proches. Les différentes sous-unités de la V-ATPase

sont ensuite séparées par SDS-PAGE, et PA1b-1'* est détecté par autora-
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diographie. Les résultats sont présentés en figure 30 et ils permettent de
montrer qu’une bande radioactive est détectable dans la zone de migration
de la sous-unité e de la V-ATPase. Cette sous-unité est donc probablement

impliquée dans la perception de PA1b.

mOo o

T T NS T
0’0V 1’0V 10°UV 10°UV

Figure 30 : Identification de la sous-unité de la V-ATPase réceptrice
de PA1b par photo-affinité et marquage radioactif. A. Gel SDS-PAGE
coloré a I’argent, montrant la zone de migration des différentes sous-unités du
complexe V-ATPasique de M. sexta. B. PAlb-benzophénone radiomarqué a
I’iode 125 est incubé en présence de la V-ATPase purifiée de M. sexta. Apres ex-
position aux UV pendant 0, 1 ou 10 minutes du mélange, les protéines composant
le complexe V-ATPase sont séparées sur un gel SDS-PAGE. La présence de
PA1b-1125 est détectée par autoradiographie et les bandes spécifiquement mar-
quées sont encadrées en bleu). T : marquage total, NS : marquage non spécifique.
D’aprés [MUENCH '14].

Ces expériences ont permis de montrer I’importance de la sous-
unité e de la V-ATPase dans la liaison de PA1b sur le complexe Vo. Pour-
tant le séquengage de cette sous-unité chez S. oryzae sensible et résistant
n’a montré aucune différence en faveur d’une interaction de PAIlb sur
cette sous-unité.

La bafilomycine est un inhibiteur de la V-ATPase dont la toxicité
a été testée sur les souches de S. oryzae sensible (WAA42) et sur sa lignée

quasi-isogénique résistante (IsoR3) a PAlb. Les S. oryzae sensibles a
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PAT1D sont sensibles a la bafilomycine (& une dose de 600 ug de bafilomy-
cine par gramme de nourriture), alors que les S. oryzae souche IsoR3 sont
résistants a cette toxine aux mémes doses. Cette souche ne devient sen-
sible qu’a des doses trés élevées (2000 pg.g™"). La modification impliquée
dans la résistance a PA1b de S. oryzae IsoR3 induit donc une modification
du site d’action ou de 1’acceés au site d’action de la bafilomycine, bien
qu’il soit différent pour ces deux toxines. En effet la liaison de PAlb a
son récepteur n’est pas affectée par la présence de bafilomycine (a 10~ M)
dans le milieu [MUENCH '14], ce qui signifie que PA1b et la bafilomicyne
ont une cible différente. La bafilomycine est un inhibiteur de V-ATPase
agissant sur le complexe Vo, en se liant aux sous-unités a et ¢ de la V-
ATPase. Il est envisageable que la sous-unité c de la V-ATPase soit le fac-
teur commun entre PA1b et la bafilomycine. Dans la V-ATPase, les sous-
unités ¢ forment un anneau rotatif composé de 6 a 10 protéines identiques
chez M. sexta. Les deux toxines auraient alors comme site de liaison la
sous-unité ¢, mais sur une position différente, ainsi que la sous-unité a
(pour la bafilomycine) et la sous-unité e pour PA1b.

Ces résultats nous ont incités a réaliser 1’expression hétérologue
de cette sous-unité ainsi que celle des autres sous-unités de la V-ATPase
dans des levures déficientes pour ces sous-unités. La complémentation
fonctionnelle de S. cerevisiae déficiente pour les deux isoformes de sous-
unités a, a déja été testée a I’aide d’une sous-unité homologue humaine et
n’a pas permis de restaurer la fonction de la V-ATPase [OSTERESCH '12].
De plus, les résultats obtenus par microscopie électronique nous ont four-
nis des preuves suffisantes pour conclure que la sous-unité a de la V-
ATPase n’était pas le récepteur & PAlb. La protéine Ac45 n’est pas pré-
sente chez S. cerevisiae, il n’existe donc pas de souche déficiente pour
cette protéine. La complémentation fonctionnelle de levures déficientes a
donc été réalisée a I’aide des sous-unités e et d de la V-ATPase de S. ory-
zae. Nous avons pu observer la complémentation fonctionnelle de la le-
vure défisciente pour la sous-unité d. En revanche, aucune complémenta-
tion de la sous-unité e de levure par sa sous-unité correspondante de S.
oryzae n’a pu étre observée. Une des raisons qui pourrait expliquer cet
échec est le manque d’identité entre les sous-unités e de la V-ATPase de
S. cerevisiae et celle de S. oryzae. En effet les sous-unités ¢ et d de la V-

ATPase de S. oryzae et de S. cerevisiae présentent respectivement 72% et
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42% d’identité, alors que les sous-unités e de la V-ATPase de S. oryzae et
de S. cerevisiae présentent seulement 19% d’identité.

PA1b n’a montré ni activité toxique ni site de liaison chez les
souches de levures exprimant les sous-unités ¢, d ou e de la V-ATPase de
S. oryzae. 1l est probable que 1'absence de capacité de liaison de PA1b sur
les extraits membranaires de la souche de levure complémentée par la
sous-unité ¢ de S. oryzae sensible soit due au faible taux d’identité entre
les sous-unités e de S. oryzae et de S. cerevisiae. Méme si les sous-unités
c de la V-ATPase de S. oryzae et de S. cerevisiae présentent un taux
d’identité important, il persiste certainement une différence ne permettant
pas la liaison de PA1b sur les extraits membranaires de la souche de le-
vure complémentée par la sous-unité e de S. oryzae. En effet, dans
I’hypothese ou le récepteur a PA1b chez ’insecte est constitué des sous-
unités ¢ et e de la V-ATPase, la présence des deux sous-unités de S. ory-
zae est requise pour la liaison de PA1b dans la levure.

Nous avons regardé la diversité des sous-unités du complexe Vo
de la V-ATPase et de la protéine Ac45 chez différents organismes, plus ou
moins ¢éloignés phylogénétiquement. La protéine Ac45 est absente chez S.
cerevisiae et est trés peu conservée dans les espeéces étudiées. Aucune sé-
quence correspondante n’a pu étre identifiée chez 1’arachnide Ixodes sca-
pularis. Les sous-unités al, a2 et ¢’’ de la V-ATPase de S. oryzae présen-
tent une identité avec leurs sous-unités correspondantes dans d’autres
especes bien moins importante que la sous-unité d de la V-ATPase. Cette
sous-unité semble étre trés conservée au sein du régne animal, puisque sur
les espéces testées, le taux d’identité minimum observé avec la sous-unité
de S. oryzae est de 76%. Nos résultats précédents nous conduisant a pen-
ser que le récepteur a PA1b est la sous-unité ¢ et la sous-unité e de la V-
ATPase, nous avons donc élargi ce travail a d’autres espeéces pour ces
deux sous-unités. L’identité entre les sous-unités ¢ de la V-ATPase de S.
oryzae et d’autres organismes a montré que cette protéine est extréme-
ment conservée. En effet, au sein de la classe des insectes, un minimum de
82.9% d’identité a été observé entre les sous-unités ¢ de la V-ATPase de
S. oryzae et celles d’insectes d’ordres différents. La sous-unité c de la V-
ATPase d’arachnide, de crustacé ou de vertébrés, présente une identité
importante (environ 75%) avec la sous-unité correspondante de S. oryzae.
S. cerevisiae est une espéce qui appartient non pas au régne animal, mais

au régne fongique, et sa sous-unité ¢ de la V-ATPase présente un taux
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d’identité de 72% avec la sous-unité ¢ de la V-ATPase de S. oryzae. Ces
résultats montrent que la sous-unité ¢ de la V-ATPase est une protéine tres

conservée.

La sous-unité e de la V-ATPase de S. oryzae, présente une identi-
té de séquence d’un minimum de 61% avec les sous-unités correspon-
dantes des espéces étudiées au sein de la classe des insectes. Ce pourcen-
tage diminue aux alentours des 40% d’identité lorsque I’on compare les
sous-unités e de la V-ATPase d’especes d’autres embranchements comme
les crustacés, les mollusques, les nématodes ou les vertébrés, a la sous-
unité de S. oryzae. Cette identité diminue jusqu’a 19% lorsque I’on com-
pare la sous-unité ¢ de la V-ATPase de S. oryzae avec celle de S. cerevi-
siae qui appartient a un autre régne, ce qui permet de conclure que cette
sous-unité¢ est beaucoup moins conservée entre les différents organismes
que la sous-unité ¢ de la V-ATPase. De plus, pour les conditions testées,
S. cerevisiae déficiente pour cette sous-unité e de la V-ATPase, ne pré-
sente pas un phénotype de croissance altérée dans les conditions testées.
Cette sous-unité ne semble donc pas étre primordiale pour le fonctionne-
ment du complexe V-ATPasique, et sa séquence tolérerait de grandes va-
riations ce qui pourrait expliquer I’importante variabilité observée entre
les organismes. Il a été montré que la sous-unité e de la V-ATPase de M.
sexta est trés glycosylée, contrairement a celle de Bos taurus
[MERZENDORFER '99]. Nous nous sommes interrogés si la glycosylation
de cette sous-unité était caractéristique des insectes. A 1’aide d’un logiciel
de prédiction de modifications post-traductionnelles, nous avons montré
que si M. sexta possédait deux sites potentiels de glycosylation, ce n’est
pas le cas de S. oryzae, T. castaneum ou D. melanogaster. De plus, les
sous-unités e de la V-ATPase de H. sapiens et 1. scapularis possédent un
site potentiel de glycosylation, mais pas celles de S. cerevisiae et C.
elegans. La glycosylation de la sous-unité e de la V-ATPase n’est pas spé-
cifique de ’ordre des insectes, et ne peux donc pas étre responsable de la

spécificité de PA1b aux insectes.
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Partie 3

Chapitre 2

De la liaison de PA1b a la
mort des insectes
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Chapitre 2 / De la liaison de PA1b a la mort des insectes

2.1

Introduction

Le récepteur a PA1b chez I’insecte est le complexe Vo de la V-
ATPase (sous-unités e et peut-étre c) [CHOUABE '11], une pompe a pro-
tons essentielle a la vie des eucaryotes. Chez I’insecte, la V-ATPase est
présente au niveau de la bordure en brosse des intestins, et joue un rdle
primordial dans I’absorption des nutriments [BEYENBACH '06]. Dans un
premier temps, il a été envisagé que ’activité insecticide de PA1b serait
due au blocage de la V-ATPase, ce qui empécherait I’absorption des nu-
triments et entrainerait donc la mort des insectes par famine, mais cette
hypothese est rejetée en raison du caractére dominant de la sensibilité a
PAlb. La raison pour laquelle la liaison de PAlb sur la V-ATPase en-

traine la mort chez Sitophilus oryzae est encore inconnue.

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un mécanisme
essentiel pour la vie des organismes pluricellulaires, qui est trés conservé
a travers I’évolution. L’apoptose est activée lors de phénomeénes tels que
I’élimination des cellules surnuméraires lors du développement, ou pour
I’élimination de cellules génétiquement endommagées. Une cellule qui
entre en apoptose présente des caractéristiques typiques telles que la con-
traction généralisée du volume et du noyau de la cellule, la perte
d’adhérence aux cellules voisines, la formation de cloques sur la surface
cellulaire, le découpage de la chromatine en petits fragments puis la pha-
gocytose rapide de la cellule mourante. Les caspases (Cysteinyl Aspartate-
Specific ProteinASEs) sont des protéines qui sont exprimées dans toutes
les cellules sous forme de pro-caspases inactives, jusqu’a réception d’un
signal d’apoptose ; par clivage elles deviennent alors actives [COHEN '97,
RICHARDSON '02].

Des concentrations nanomolaires d’inhibiteurs de V-ATPases tels
que la bafilomycine ou I’apicularen conduisent clairement a 1’induction de
I’apoptose via I’activation des caspases [NAKASHIMA '03, HONG '06]. Par
exemple la liaison de 1’archazaloide b sur la V-ATPase induit dans un
premier temps un stress énergique dans la cellule, qui, s’il perdure, con-
duit & la mort de la cellule par activation du mécanisme d’apoptose [VON
SCHWARZENBERG '13].
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Chapitre 2 / De la liaison de PAlb a la mort des insectes

L’observation de cellules Sf9 par microscopie électronique a
transmission (Figure 31) a permis de montrer qu’au bout de 24h
d’intoxication par PA1b, un inhibiteur de V-ATPase, induisait des modifi-
cations des cellules telles que la perte de sa forme arrondie, la condensa-
tion de la chromatine, ou 1’apparition de phagosomes, pour finir par la
perte de ’intégrité de la membrane et la fuite du cytoplasme dans le mi-
lieu [RAHIOUI '07]. Ces différentes modifications des cellules étant carac-
téristiques des figures d’apoptose [MARTAU '98, MENESES-ACOSTA '01],
on peut raisonnablement émettre 1’hypothése selon laquelle I’intoxication

par PA1b implique une étape d’apoptose des cellules.

Figure 31 : Morphologie de cellules Sf9 en présence ou absence de
PA1b[RAHIOUI '07]. Les cellules sont incubées en présence ou non de PAlb
(1 mg.ml™) pendant 24 h 4 27°C. Les cellules sont observées au microscope élec-
tronique. (A) Cellule témoin et (B) Cellule intoxiquée par PA1b. Insert: détail du
noyau de la cellule intoxiquée. n, nucleus; p, phagosome.

Afin de vérifier si I’interaction de PA1b avec la V-ATPase induit
I’apoptose chez les insectes sensibles a PA1b, nous avons utilisé des mé-
thodes d’histologie et de biochimie appliquées a des insectes sensibles a

PA1b, mais également sur des insectes résistants (avec ou sans liaison de
PA1b).
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Chapitre 2 / De la liaison de PA1lb a la mort des insectes

2.2 Résultats

2.2.1  Analyse biochimique de l'activité caspase-3 dans les intestins d’insectes

Les insectes utilisés pour ces expérimentations sont des charan-
cons Sitophilus oryzae souche WAA42, qui ont le récepteur a PAlb et
sont sensibles a cette toxine, S. oryzae souche IsoR3, qui ne présente pas
le récepteur a PA1Db, et de ce fait est résistant a cette toxine, et Tribolium
castaneum, des coléopteres qui ont le récepteur, tout en étant insensibles a
la toxine.

Dans un premier temps 1’activité de 1’enzyme caspase-3 est me-
surée dans les intestins de S. oryzae WAA42 alimentés pendant 24 heures
sur un milieu artificiel, additionné de 10% de farine de pois, ou additionné
de PA1b (400 pg.g'de nourriture). Les résultats sont présentés dans la fi-
gure 32.
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Figure 32 : Mesure de Dactivité de la caspase-3 dans les intestins de S.
oryzae WAA42 intoxiqués par PAlb. Les charangons sont nourris sur un
milieu artificiel composé de farine de blé (courbe rouge), additionnée de 10% de
farine de pois (courbe verte), ou de PAlb (400 pg par gramme de nourriture,
courbe noire). 24 heures aprés intoxication, 1’activité de la caspase-3 est mesurée
dans les intestins.
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Chapitre 2 / De la liaison de PA1b a la mort des insectes

Le DEVD-pNA est un substrat artificiel, qui est reconnu et clivé
par la caspase-3 active, ce qui libére dans le milieu le pNA, qui émet a une
longueur d’onde de 405 nm. L’augmentation de la DOy lors de
I’expérimentation est caractéristique de la présence d’une activité caspase-
3. Aucune activité¢ de la caspase-3 n’est mesurée chez S. oryzae WAA42
non intoxiqué par PA1b. En revanche on constate une activité de la cas-
pase-3 chez S. oryzae WAA42 intoxiqué avec 10% de farine de pois. Cette
activité est encore plus importante chez les insectes intoxiqués par PA1b.

Une cinétique de 1’activité caspase-3 a été réalisée sur des S. ory-
zae WAAA42 intoxiqués par PAlb, a partir de la troisiéme heure apres le

début de ’intoxication jusqu’au quatriéme jour (figure 33).
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Figure 33 : Cinétique de I’induction de D’activité de la caspase-3 par
PA1b dans des intestins de S. oryzae WAA42 : Les insectes sont nourris
sur milieu artificiel (farine de blé / PA1lb (400 pg.g-1de nourriture) durant des
temps de 0 a 96 heures). L’activité¢ de la caspase-3 est mesurée a partir d’extrait
d’intestins.

L’activité de la caspase-3 est détectable dans les intestins de S.
oryzae souche WAA42 a partir de 6 heures apres le début de
I’intoxication, et augmente fortement jusqu’a la 24°™ heure jusqu’a une

activité atteignant pratiquement les 0,7 picomole par minute et par micro-
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gramme de protéine. L’activité diminue ensuite lentement jusqu’au qua-
triéme jour aprés intoxication ou elle se situe aux environs de 0,4
pmol/min/pg de proteine. L’activité caspase-3 étant & son maximum 24
heures apres le début de 1’intoxication, les insectes seront intoxiqués pen-
dant 24 heures pour tous les tests de mesure de ’activité caspase-3.
L’activité de la caspase-3 induite par PA1b est ensuite mesurée
sur des intestins de S. oryzae souche IsoR3 (résistante a PA1b), intoxiqué
pendant 24 heures sur milieu artificiel (farine de blé / PA1b (400 pg.g™' de
nourriture)), ainsi que sur des intestins de S. oryzae souche WAA42 in-
toxiqué pendant 24 heures sur milieu artificiel contenant soit PA1lb, soit
I’isoforme inactif de PA1b F10A, soit une forme réduite et alkylée de la

toxine & 400 pg.g”' de nourriture (figure 34).
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Figure 34 : Mesure de D’activité de la caspase-3 dans les intestins de S.
oryzae WAA42 et IsoR3. Les S. oryzae WAA42 sont nourris pendant 24h sur
un milieu artificiel composé de farine de blé additionnée de PA1b (courbe noire),
additionnée de ’isoforme inactif F10A (courbe verte), additionnée de PA1b sous
forme réduite et alkylée (courbe cyan) a 400 pg par gramme de nourriture. Les S.
oryzae IsoR3 sont nourris sur un milieu artificiel composé de farine de blé addi-
tionnée de PA1b (courbe rouge). 24 heures aprés intoxication, 1’activité de la
caspase-3 est mesurée a partir d’extraits d’intestins.
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Apres 24 heures, les S. oryzae WAAA42 intoxiqués par PA1b pré-
sentent une activité caspase-3 tout au long de I’expérience. Au contraire,
ceux intoxiqués par 1’isoforme inactif de PA1b F10A, et par une forme ré-
duite et alkylée de PA1lb, ne présentent aucune activité de la caspase-3,
tout comme les S. oryzae IsoR3.

L’activité de la caspase-3 est également mesurée sur des intestins
de S. oryzae WAAA42 et IsoR3 intoxiqués pendant 24 heures, par de la ba-
filomycine, un autre inhibiteur de V-ATPase, a des doses de 150 ou 500
ug par gramme de nourriture (soit 0,25 et 0,8 nM) (figure 35).
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Figure 35 : Mesure de Pactivité de la caspase-3 dans les intestins de S.
oryzae WAA42 et IsoR3 intoxiqué a la bafilomycine. Les S. oryzae souche
WAA42 et IsoR3 sont nourris pendant 24h sur un milieu artificiel composé de
farine de blé additionnée de PAlb a 400 pg (souche WAA42, courbe noire,
souche IsoR3 courbe rouge), ou additionnée de bafilomycine a 500ug (souche
WAAA42, courbe cyan ; souche Isor3 courbe verte) et 150 pg (souche WAA42
courbe bleu) par gramme de nourriture. L’activité de la caspase-3 est mesurée a
partir d’extraits d’intestin.

L’intoxication a la bafilomycine induit une activité caspase-3
dans les intestins de S. oryzae sensible &8 PA1b de maniére plus importante
a la concentration de 500 ug qu’a la concentration de 150 pg par gramme
de nourriture. A ces deux concentrations, la bafilomycine induit une acti-

vité de la caspase-3 moins importante que celle induite par une concentra-
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tion de PA1b a 400 pg.g”"' de nourriture. En revanche, aucune activité de
la caspase-3 n’est présente dans les intestins de S. oryzae IsoR3, intoxiqué
par des doses de bafilomycine de 500ug par gramme de nourriture.

L’effet de PA1b sur ’activité de la caspase-3 est également testé
sur Tribolium castaneum, un coléoptére possédant le récepteur a PA1b,
mais insensible a la toxine. Les 7. castaneum sont intoxiqués pendant 24
heures sur un milieu artificiel composé de farine de blé additionnée de
10% ou 25% de farine de pois. Aucune activité caspase-3 n’est retrouvée
dans les intestins des 7. cataneum alimentés sur un milieu contenant 10%
de PAIb. Lorsque la proportion de farine de pois présente dans

I’alimentation passe a 25%, une 1égere activité de la caspase-3 est visible.

Analyse de l'activité caspase-3 dans les intestins d’insectes par

immunomarquage

En raison des résultats obtenus par les méthodes biochimiques,
les insectes sont intoxiqués pendant 24 heures. Une dizaine de tubes di-
gestifs sont ensuite disséqués, fixés, congelés, coupés et placés sur lames.
La caspase-3 active est révélée par un anticorps primaire anti-caspase-3
active, puis avec un anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa
fluor 488. Du DAPI est ajouté lors du montage de la lame, ce qui permet
la visualisation des noyaux en bleu a 470 nm.

Dans un premier temps, des charangons S. oryzae souche
WAA42 sont alimentés sur milieu artificiel composé soit uniquement de
farine de blé (témoins négatif), soit de farine de blé additionnée de PA1b a
400 pg.g™' de nourriture, soit de farine de blé additionnée du mutant inac-
tif PA1b R21A, a 400 pg.g”' de nourriture. Le marquage de la caspase-3
active dans le tube digestif est visualisé par microscopie a épi-

fluorescence. Les images obtenues sont présentées en figure 36.
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20 ym

S. orizae WAA42 non intoxiqué S. orizae WAA42 intoxiqué PA1b S. orizae WAA42 intoxiqué R21A

Figure 36 : Immunomarquage de la caspase-3 active dans les intes-

tins de S. oryzae souche WAA42, intoxiqué par PA1b. Avant dissection
de I’intestin, les S. oryzae souche WAA42 sont nourris pendant 24 heures sur mi-
lieu artificiel composé de farine de blé uniquement (témoin non intoxiqué, pho-
tographies a et d), additionné de PA1b a 400 pg.g"' de nourriture (photographies
b et ) ou additionné de I’isoforme inactif de PA1b R21A a 400 pg.g"' de nourri-
ture (photographies c et f). Les coupes d’intestin sont visualisées au microscope a
épifluorescence a I’objectif 10X (photographies a, b et ¢) ou a 1’objectif 50X
(photographie d, e et f). La caspase-3 active est localisée dans les cellules en
vert, les noyaux en bleu, et ’autofluorescence en rouge.

Lorsque les S. oryzae WAA42 sont alimentés sur milieu non in-
toxiqué, la forme active de la caspase-3 n’est pas détectée par immuno-
marquage dans les tubes digestifs. Des résultats similaires sont obtenus
lorsque ces charangons sont alimentés sur milieu artificiel comportant
I’isoforme inactif de PA1lb R21A. En revanche, lorsque la souche S. ory-
zae WAAA42 est élevée sur milieu artificiel contenant du PA1b a 400 ug.g
' de nourriture pendant 24 heures, la forme active de la caspase-3 est dé-
tectable sur tout le tube digestif, et de maniére plus appuyée au niveau des
caecas mésentériques.

Dans un second temps, 1’effet de 1’intoxication par PA1b sur la
présence de la forme active de la caspase-3 dans les tubes digestifs est tes-
té sur des insectes résistants ne possédant pas le récepteur (S. oryzae
souche IsoR3) et sur des insectes résistants possédant le récepteur a PA1lb

(T. castaneum). Les S. oryzae sont alimentés sur milieu artificiel composé
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Chapitre 2 / De la liaison de PA1b a la mort des insectes

soit uniquement de farine de blé, soit de farine de blé additionné de PA1b
4400 pg.g” de nourriture. Les T. castaneum sont alimentés sur milieu ar-
tificiel additionné ou non (témoin négatif) de PA1b a 400 pg.g™' de nourri-
ture. Le marquage de la caspase-3 active dans le tube digestif est visuali-
s¢ par microscopie a ¢épi-fluorescence. Les images obtenues sont

présentées en figure 37.

S. orizae IsoR3 non intoxiqué S. orizae 1soR3 intoxiqué PAlb T. castaneum non intoxiqué T. castaneum intoxiqué PA1b

Figure 37 : Immunomarquage de la caspase-3 active dans les intes-
tins de 7. castaneum et de S. oryzae IsoR3 intoxiqués par PAlb. Les
S. oryzae souche IsoR3 et T. castaneum sont nourris pendant 24 heures sur milieu
artificiel seul (témoin non intoxiqué, photographies a, c, e et g), ou additionné de
PA1b 4 400 pg.g”' de nourriture (photographies b f, d et h). Les coupes d’intestin
sont visualisées au microscope a épifluorescence a 1’objectif 10X (photographies
a, b, ¢ et d) ou a I’objectif 50X (photographie e, f, g, et h). La caspase-3 active
est localisée dans les cellules en vert, les noyaux en bleu, et 1’autofluorescence
en rouge.

Aucune activité de la caspase-3 n’est détectée par immunomar-
quage sur les intestins de S. oryzae IsoR3, que se soit en absence ou en
présence de PA1b dans le milieu artificiel. Lorsque les 7. castaneum sont
alimentés sur milieu témoin, aucune activité de la caspase-3 n’est détec-
tée, alors que lorsque le milieu artificiel contient du PA1b, une tres faible

activité de la caspase-3 est détectée sur les tubes digestifs.
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200 um

S. orizae WAA42 S. orizae IsoR3 T. castaneum

Figure 38 : Immunomarquage de la caspase-3 active dans les intes-

tins de 7. castaneum et de S. oryzae intoxiqués par la bafilomycine.
Avant dissection de I’intestin, les S. oryzae et T. castaneum sont nourris pendant
24 heures sur milieu artificiel seul (t¢émoin non intoxiqué, photographies a, c, e et
g), ou additionné de bafilomycine a 150 pg.g™' de nourriture (photographies b f, d
et h). Les coupes d’intestin sont visualisées au microscope a épifluorescence a
I’objectif 10X (photographies a, b, ¢ et d) ou a I’objectif 50X (photographie e, f,
g, et h). La caspase-3 active est localisée dans les cellules en vert, les noyaux en
bleu, et I’autofluorescence en rouge

La bafilomycine est un inhibiteur de la V-ATPase inducteur
d’apoptose. L’effet de 1’intoxication par cet inhibiteur sur la présence de
la caspase-3 active dans les tubes digestifs d’insectes sensibles a PA1b (S.
oryzae souche WAAA42) et sur des insectes résistant & PAlb (S. oryzae
souche IsoR3 et T. castaneum) est testé. Les insectes sont alimentés pen-
dant 24 heures sur milieu artificiel additionné ou non de bafilomycine a

150 pg.g"' de nourriture. Les résultats obtenus sont présentés en figure 38.
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Chapitre 2 / De la liaison de PA1b a la mort des insectes

Les S. oryzae souche WAAA42 et IsoR3 et les T. castaneum ali-
mentés sur milieu artificiel non intoxiqué, ne présentent pas d’activité de
la caspase-3 détectable par immunomarquage dans leurs tubes digestifs.
Lorsqu’il y a addition de bafilomycine dans le milieu artificiel, la caspase-
3 est légerement détectée dans les tubes digestifs de S. oryzae IsoR3 et T.
castaneum. En revanche, un marquage fort de la caspase-3 est détecté
dans les tubes digestifs, particuliérement au niveau des noyaux des cel-
lules intestinales de S. oryzae WAA42

2.3 Discussion

Le complexe Vo de la V-ATPase est le récepteur a PA1b chez
I’insecte [CHOUABE '11]. Mais le mécanisme qui conduit de la liaison de
PA1D sur le récepteur a la mort de I’insecte sensible est jusqu’alors incon-
nu. L’observation au microscope électronique de cellules Sf9 intoxiquées
a permis de mettre en évidence des figures d’apoptose [RAHIOUI '07]. De
plus, dans la littérature, les inhibiteurs connus de la V-ATPase tels que la
bafilomycine et 1’apicularen induisent 1’apoptose des cellules
[NAKASHIMA '03]. Ces données nous ont incitées a rechercher la présence
de marqueur d’apoptose dans les intestins d’insectes intoxiqués par PA1b.
Il existe deux voies d’induction de 1’apoptose, la voie membranaire et la
voie mitochondriale. Ces deux voies enclenchent une chaine d’activation
de protéine caspases qui passe obligatoirement par 1’activation de la cas-
pase-3. Une fois initié, ce phénoméne n’est pas réversible [WOLF '99,
LINK '01].

L’activité de la caspase-3 est mesurée biochimiquement dans des
extraits d’intestin de S. oryzae souche WAA42. Aucune activité de cette
enzyme n’est détectée dans les intestins de S. oryzae non intoxiqués, en
revanche, ’addition de PA1b (pur & 400 pg.g”' de nourriture ou présent
dans la farine de pois) dans le milieu artificiel induit [’activité de cette en-
zyme dans les tubes digestifs des charancons sensibles a PA1b. L’addition
des formes inactives F10A ou PA1b réduit et alkylé n’induit pas 1’activité
de la caspase-3. La forme inactive F10A différe de PA1b par un seul acide
aminé, modifiant sa capacité de liaison au récepteur, mais pas sa structure

générale [DA SILVA '10]. La mesure de I’activité de la caspase-3 réalisée
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sur des extraits d’intestins de S. oryzae résistants a la toxine, et qui ne
posseédent pas le site de liaison a PAlb, n’a révélé aucune activité de cette
enzyme. L’ensemble de ces résultats démontrent que 1’ingestion de PA1b
induit un phénomeéne d’apoptose dans les cellules intestinales de S. oryzae
sensible, et que cet effet passe par sa liaison sur son récepteur.

Les analyses histologiques confirment les résultats précédents en
montrant la présence de la forme active de la caspase-3 dans les coupes
d’intestins de S. oryzae sensible intoxiqués par PA1b, mais pas dans les
intestins de cette méme souche intoxiqués par une forme inactive de
PAlb, ni dans ceux de S. oryzae résistant intoxiqués a PA1b.

L’ensemble de ces résultats nous permet de déterminer que PAlb
provoque la mort des insectes par un mécanisme d’apoptose qui conduit a
la mort des cellules intestinales, puis a la mort de I’insecte. Il a é&té montré
que la liaison de PA1b sur le complexe Vo de la V-ATPase bloquait son
activité ATPasique [CHOUABE '11]. Il est trés probable, tout comme il a
été montré pour un autre inhibiteur de la V-ATPase, ’archazolide [VON
SCHWARZENBERG '13], que le blocage de la pompe a protons induit un
stress énergétique dans la cellule qui serait responsable du déclenchement
de I’apoptose. Lorsque les S. oryzae WAA42 ne sont plus alimentés, en
moyenne ils meurent de faim en 4,53 +/- 0,21 jours aprés le début de la
diete. Lorsque ces mémes insectes sont intoxiqués par une forte dose de
PA1b la TL50 est de 5,23 +/- 1,1. 1l est donc probable que I’intoxication
des charangons par PA1b induit I’apoptose des cellules du tube digestif,

entrainant I’incapacité des insectes a s’alimenter et donc a mourir de faim.

Les T. castaneum sont des insectes insensibles qui possedent le
site de liaison a PA1b. Une dose importante de PAlb (10% de farine de
pois dans le milieu artificiel), tout comme 1’absence de toxine dans le mi-
lieu, n’entrainent pas d’activité de la caspase-3. Une trés forte dose de
PA1b dans le milieu (25% de farine de pois) permet d’obtenir une faible
activité de la caspase-3. Les méthodes d’immunomarquages ont montré
une faible quantité de la forme active de la caspase-3 dans les tubes diges-
tifs de 7. castaneum intoxiqués par PA1b, ce qui n’est pas le cas dans les
tubes digestifs de 7. castaneum non intoxiqués. Chez T. castaneum, et
probablement chez tous les insectes insensibles a PAlb et possédant le
site de liaison, il semble que le mécanisme moléculaire de sensibilité a la

toxine soit présent comme le prouvent les tests de toxicité réalisé sur la
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drosophile, qui montrent qu’un changement de milieu artificiel peut en-
tralner un changement de sensibilité a la toxine. L’ingestion de PA1b puis
sa liaison sur le récepteur peut entrainer I’apoptose des cellules, mais un
mécanisme de résistance encore inconnu semble empécher la fixation de
PAT1D sur son récepteur, et donc empécher 1’apoptose.

La bafilomycine est un inhibiteur de la V-ATPase connue pour
induire I’apoptose des cellules intoxiquées. L’intoxication des S. oryzae
WAAA42 par la bafilomycine induit une activité caspase-3 dans les extraits
de tubes digestifs, tandis que 1’intoxication de S. oryzae souche IsoR3 ou
de T. castaneum par la bafilomycine n’induit aucune activité de la cas-
pase-3. La bafilomycine est un inhibiteur connu pour agir sur toutes les V-
ATPases, pourtant elle n’induit pratiquement aucune activité de la cas-
pase-3, donc de 1’apoptose sur les S. oryzae IsoR3 et T. castaneum, alors
qu’elle induit 1’apoptose des S. oryzae WAA42 sensibles a PA1b. Ces ré-
sultats sont en accord avec les tests de toxicité réalisés sur S. oryzae, qui
montrent une insensibilité a la bafilomycine de la souche IsoR3 a la dose
importante de 600 pg.g”' de nourriture, alors que la souche WAA42 est
sensible pour cette méme concentration. La souche IsoR3 étant une lignée
quasi-isogénique de la souche WAA42, sélectionnée sur le caractere résis-
tant a PA1b, il est trés probable que ce soit la différence responsable de la
résistance a PA1b, qui induit également une résistance a la bafilomycine
chez la souche IsoR3.

Nous avons également entrepris la co-localisation par immuno-
marquage de la V-ATPase (par marquage de la sous-unité c), de PA1b et
de I’activité de la caspase-3, afin de pouvoir mettre en relation la liaison
de PA1b sur la V-ATPase et le déclenchement de [’activité apoptotique
des cellules atteintes. De maniére individuelle, ces trois protéines sont dé-
tectées sur les coupes d’intestins de S. oryzae WAAA42 intoxiqués par
PA1b. En revanche la co-localisation nécessite des étapes de mise au point

que nous réalisons actuellement.
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Conclusion des chapitres 1
et 2

Mécanisme d’action de

PA1lb : modele hypothétique

de la perception du signal
PA1lb

Vanessa Eyraud 142
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Conclusion chapitres 1 et 2 / Mécanisme d’action de PA1lb : modéle de perception du si-
gnal

Chez I’insecte, le complexe Vo de la V-ATPase a été identifié
comme étant le récepteur & PA1lb [CHOUABE '11]. Parmi les sous-unités
qui composent ce complexe, il est nécessaire d’identifier la ou les sous-
unités réceptrices. Nos recherches nous ont conduit a cloner les différentes
sous-unités du complexe Vo de la V-ATPase chez le charangon sensible a
PAT1D et sur sa lignée quasi isogénique résistante qui ne posséde pas le site
de liaison a la toxine. Ainsi les sous-unités al, a2, ¢, ¢’’, d et ¢ du com-
plexe Vo de la V-ATPase, mais ¢galement la protéine Ac45 qui est une
protéine associée au complexe, ont été clonées. La comparaison de sé-
quence entre S. oryzae sensible et résistant a8 PA1b a montré que seule la
sous-unité¢ ¢ de la V-ATPase présente des différences de séquences ca-
pables d’expliquer I’absence de liaison de PA1b chez le charangon résis-
tant.

La complémentation fonctionnelle de S. cerevisiae déficiente
pour la sous-unité ¢ de la V-ATPase, et exprimant la sous-unité corres-
pondante de S. oryzae sensible a PA1b a fonctionné. En revanche la pré-
sence de la sous-unité ¢ de la V-ATPase dans le complexe V-ATPasique
de levure ne permet pas la liaison de PA1b sur son récepteur.

La visualisation par cryo-microscopie électronique de la liaison
de PA1b-biotinylé avec le complexe V-ATPase de M. sexta a montré que
la protéine PA1b semble se lier sur le complexe Vo de la V-ATPase, et
plus particuliérement sur [’anneau de sous-unité c, du coté extracellulaire
et a opposé de la sous-unité a. Les sous-unités a et d semblent donc ex-
clues du site de perception de PAlb. Cependant, 1’anneau rotatif serait
constitué de plusieurs sous-unités c¢ alors qu’une seule molécule de PA1b
se fixe sur cet anneau.

Les données obtenues grace au ligand photoactivable ont permis
de montrer clairement [’association de PAIb a la V-ATPase par
I’intermédiaire d’une sous-unité de petite taille, la sous-unit¢ e. Mais
I’identité de séquence de la sous-unité e de la V-ATPase des souches de S.
oryzae sensible et résistante & PA1b ne permet pas d’expliquer la diffé-
rence de liaison de PA1b chez ces deux insectes.

La bafilomycine est un inhibiteur de la V-ATPase agissant sur le
complexe Vo, qui se lie aux sous-unités a et ¢ de la V-ATPase. Les tests
de toxicité réalisés sur S. oryzae ont montré que la souche de charangon

résistante a PA1b est également partiellement résistante a cette toxine. La
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modification impliquée dans la résistance a PAlb chez §. oryzae induit
donc une modification du site d’action ou de 1’acces au site d’action de la
bafilomycine, bien qu’il soit différent pour ces deux toxines [MUENCH
'14].

Comme schématisé sur la figure 39a 1’ensemble de ces résultats
est en faveur de 1’hypothése selon laquelle le récepteur a PAlb chez
I’insecte sensible impliquerait les sous-unités c et ¢ de la V-ATPase. En-
suite, les travaux de biochimie et d’immunomarquage ont montré que
I’ingestion de PA1b chez les insectes sensibles induit 1’apoptose des cel-
lules intestinales suite a la fixation sur la V-ATPase, entrainant finalement
la mort de I’insecte.

L’analyse du spectre d’hote de PA1b a montré que cette toxine
ciblait uniquement les insectes, et que tous les autres organismes ne pré-
sentaient pas d’activité de liaison a PAlb. L’analyse des séquences des
sous-unités ¢ et e du complexe Vo de la V-ATPase chez différents orga-
nismes plus ou moins éloignés phylogénétiquement a montré une trés forte
conservation de la sous-unité ¢ de la V-ATPase entre les espéces, ce qui
n’est pas le cas pour la sous-unité¢ e. La sous-unité¢ e de la V-ATPase
d’insecte est trés glycosylée, mais pas celle des autres organismes
[MERZENDORFER '99]. La résistance a PA1b des organismes non insectes
pourrait donc étre di a cette sous-unité (Figure 39 b).

Chez S. oryzae souche résistante, la résistance vient également
d’une absence de liaison au récepteur. Cependant, la sous-unité e des cha-
rangons résistants est identique a celle des sensibles, et ne peut donc pas
expliquer la résistance. Ce mécanisme pourrait alors étre expliqué par la
différence de séquence de la sous-unité¢ ¢ de la V-ATPase mise en évi-
dence par clonage chez S. oryzae souches sensible et résistante. Cette mu-
tation sur la position 83 serait responsable du caractére résistant en empé-
chant la fixation de PA1b sur son récepteur et de ce fait son action (figure
39 ¢). Cette théorie est appuyée par I’insensibilité partielle a la bafilomy-
cine des S. oryzae résistant a PAlb, dont la modification responsable de
I’absence de liaison de PAlb, empécherait également la bafilomycine
d’atteindre son site de réception situé¢ sur les sous-unités a et ¢ de la V-
ATPase.
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Figure 39 : modéle hypothétique de perception du signal a PA1b. a.
Mode¢le de perception du signal chez 1’insecte sensible a PAlb. La liaison de
PAT1D sur les sous-unités c et e de la V-ATPase déclenche 1’apoptose des cellules
intestinales, ce qui conduit a la mort de 1’insecte intoxiqué. b. Chez les orga-
nismes non insectes PAlb ne peut pas se lier sur le récepteur, probablement en
raison d’une modification de la séquence de la sous-unité e de la V-ATPase. c.
Chez I’insecte résistant S. oryzae IsoR3, une modification de la séquence pro-
téique de la sous-unité ¢ de la V-ATPase empéche la liaison de PA1b sur son ré-
cepteur, ce qui empéche 1’effet toxique de ce peptide. d. Chez I’insecte insen-
sible, tout le mécanisme moléculaire de la toxicit¢ a PAlb est présent, mais un
facteur actuellement inconnu empéche PA1b d’agir, probablement en amont du
récepteur. PA1b est représenté par une étoile bleu marine du c6té extra-cellulaire.
La membrane plasmique est représentée en gris. V1 = complexe V1 de la V-
ATPase. Les sous-unités du complexe Vo de la V-ATPase non impliquées dans la
liaison a PA1b et V1 et le complexe V1 de la V-ATPase sont représentées en
bleu clair.
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Chez les chrysomeles la résistance a la toxine est également due a une
modification du récepteur. En analysant les séquences de la sous-unité c, et
particuliérement 1’acide aminé correspondant a celui présent en position
83, chez les chrysomeles Leptinotarsa decemlineata (le doryphore) et
Diabrotica virgifera (la chrysoméle des racines de mais), on remarque que ces
deux espéces présentent a cette position respectivement une asparagine et une
glutamine, des acides aminés identiques ou aux propriétés similaires a I’acide
aminé de S. oryzae résistant. Ceci nous permet d’envisager chez ces insectes un
mécanisme de résistance a PAlb similaire a celui présent chez S. oryzae, di a
une mutation de la sous-unité ¢ de la V-ATPase qui empécherait PAlb de se
lier. Mais la chrysomele Bruchus pisorum, qui est un insecte se nourrissant ex-
clusivement sur pois, présente un acide glutamique sur le site hypothétique de
liaison de PA1lb, comme de nombreux insectes sensibles.

Les bruches sont le seul groupe d’insectes a avoir acquis la capacité a
se nourrir de graines de Légumineuses. Il semble clair que cette évolution pro-
vient de I’apparition dans la famille des chrysoméles, qui englobe les bruches,
de la résistance de cible a PA1b.

Un mécanisme d’insensibilité a la toxine est également observé
chez de nombreux insectes, malgré la présence du site de liaison de PA1b.
Cependant, chez ces insectes insensibles & PA1b, tout le mécanisme cellu-
laire nécessaire a la toxicité de PA1b est présent. En effet Spodoptera fru-
giperda est un 1épidoptére insensible a PA1b, mais la lignée cellulaire Sf9,
issue de cet insecte, est sensible a la toxine. De plus, D. melanogaster est
un insecte insensible a PA1b lorsque les tests de toxicité sont réalisés dans
un milieu artificiel classique, mais lorsque ces tests sont réalisés sur un
milieu a base de fruits, la mouche s’est alors avérée sensible a la toxine.
Ces résultats montrent que ces insectes insensibles a PAlb ont tout
I’équipement moléculaire (perception et transduction du signal) nécessaire
a la toxicité de PAlb, mais qu’un facteur actuellement inconnu empéche-
rait I’action toxique de ce peptide (figure 39 d).

Chez les insectes insensibles comme 7. castaneum, il faut des doses trés
fortes de PA1b pour induire une activité apoptotique dans certaines cel-
lules intestinales. Cette activité extrémement faible ne nuit pas a la survie
de ’insecte, mais montre bien que contrairement aux espéces avec une ré-

sistance vraie comme les charangons résistants ou les chrysomeéles, le fac-
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teur d’insensibilité est moins protecteur. Cette insensibilité pourrait par
exemple étre due & un composé de 1’alimentation qui fixerait PA1lb, mais
qui montre que, dans le cadre de la valorisation, les tests en laboratoire ne
sont pas nécessairement viables et que chaque insecte doit étre testé en

conditions réelles.

Vanessa Eyraud 147
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

Partie 3

Chapitre 3

Expression de PAlb en
systeme de production
hétérologue

Vanessa Eyraud 148
Thése en biologie / 2014
Institut national des sciences appliquées de Lyon

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2014ISAL0020/these.pdf
© [V. Eyraud], [2014], INSA de Lyon, tous droits réservés



Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

3.1 Introduction

3.1.1 Intérét de produire PA1lb en systéme hétérologue

L’utilisation de PA1b, en I’¢état actuel des connaissances, n’est
envisageable que pour de petites zones, comme le traitement des étangs,
ou chez des particuliers. L’utilisation de PA1b comme bio-pesticide a
grande échelle reste compromise en raison de sa toxicité a des concen-
trations relativement élevées (400 pug par gramme de nourriture pour les
tests de toxicité sur charangon). Un des objectifs majeurs de 1’équipe
« Entomotoxine » est donc d’optimiser la séquence de PA1b afin d’en
augmenter la toxicité.

Une des premieéres étapes a été la conception d’une collection de
mutants alanine qui a permis de montrer que les acides aminés phénylala-
nine 10, arginine 21, isoleucine 23, et leucine 27 sont impliqués directe-
ment dans la toxicité de la molécule. L’optimisation de la séquence de
PA1b passe également par 1’analyse de la variété de PA1b par bioinforma-
tique. Par cette technique, de multiples isoformes de PA1b ont été mis en
¢vidence au sein de nombreuses légumineuses. Les méthodes bioinforma-
tiques permettent 1’obtention de nombreuses séquences PA1b, mais dont
I’activité toxique est inconnue. Afin de connaitre la toxicité de chacun de
ces isoformes, il est nécessaire de pouvoir les tester de maniére indivi-
duelle. De plus, il existe une diversité des PA1b au sein des especes. Par
exemple chez le pois, Pisum sativum, six isoformes du peptide PA1b ont
¢té mis en évidence. Il est extrémement difficile de les extraire et de les pu-
rifier de maniere isolée, leur toxicité¢ individuelle n’a donc jamais pu étre
testée. La mise en place d’un systéme de production hétérologue de PA1b
est donc primordiale pour 1’optimisation de sa séquence. Il permettrait la
production de nombreux isoformes PA1b naturels de maniére isolée, ce qui
permettrait de relier une séquence donnée a une toxicité. De plus la produc-
tion en systéme hétérologue permet également de produire des isoformes
synthétiques de séquences déterminées selon les données de structure /
fonction disponibles et potentiellement optimales.
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3.1.2 Les différents systémes de production hétérologue envisagés de PAlb

La production hétérologue dans Pichia pastoris a été tentée au la-
boratoire BF2I puis en collaboration dans un laboratoire du CNRS a Lille.
Toutefois ces essais de production n’ont pas permis de produire un PA1b
actif (Zhang 2001, données non publiées).

La production a également été testée dans des E. coli, souche Ori-
gami, une souche bactérienne capable de réaliser les ponts disulfure. Ces
expériences ont été réalisées au laboratoire et en collaboration avec I’INRA
de Nantes. Le peu de protéines obtenues se sont avérées inactives en raison
de leur mauvaise conformation [LOUIS '04].

La production de PA1b a également été testée en systéme baculo-
virus / Sf9. Les cellules d'insectes Sf9 ont été choisies puisqu’elles sont a
priori adaptées a la production de peptides soufrés et capable de maturer
les peptides végétaux et de les produire en grande quantité [VETSCH '00].
De plus, les protéines exprimées dans les cellules d’insectes présentent,
dans la grande majorité des cas, des activités biologiques semblables a
celles des protéines natives. Ces essais ont permis 1’obtention d’une pro-
téine aux propriétés toxiques conservées, mais en quantité insuffisante pour
envisager 'utilisation de ce systéeme dans la recherche de PA1lb optimum
[KARAKI '13].

La production hétérologue de PAlb a également été réalisée en
systeme végétal dans le riz, avec pour objectif la protection des plantes
contre les insectes cibles de PA1b.

En collaboration avec I’équipe « Adaptation du riz - Transgenese
végétale » (CIRAD, Montpellier) le cDNA de PAI a été exprimé dans le
riz. Il a été montré que les grains de riz de ces plantes contiennent un PA1b
aux propriétés identiques a celui issu du pois. Dans les premiéres généra-
tions, les grains de riz avaient des quantités de PA1b suffisantes pour une
protection contre les charangons, mais 1’activité insecticide du grain
s’estompe fortement a partir de la cinquieéme génération sur les insectes
adultes, mais reste actif sur les larves. Le riz fut ainsi le premier systéme
d’expression hétérologue a se révéler adapté a la production du peptide
PA1b correctement repli¢é [PETIT '06]. Toutefois, ce systéme n’est pas
adapté pour la production rapide de nombreux isoformes de PA1b.
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3.1.3 Production hétérologue par agroinfiltration chez Nicotiana benthamiana

L’agroinfiltration est une technique simple, rapide et relativement
peu coliteuse, qui est largement utilisée pour 1’expression transitoire en
plante. Elle est utilisée pour de nombreux types d’expériences tels que
I’étude de la fonction de géne, des interactions hote-pathogeéne et protéine-
protéine, la localisation subcellulaire de protéine ou la production de pro-
téine. Cette technique est basée sur Dinfiltration d’une culture
d’Agrobacterium tumefaciens dans les feuilles de jeunes plants. Cette bac-
térie a la capacité de transférer un segment d’ADN, nommé ADN-T, dans
les cellules de plantes, induisant chez la plante un développement d’une
tumeur nommée galle du collet. En laboratoire, la bactérie est « désar-
mée », et certaines parties essentielles au transfert de I’ADN (les bordures
droite et gauche) sont placées sur un autre plasmide (plasmide Ti). On ap-
pelle ce systéme « vecteur binaire ». C’est le géne contenu entre les bor-
dures droite et gauche qui est transféré dans la plante, et peut donc étre
notre geéne d’intérét, intégré par des méthodes de biologie moléculaire.
Cette infiltration a 1’aide d’une seringue est efficace sur des especes telles
que la tomate, la laitue, la rose ou le pois, mais I’espéce N. benthamiana est
la plus utilisée en raison de son cycle de vie relativement court, de son taux
de production de protéines important, et de la taille et de la capacité de ses
feuilles a supporter I’infiltration sans se nécroser [D'AOUST '09, MA '12].

En raison des résultats positifs d’expression hétérologue de PA1lb
dans le riz et son échec en systémes bactérien, baculovirus/Sf9 et levure,
nous avons décidé de produire PA1b en systéeme végétal. Notre choix c’est
porté sur I’expression hétérologue par agroinfiltration de N. benthamiana
en raison de la faisabilité, des moyens disponibles au laboratoire, et des
compétences que j’avais acquises dans ce domaine lors de mon stage de
Master.

3.2 Résulats

3.2.1 Production de PA1lb par transformation transitoire de tabac

L’ADNc de PAI, qui contient une séquence signal, la séquence
codant PA1b, un propeptide, la séquence codant PAla et un second propep-
tide terminal est présentée dans la figure 40. Elle est composée de 393
paires de bases a partir du codon d’initiation de la transcription ATG
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jusqu’au codon d’arrét de la traduction. Cette séquence sera considérée
comme la séquence codante de référence pour PA1b pendant tout ce travail.

gcaagctgcaatggggtttgttctccatttgagatgecac-
catgtggctcttcagcctgtcgatgtatccctgttggtctattaataggttactgea-
gaaatccatctggagttttcttgaaggggaat

ttgtt-
gaagagtgtttccactgcttaa

b.

ASCNGVCSPFEMP-
PCGSSACRCIPVGLLIGYCRNPSGVFLKGN

LLKSVSTA

Figure 40 : Séquence de PA1l (a partir de la séquence génique
AJ574595). a. ADNc de PA1 ; b. Séquence protéique. Schématisation de la sé-

quence protéique.ze En bleu la séquence signal, en vert PA1b, en orange PAla, en
noir les deux propeptides.

Par PCR avec le couple d’amorces PA1F Sacl/PAIR BamHI (an-
nexe 1) et clonage dans le vecteur pCR2.1, les sites de restrictions BamHI
et Sacl sont insérés de part et d’autre de I’ADNc de PAI. Par coupure avec

ces deux enzymes puis ligation enzymatique, la séquence a été insérée dans
le vecteur pMDC32 (figure 41).

BamHl Sacl

—— pMDC32-PAl B % = > PAl Nor HE

Figure 41 : Insertion de ’ADNc de PA1 dans le vecteur pMDC32. PAl
est sous le contréle d’un double promoteur 35S (fléeches grises) et le terminateur
Nos (rectangle gris). Les enzymes de restrictions sont indiquées en rouge, I’ADNc¢
de PA1 en bleu. LB (left border) et RB (right border).
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L’insertion correcte de I’ADNc PA!/ dans le vecteur est vérifiée
par séquencage. Le vecteur d’expression pMDC32-PA1-ADNc est transfec-
té par choc thermique dans Agrobacterium tumafaciens (A.t pMDC32-PA1-
ADNCc) et coinfiltré dans de jeunes feuilles de Nicotiana benthamiana en
méme temps qu’une culture d’agrobactéries portant un vecteur exprimant
une protéine suppresseur de silencing (p19), nommées 4.7 p19. Des feuilles
de tabac non transformées et des feuilles infiltrées uniquement par la solu-
tion d’A4.z. p19 sont utilisées comme témoins négatifs d’expression de PA1b
pour cette expérimentation. Les feuilles co-infiltrées par 4.t pMDC32-PA1-
ADNc / 4.t p19 sont récoltées au bout de cinq jours. Aprés broyage des
feuilles et extraction de PAlb a I’éthanol 60%, les extraits sont analysés
par HPLC (figure 42).

OD at 210 nm

12 —

5 L

08

08ty | /
|

04 - |

02

Time (min)

Figure 42 : Chromatogramme HPLC des extraits de feuilles de tabac au
S5éme jour aprés infiltration. En vert, extrait de feuilles de tabac non infiltrées
(contrdle). En bleu, extrait de feuilles de tabac infiltrées avec la culture
d’agrobactérie souche p19 (contrdle). En rouge, extrait de feuilles de tabac coinfil-
trées par les souches A.t p19 et A.t pMDC32-PA1-ADNc. Le signal correspondant
au temps de rétention habituel de PA1b natif de pois est pointé d’une fléche.

Lors des extractions réalisées sur graine de pois, le temps de ré-
tention de PA1b dans les conditions habituelles d’analyse est compris entre
18 et 20 minutes. Les résultats d’analyse HPLC des feuilles controles ne
présentent pas signal pouvant correspondre a PA1b. Par contre 1’extrait ob-
tenu a partir des feuilles coinfiltrées avec 4.t. pMDC32-PA1-ADNc / 4.z.
pl9 présente un signal a environ 19 minutes, qui pourrait correspondre a
la protéine PA1lb. En revanche, aucun signal n’est observé dans la zone

d’¢lution de PAla (10 a 11 minutes) pour les trois conditions testées.
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Le pic d’¢lution correspondant au temps de rétention de PA1b est
récolté et analysé par spectrométrie de masse, permettant d’identifier trois
masses distinctes : la premiére correspond a la masse attendue de PAIlb
avec une valine additionnelle en position 38 (m/z = 3855.0). La seconde
correspond a la masse de PA1b natif de pois (3857.0). La derniére forme,
en large majorité, correspond a la masse de PA1b sans la glycine terminale
en position 37 (3755.6). La masse de chacune de ces protéines correspond a
un peptide contenant six cystéines impliquées dans trois ponts disulfure (-6
sur la masse), et a la méthionine 12 oxydée (+16 sur la masse). Ces va-
riants ont été obtenus en mélange avec un rendement de 21,4 pg de PAlb

par gramme de feuille fraiche récoltée.

La toxicité de PA1b produit par le tabac est déterminée par un
test biologique sur S. oryzae, sur la souche sensible WAA42 et la souche
résistante IsoR3 (tableau n°6). Les extraits de feuilles de tabac infiltrées par
les A.t. p19 ne présentent aucune toxicité sur les charancons sensibles et ré-
sistants. Le PA1b extrait des feuilles de tabac infiltrées avec une solution
d’A.t. pMDC32-PA1-ADNc / A4.t. pl9 tue les insectes sensibles avec une
TLso de 5,8 +/- 1,13 jours et n’affecte pas les insectes résistants, de la
méme manicre que le PA1b natif de pois (TLso = 5,23 +/- 1,1). Les tests de
toxicité réalisés sur les cellules en culture Sf9 ont montré une DLs, de 84
+/-21 nM pour le PA1b exprimé dans le tabac, et 68 +/- 15 nM pour le
PA1b natif.

Tableau n°6 : Tests de toxicité réalisés a partir de PAlb extrait de Pisum sativum,
ou a partir de PAlb produit dans le tabac, sur charangons sensibles (WAA42) et
sur charancons résistants (IsoR3).

Charangons TLsq (jours)

PA1b (Pisum sativum) WAA42 5,23 +/- 1,1
IsoR3 Pas de mortalité

PAlb (N. benthamiana | A. t WAA42 5,84+/-1,13
pMDC32-PA1-ADNc/A.t. p19) IsoR3 Pas de mortalité
Extrait (N. benthamianal/A. t p19) WAA42 Pas de mortalité
IsoR3 Pas de mortalité
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3.2.2

Cinétique de la production de PA1b dans le tabac

Avec pour objectif I’amélioration de la production de la protéine
PA1b dans le tabac, nous avons réalis¢ une cinétique de production de
PAT1b. Aprées inoculation de 120 jeunes feuilles de tabac par 4.t. pMDC32-
PA1-ADNc / A.t. pl9, cinq feuilles ont été récoltées aléatoirement quoti-
diennement des jours 1 a 13, puis aux jours 17 et 20. PAlb est extrait et
quantifié¢ par HPLC. L’expérimentation a été réalisée trois fois et les résul-
tats présentés en figure 43 sont la moyenne des données obtenues pour

chaque jour.

45 A
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Figure 43 : Cinétique de production de PAl1b dans N. benthamiana. Des
feuilles de N. benthamiana, infiltrées par une solution d’4.z. pMDC32-PA1-ADNc
/ A.t. p19, sont récoltées quotidiennement pendant 13 jours aprés infiltration, puis
aux jours 17 et 20. Les feuilles sont broyées et PAlb est extrait. La quantité de
PA1b obtenue par gramme de feuilles fraiches infiltrées est mesurée par HPLC.
Les résultats correspondent a la moyenne de trois expériences distinctes.

PAT1D est détectable deux jours apres inoculation (2,5 + /- 0,2 pg
par gramme de feuille fraiche) et connait ensuite une augmentation impor-
tante, avec une dépression au 6&éme jour, pour atteindre un maximum de
38,7 +/- 4,8 pg.g”' feuille fraiche au 8¢me jour. A partir du 9¢me jour la
concentration en PA1b chute brutalement, pour se stabiliser au 11éme jour
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aux alentours de 7 pg.g”' de feuille fraiche. Au cours de cette cinétique,
nous n’avons jamais observé la présence de la protéine PAla. Le PA1b ex-
primé par le tabac au 8¢me jour apres infiltration est analysé par spectro-
métrie de masse. Contrairement au cinqui¢me jour apres infiltration ou trois
isoformes de la protéine PA1b sont retrouvés dans le tabac, seule la masse
correspondant au variant PAlb de 36 acides aminées, c'est-a-dire sans la
glycine terminale et oxydé sur la méthionine 12 est retrouvée (m/z =
3755.6).

Exportation et dégradation de PA1b dans le tabac

La quantit¢ de PA1lb produite par le tabac chute brutalement
aprés le jour huit. Afin de comprendre cette baisse drastique de la produc-
tion, nous avons vérifié¢ si PA1b a été exporté dans d’autres organes végeé-
taux, ainsi que sa stabilité dans le tabac.

La présence de la protéine PAlb dans tous les organes de la
plante a été déterminée au 6°™ jour, au 8™ jour et au 10°™ jour aprés infil-
tration. Chaque organe de la plante (tiges, racines, feuilles transformées,
feuilles non transformées) est récolté, broyé et PA1b est extrait et analysé
par HPLC. Pour les trois temps analysés, la toxine est détectable dans les
feuilles transformées avec une concentration la plus ¢élevée au huitiéme
jour. Par contre PA1b n’est détectable dans aucun autre organe, que ce soit
par analyse HPLC ou par spectrométrie de masse sur I’extrait de plante sé-
paré par HPLC et récolté dans la zone d’élution de PAI1Db (entre 17 et 21
minutes).

La dégradation de 10 pg de PA1b par des extraits de protéines
membranaires et solubles de feuilles de tabac a été testée avec des broyats
de feuilles datées des jours 0, 7 et 9 aprés inoculation, dans différents tam-
pons de pH 5, 7 et 8. Aprés une nuit d’incubation a 30°C, le peptide présent
dans la mixture est quantifié par HPLC. Dans toutes les conditions testées,

aucune dégradation de la protéine PA1b n’a pu étre observée.
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3.2.4 Identification de la séquence de PA1 optimum pour la production de PA1lb

Nous avons ensuite étudié I’importance de chaque partie du gene
PAI dans la production de la protéine PA1b. Différentes constructions ont
été réalisées, comportant la séquence de ’ADNc PA! a laquelle on a enlevé
progressivement le propeptide terminal, la séquence codant PAla, le pro-
peptide central, et enfin la séquence signal. Une construction comportant
I’ADN génomique, c'est-a-dire avec la présence de 1’intron dans la sé-
quence signal, a également été réalisée et est nommée pMDC32-PAl. Ces
constructions sont présentées dans la figure 44. Chaque construction a en-
suite été exprimée dans le tabac, et huit jours apres infiltration les feuilles
de tabac sont récoltées et PA1b est extrait. La quantité de peptide contenue
dans chaque extrait est mesurée par HPLC et indiquée dans la Figure 44. La
construction pMDC32-PA1 entralne une production maximale de PAlb,
avec 59,6 nug de PA1lb par gramme de feuilles fraiches transformées. Les
constructions pMDC32-PA1-ADNc et pMDC32-PA1-Ps-PAlb-ppl-PAla
entrainent une production importante de PA1b, avec respectivement 37,4 et
36,6 ug de PA1b par gramme de feuille fraiche. Les tests de toxicité sur in-
sectes montrent que ces deux constructions permettent la synthése d’une
protéine PA1b active.
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Expression de
PA1b (pg.g”' de

feuilles fraiches)

S intron PAlb PP PAla PP
MDC32-PA L e ! [ l I
P NN | 59.6
ss PAlb PP PAla PP
pMDC32-PA1-ADNc { I I I I I 37,4
ss PAlb PP PAla
MDC32-PA1-Ps-PA1b-ppl-PAla | | ] |
P PP | | | I 36,6
ss PAlb PP
pMDC32-PA1-Ps-PA1b-ppl { I I I 2.4
ss PAlb
PMDC32-PAL-Ps-PALb { I I 1,2
PALb
|
pMDC32-PA1b 0
| I

Figure 44 : Constructions de PA1 insérées dans le vecteur pMDC32 et
la quantité de peptide synthétisée par le tabac correspondante. Les diffé-
rentes constructions réalisées a partir de ’ADNc ou de ’ADNg PA1 sont insérées
dans le vecteur pMDC32. Une fois transfectée dans A. tumefaciens, chacune de ces
constructions est co-infiltrée avec 4.t. pl19 dans de jeunes feuilles de N. bentha-
miana. Huit jour aprés infiltration les feuilles sont récoltées et broyées. La pro-
téine PA1b est extraite puis quantifiée par HPLC. Les résultats de la quantification
sont présentés dans le tableau. SS = Séquence Signal ; PP = ProPeptide.

Les constructions pMDC32-PA1-Ps-PAl1b-ppl, pMDC32-PA1-Ps-PAlb,

produisent des PA1b dont la fonctionnalité reste inconnue car ils ont été
produits en trop faible quantité pour pouvoir réaliser les essais biologiques
(2,4 pget 1,2 pg respectivement). Aucune protéine PA1b n’a pu étre détec-
tée par HPLC ou par spectrométrie de masse avec la construction pMDC32-
PATD.

Production des six isoformes de PA1b de pois a |'aide de la cassette

d’expression pMDC32

Les résultats précédents montrent qu’il faut la séquence compléte
de ’ADNc de PAI (avec ou sans le propeptide terminal) pour une produc-
tion optimale de PA1b. Dans I’objectif de faciliter la production de nom-
breux isoformes de PA1b, sans obligation de cloner la séquence compléte
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du géne PAI, j’ai créé a partir du vecteur pMDC32-PA1-ADNc une cas-
sette de production. Par mutagenése dirigée, de part et d’autre de la sé-
quence codant PA1b deux sites de restriction sont insérés. Ces sites de res-
triction ne doivent pas étre présents dans le vecteur pMDC32, ni dans la
séquence ADNc de PAI. L’insertion des sites de restriction nécessite un
changement de séquence génomique et protéique. Afin d’interférer au mi-
nimum dans la production de la protéine, les changements de la séquence
protéique induit par ’insertion de ces deux sites de restriction doivent &tre
mimines. En position 23 de la séquence protéique, une asparagine est rem-
placée par une tyrosine par le changement d’une adénine en thymine en po-
sition 67 dans la séquence de ’ADNc de PAI. Ce changement permet la
création du site de restriction SnaBI. En position 69 de la séquence pro-
téique, une asparagine est remplacée par une thréonine, par le changement
des nucléotides en position 204, 206 et 207, (gent, aen c et t en c). Ces
modifications entrainent [’apparition du site de restriction de 1’enzyme
Acc651 (figure 45). L’utilisation d’un logiciel de prédiction de coupure
protéolytique montre que la mutation en position 23 de la séquence pro-
téique ne devrait pas affecter la coupure protéolytique du peptide signal
(http://web.expasy.org/peptide_cutter/). Il n’existe pas de logiciel permet-

tant la prédiction du site de coupure entre la séquence codant PAlb et le
premier propeptide, nous ne pouvons donc pas prédire I’impact de la pré-
sence du site de restriction Acc651 sur la maturation de la protéine.
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

SS PALb PP PAla PP

gene pal | | ] ]
[ [ | |

l mutagenese dirigée, intégration au vecteur
Ss PAlb PP PAla PP
| H I [
2
pMDC32 ! ] =
]
SnaB1 Acc651
¢DNA pal digestion
SS PALb PP PAla PP
> SS _ PP. PAla PP

PCR amorces longuesl | L i_l [
[ I [

SnaB1 Acc651

SS PA1b muté PP PAla PP
o 1 g
BBl aeesal SS  PAlbmuté PP PAla PP
digestion 5|
ss PAlb muté 7 pMDC32 “ H i : : :
| ||
[ B e ot SnaB1 Acc651
SnaB1 Acc651

Figure 45 : Conception de la cassette d’expression a partir du vecteur
pMDC32, et insertion de différentes séquences de PAlb. Par mutagenése
dirigée, le site de restriction SnaBI est inséré en amont de la séquence codant
PA1b, et le site de restriction Acc651 est inséré en aval. Par PCR avec de longues
amorces la séquence codant PA1b est modifi€e, puis elle est insérée a I’aide des
sites de restriction SnaBI et Acc651 dans la cassette d’expression pMDC32-PA1-
ADNC-cassette. SS = Séquence Signal ; PP = ProPeptide

Aprés expression dans le tabac, la production de PA1b est quanti-
fiée et la toxicité est testée sur insectes et sur cellules Sf9. La protéine
PAlb produite par transformation de feuilles de N. benthamiana par
pMDC32-PA1-ADNc-cassette présente une toxicité similaire au PA1b natif
du pois, ou a celui produit par N. benthamiana transformé par pMDC32-
PA1-ADNc (séquence non modifiée de PA7).
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

Tableau n°7 : Séquences des six isoformes de pois produits dans le tabac, et tests de
toxicité. Les différences de séquence entre les isoformes sont surlignées en bleu.
La glycine terminale, absente chez tous les isoformes est représentée en gris. La
dénomination des isoformes, le numéro d’accession du gene, et la masse obtenue

par spectrométrie sont indiqués pour chacun des variants.

* Les séquences

M13790 et AJ276882 codent toutes les deux pour la méme séquence peptidique de

PA1b.

Numéro de I’isoforme - n°® d’accession GenBank - Masse —

Séquence protéique

Production

(ng de
PA1lb /g de

feuilles

fraiches)

CLs
Sf9
(nM)

*TLsy

WAA42

TLSO ISOR3

1 - AJ574795 - 3701 Da 53.33 82 9.2+-0.9

ASCNGVCSPFEMPPCGSSACRCIPVGLLIGYCRNPSG (24) no mortali-
ty

2.1 - AJ574794 - 3750 Da 48.8 82 9.5+-0.7

ASCNGVCSPFEMPPCGTSACRCIPVGLFIGYCRNPSG 36) no
mortality

2.2 - AJ574794 - 3734 Da 24.6 53 8.9 +-0.6

ASCNGVCSPFEMPPCGTSACRCIPVGLFIGYCRNPSG (16) no
mortality

3 - AJ574796 - 3732 Da 8.7 >1500 | no mortali-

ISCNGVCSPFDIPPCGSPLCRCIPAGLVIGNCRNPYG ty no mor-
tality

4 - M13790 et AJ276882* - 3696 Da 41.95 269 129 +- 1.1

ASCNGVCSPFEMPPCGSSACRCIPVGLVVGYCRHPSG (55) no mortali-
ty

5-M13709 - 3688 Da 19.92 99 9.35+-0.7

ASCNGVCSPFEMPPCGTSACRCIPVGLVVGYCRNPSG 31) no mortali-
ty

6 - AJ574793 - 3700 Da 17.61 96 8.9 +-0.7

ASCNGVCSPFEMPPCGTSACRCIPVGLVIGYCRNPSG (22) no mortali-
ty
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

Les séquences codantes pour les cing autres isoformes PA1b du
pois ne sont pas disponibles au laboratoire. A partir de la séquence
pMDC32-PA1b, les nouvelles séquences sont synthétisées par PCR a 1’aide
de longues amorces (annexe 1). Elles sont nommées de 1 (isoforme modele)
a 6, de maniére arbitraire pour faciliter leur identification. Une fois les sé-
quences synthétisées, elles sont insérées dans le vecteur d’expression
pMDC32-PA1-ADNc-cassette par coupure enzymatique SnaBI/Acc651,
puis exprimées dans le tabac.

Les résultats de I’expression de ces isoformes dans le tabac sont
présentés dans le tableau n°7. Huit jours apres infiltration PA1b a d’abord
été extrait, quantifié et purifié par HPLC, montrant que les rendements va-
rient d’une isoforme a ’autre entre 8,7 (isoforme 3) a 53,33 (isoforme 1)
ug de PA1b par gramme de feuille fraiche. Une analyse par spectrométrie
de masse a été réalisée pour chacun des six isoformes. Deux formes de la
protéine PA1b sont produites par le tabac exprimant I’isoforme 2 : deux 36-
mer différenciés par 1’oxydation ou non de la méthionine 12. Pour les
autres variants de PAlb, 1’analyse par spectrométric de masse a montré
I’absence de la glycine 37 et I’oxydation de la méthionine 12. Des tests de
toxicité sur cellules Sf9 et sur charangons ont ensuite été réalisés, et mon-
trent que cinq des isoformes ont une toxicité similaire au mélange
d’isoformes PA1b extraits du pois utilisé pour les tests en routine. En re-
vanche I’isoforme PA1lb numéro 3, codée par le géne AJ574796, ne pré-
sente pas de toxicité sur les charangons sensibles ni sur les cellules Sf9.
Tous les isoformes sont inactifs sur les charangons résistants IsoR3, ce qui
confirme que la toxicité est bien de type PAlb.

Production de PA1b issus d'autres Iégumineuses

La présence de PA1b a été identifiée dans de nombreuses especes
de légumineuse dont Sophora japonica (Styphnolobium japonicum). Afin
de vérifier si la cassette d’expression, qui comprend la séquence de PAla
du pois, est utilisable pour la production de PAI1b issus d’autres légumi-
neuses, la séquence codant PA1b d’un des isoformes de Sophora japonica
(figure 46) est introduite dans la cassette d’expression et produite dans le
tabac. Les feuilles sont récoltées au 8°™ jour et aprés extraction de PA1b
I’extrait est analysé par HPLC. Aucune protéine correspondante a PA1b de
S. japonica n’a pu €tre identifiée.
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

ASCNGVCSPFEMPPCGSSACRCIPVGLLIGYCRNPSG
ADCSGACSPFEMPPCRSTDCRCIPIVLVGGFCIYPTG

Figure 46 : Comparaison des séquences PAlb de Pisum sativum et So-
phora japonica. Séquence protéique de PA1b (accession number AJ574595), is-
sue du pois (en haut) et la séquence protéique de PA1lb issue de Sophora japonica
(en bas). Les différences de séquence sont montrées en rouge.

3.2.7 Production de PAlb cyclique

Les cyclotides sont des knottines cyliques, qui présentent de
nombreuses activités biologiques et dont la stabilité est renforcée par la cy-
clisation. Nous avons voulu savoir si PA1b pouvait se cycliser, et si cette
cyclisation pouvait avoir un impact positif sur ses propriétés. Pour cela, la
cyclisation de PA1b nécessite de modifier sa séquence (figure 47), en
changeant le premier acide aminé de la séquence protéique de PA1b (posi-
tion 27 dans la cassette d’expression, Ala,; en Gly), ainsi que 1’acide aminé
terminal de PA1b Glys; en Asn et les deux premiers acides aminés en aval
de la séquence de PA1b : Valg, en Ala et Phegs en Leu.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1
I
A HASVKLASLIVLFATLGHFL TKYVGAASCNGYCSPFEHPPCGSSACRCIPYGLL IGYCRNPSGYFLKGTDEHPNLCESDADCKKKGSGNFCGHYPNPDIEYGHCFASKSEAEDYFSKITPKDLLKSYSTA
b HASVKLASLIVLFATLGHFLTKYYGAGSCNGYCSPFEHPPCGSSACRCIPYGLLIGYCRNPSNALLKGTDEHPNLCESDADCKKKGSGHFCGHYPNPDIEYGHCFASKSEAEDYFSKITPKDLLKSYSTA

c| SS | PAILb [pp ] PAla [r_]

Figure 47 : Comparaison de la séquence protéique de PA1l contenue
dans la cassette d’expression pMDC32-PA1-ADNc - (a) et des modifica-
tions protéiques nécessaires a la cyclisation de la protéine PA1b par le tabac (b).
Les différences de séquences sont en bleu. L alignement est réalisé avec le logiciel
mulatlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). c. Représentation schématique
de la préproprotéine, alignée avec les séquences protéiques.
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

Ces modifications de séquences protéique sont obtenues par des
mutations réalisées a partir du vecteur d’expression pMDC32-PA1-ADNc-
cassette, et créées par PCR avec 1’utilisation d’amorces contenant les modi-
fications souhaitées (annexel), en position 80 (c en g), et en position 187 a
191 (ggagttt en aacgctc). Les vérifications par séquencage montrent que
toutes les mutations ont été correctement réalisées. Cette construction est
exprimée dans N. benthamiana et huit jours apres infiltration les feuilles
sont récoltées et PAlb est extrait. Les résultats de 1’analyse en HPLC de
ces extraits montrent la présence de plusieurs isoformes potentiels de
PA1lb, mais les analyses réalisées par spectrométrie de masse montrent
qu’aucune de ces isoformes ne correspondent a un PAlb cyclisé. Les
formes retrouvées sont des 36-mer, ou 1’acide aminé terminal, qui est dans
ce cas une Asn et non une Gly, est coupé. Il existe deux variants de ce 36-
mer, une forme majoritaire oxydé sur la méthionine 12 (m/z = 3686 ) et une
forme non oxydée (m/z = 3670 ).

Production d’une cyclotide

La présence de la protéine PAla dans une des séquences co-
dantes pour les cyclotides et une conformation génique relativement simi-
laire, permet d’envisager la production de cyclotide avec la cassette
d’expression pMDC32 PA1-ADNc. La cyclotide choisie est issue de la
plante Clitoria ternatea (GenBank : JF501210.1). La création de cette sé-
quence est réalisée par PCR avec de longues amorces a partir du vecteur
pMDC32 PA1-ADNc. Une fois obtenue, cette séquence est insérée dans la
cassette d’expression pMDC32-PA1-ADN-cassette par couper /coller en-
zymatique (figure 48).

GLPTCGETCTLGTCYVPDCSCSWPIC-
MKNVFLKGTDEHPNLCES-
DADCKKKGSGNFCGHYPNPDIEYGWCFASKSEAEDVFSKITPKDLLK
SVSTA

Figure 48 : Séquence protéique de la cassette d’expression pMDC32-
PA1-ADNc, ou PA1lb est remplacée par une cyclotide (en violet). La sé-
quence codant la protéine PA1b est remplacée par la séquence codante la protéine
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

cyclotide issue de Clitoria ternatea. La séquence signal de PA/ est en bleu, la sé-
quence codant PAla est en orange, et les deux propeptides sont en noir.

Cette protéine est exprimée dans le tabac et les feuilles transformées sont
récoltées cinq jours aprés infiltration. Par analyse HPLC et spectrométrie
de masse, aucune protéine correspondant a cette cyclotide n’a pu étre iden-
tifiée.

Discussion

L’obtention d’un systéme de production hétérologue a PA1b est
une étape clé pour 1’étude et I’amélioration de la toxicité du peptide. Tous
les systemes de production jusqu’a présents testés ne permettent pas
I’obtention de protéines fonctionnelles (systémes bactérien et levure), ou
dans des quantités suffisantes (Baculovirus / Sf9 [KARAKI '13]), ou encore
est trop onéreux pour envisager de produire de trés nombreux isoformes de
PA1Db (synthése chimique [DA SILVA '09]). La production hétérologue par
transformation transitoire de tabac est le premier systéme d’expression hé-
térologue de PA1b efficace [EYRAUD '13]. Pour ce travail, ’ADNc du géne
PAI a été inséré dans le vecteur binaire pMDC32, sous le controle d’un
promoteur ubiquitaire fort double 35S. Ce vecteur a été créé spécialement
pour la transformation par agrobactéries [CURTIS '03]. La transformation
de jeunes feuilles de N. benthamiana par le vecteur pMDC32-PA1-ADNc
permet 1I’obtention de trois isoformes de PA1b, de 36, 37, et 38 acides ami-
nés au cinquieéme jour apres infiltration, mais d’un seul isoforme de 36
acides aminés au huitiéme jour apres infiltration. Il semblerait que chez le
tabac le site de clivage de la préproprotéine soit différent de chez le pois et
se situerait en aval de la valine 38, alors qu’elle est située en amont chez le
pois. Les acides aminés valine 38 et glycine 37 pourraient ensuite étre cli-
vées par des carboxypeptidases non présentes chez le pois. Le remplace-
ment de la glycine 37 par une asparagine ne change rien a ce phénomeéne,
comme nous I’avons constaté lors des essais de cyclisation de PA1b. Le dé-
calage de la coupure protéolytique par les enzymes de tabac a déja été ob-
servé lors de la production en systéme hétérologue de cyclotides, qui sont
des peptides faisant partie de la famille des knottines. Dans ces plantes, les
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

enzymes de N. benthamiana ont la possibilité de décaler le site de coupure
protéique jusqu’a quatre acides aminés en C-term apres la zone de coupure
originelle [SASKA '07]. L’oxydation de la méthionine 12 est retrouvée ré-
gulierement dans PA1b purifié a partir du pois, et est probablement due aux
conditions d’extraction a ’alcool. Les masses obtenues par spectrométrie
correspondent a des peptides contenant six cystéines impliquées dans trois
ponts disulfure, ce qui est un signe du repliement correct de PA1b. Les tests
de toxicité réalisés sur charancons sensibles et résistants et sur cellules Sf9
montrent une similarité de toxicité entre PA1b natif du pois et celui produit
par le tabac, ce qui valide le repliement correct du peptide et une activité
toxique conservée chez le 36-mer. La transformation transitoire de N. ben-
thamiana par I’ADNc de PAI permet 1’obtention de PA1b avec un rende-
ment de 21,4 pg de PA1b par gramme de feuille fraiche récoltée. Pour la
réalisation des différents tests de toxicité, une centaine de microgrammes
est nécessaire, soit environ cinq grammes de feuille fraiche. Sur un jeune
plant de tabac, en moyenne trois a cinq feuilles sont transformées, donc
trois plants suffisent pour la réalisation des tests de toxicité.

Le rendement de production de protéines par agroinfiltration de
N. benthamiana est généralement a son maximum entre les jours quatre et
six apres infiltration [WYDRO '06, CHEN '11]. La cinétique de production
de PA1b montre que le maximum de production de la protéine est au hui-
tiéme jour apreés infiltration. Il est probable que ce décalage du maximum
de production soit du a la structure tridimensionnelle de PA1b. Le nceud de
cystine confére & PA1b une trés forte stabilité aux facteurs environnemen-
taux comme les peptidases [JOUVENSAL '03, DA SILVA '10], ce qui permet
au peptide de s’accumuler dans la plante jusqu’au jour huit. Apres le hui-
tiéme jour, la quantité de PA1b chute brutalement.

La production de protéine recombinante dans la plante est rapi-
dement stoppée (au troisiéme jour) en raison du phénoméne de silencing.
L’expression simultanée d’une protéine suppresseur de silencing (co-
infiltration d’4.¢. p19) retarde ce phénoméne. On peut penser qu’au hui-
tiéme jour la production de PA1b est stoppée par silencing, ce qui pourrait
expliquer I’arrét de I’augmentation de la quantité de PA1b dans les feuilles.
En revanche cela n’explique pas la chute brutale de la quantité de PA1b au
neuviéme jour. Comme PA1b n’a pas été retrouvé dans d’autres parties de
la plante (racines, tiges, ou feuilles non transformées), on peut conclure que
PA1b n’est pas exporté dans un autre organe. Dans les conditions testées, la
dégradation de PA1b in vitro par les enzymes de tabac n’a pas pu étre mon-
trée. Mais 1’hypothése selon laquelle PAlb serait dégradé dans le tabac
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Chapitre 3 /Expression de PAlb en systéme hétérologue

n’est pas exclue, tout comme le fait que PA1b pourrait étre couplée avec
d’autre(s) molécule(s). Ces phénoménes pourraient avoir lieu en réponse a
la surproduction de la protéine.

La protéine PA1b est codée par le géne PA1, qui code également
pour une seconde protéine nommée PAla. Afin de déterminer quelles par-
ties du géne sont primordiales pour la production de PA1b dans le tabac,
nous avons réalisé six constructions, que nous avons exprimées dans le ta-
bac (figure 44). Le meilleur rendement est obtenu lorsque la transformation
est réalisée avec le gene complet. L’absence de I’intron entraine une dimi-
nution de la production du peptide, mais n’affecte pas les propriétés de la
protéine produite. L’absence du propeptide terminal n’affecte pas la pro-
duction de PA1b. En revanche ’absence de la séquence codant PAla en-
tralne une chute brutale du rendement qui est pratiquement divisé par 20.
Dans un premier temps, ces résultats nous permettent de comprendre pour-
quoi les premiers essais de production hétérologue de PA1b en systéme
bactérien et levure ont été des échecs puisque 1’ADNc utilisé était tronqué
apres la séquence codant PA1b. Comme dans le tabac en absence de la sé-
quence codant PAla, PAlb a été retrouvé en tres faible quantité. Il serait
maintenant intéressant de retenter la production de PA1b en systéme bacté-
rien ou levure en utilisant cette fois ’ADNc complet de P4/, voire méme
I’ADNg.

Lors de sa découverte, en raison de sa richesse en acides aminés
soufrés PAla a été décrite comme une protéine de réserve de la graine. Nos
résultats nous incitent a reconsidérer le role de cette protéine. Il est possible
que la protéine PAla joue un role dans la stabilisation de ’ARNm de PA1,
en son absence I’ARNm PA1b serait moins stable, donc plus facilement dé-
gradé et empécherait un taux de production élevé du peptide. Il est aussi
envisageable que PAla joue un réle de chaperonne pour le repliement cor-
rect de PA1b. Le réle de chaperonne de PAla avait déja été envisagé par
I’équipe « Entomotoxine ». Il a été montré que 1’ajout de la protéine PAla
dans le milieu réactionnel, lors du repliement in vitro de PA1b synthétisé
chimiquement, n’améliorait pas le rendement de repliement du peptide. Il
est aussi possible que 1’action positive de PAla sur la production de PA1b
intervienne avant coupure protéique de la préproprotéine PA1 en deux pep-

tides indépendants.

Lorsque les extractions de PA1lb se font a partir de graines de
pois, la protéine PAla est retrouvée dans 1’extrait PA1b, a un temps de ré-
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tention compris entre 10 et 11 minutes. Lorsque 1’extraction de PA1b se
fait a partir du tabac transformé, la protéine PAla n’est jamais retrouvée
dans le milieu. Dans le tabac PAla n’est pas stable et doit probablement
étre dégradée deés la libération des deux peptides PAla et PA1b. Cette dé-
gradation, plus importante chez le tabac que chez le pois, renforce
I’hypothése d’une dégradation de PA1b dans le tabac apres le jour huit.

La mise en place d’un syst¢eme de production hétérologue de
PAT1b avait pour objectif la production de nombreux isoformes, naturels ou
synthétiques, de toxicité inconnue, afin de faciliter la découverte d’un
PAlb a la toxicité accrue. L’analyse de l’intérét des différents éléments
composant I’ADNc PAI pour la production de PA1lb a permis de montrer
I’importance de la conservation de la séquence codant la protéine PAla. Le
clonage de I’ADNc de PA! est plus complexe que le clonage de la séquence
codant PA1b [LOUIS '07]. La production hétérologue de PA1b nécessite le
clonage de ’ADNc PAI complet, mais les variants PA1b artificiels, imagi-
nés en laboratoire ne sont associés a aucune séquence PA/. De plus, seule
la variabilité de PA1b nous intéresse dans ce travail. Pour ces raisons, nous
avons mis en place un systéme de cassette d’expression. Dans le vecteur
pMDC32-PA1-ADNc, deux sites de restriction encadrant la séquence co-
dant PA1Db sont insérés par mutagenese dirigée. Ces changements de sé-
quence n’affectent en rien le rendement et 1’activité de la protéine obtenue,
mais permettent par simple coupé/collé enzymatique 1’insertion de
n’importe quelle séquence PA1b dans la séquence ADNc de PAI. Pour les
séquences PA1b cibles qui ne sont pas déja clonées au laboratoire, ou si la
séquence voulue est artificielle, les nouvelles séquences codant PA1b peu-
vent étre créées par PCR avec de longues amorces. Cette technique nous a
permis d’insérer dans la cassette d’expression pMDC32-PA1-ADNc et faire
produire par le tabac les isoformes 2, 3, 4, 5 et 6 de PA1b du pois.

Les tests de toxicité réalisés en routine au laboratoire sont réali-
sés a partir du mélange des six isoformes PA1b de pois. La purification de
maniére individuelle de ces six isoformes est complexe et de ce fait leur
toxicité propre n’a jamais pu étre testée. La mise en place du systéme de
production hétérologue a permis la production de maniére isolée de chacun
de ces variants. Parmi les six formes, tous ont présenté une toxicité simi-
laire a celle obtenue a partir du mélange d’isoformes de pois, & 1’exception
de I’isoforme 3 qui s’est avéré inactif. Ce peptide différe des autres iso-
formes de pois par sept acides aminées (Ala 1 Ile, Glu 11 Asp, Met 12 Ile,
Ser 18 Pro, Ala 19 Leu, Val 25 Ala, Tyr 31 Asn, Ser 36 Tyr). Les analyses
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structure / fonction réalisées au laboratoire avaient montré 1’absence ou le
tres faible effet sur la toxicité des changements d’acides aminés en position
11, 12, 25 et 31. Lors des essais de cyclisation de PA1b, le premier acide
aminé a également été muté sans changer la toxicité du peptide. On peut
donc supposer que I’absence de toxicité de I’isoforme 3 est due aux muta-
tions en position 18, 19 et 38. Par modélisation moléculaire de cet iso-
forme, on voit que la mutation de ces trois acides aminés, positionnés cote
a cote lorsque la protéine est repliée, conduit a la perte du caractére amphi-
phile de PA1b, en changeant un pole hydrophile en pole hydrophobe (figure
49).

Re LioY36

Figure 49 : Modélisation du potentiel hydrophobe et hydrophile de la
surface accessible de deux isoformes de PA1lb. Le potentiel hydrophobe et
hydrophile de la surface est calculé avec le logiciel MOLCAD (option Sybyl) pour
I’isoforme 1 de PA1b de Pisum sativum, a 1’activité toxique conservée (a), et pour
I’isoforme 3, forme inactive de PA1b (c). b. Représentation en ruban de la struc-
ture RMN de I’isoforme 1, dans le méme orientation que les figure a et b. Les sur-
faces hydrophobes sont représentées en marron, et les surface hydrophiles en bleu.
Les surfaces vertes représentent un niveau d’hydrophobie neutre.

Ces résultats permettent de compléter ceux obtenus avec la créa-
tion de la collection de mutants alanine. Il avait été montré que le caractére
toxique de PA1b dépend du maintien du péle hydrophobe et de la conserva-
tion de 1’arginine 21 [DA SILVA '10]. Nos résultats montrent I’importance
de la conservation du caractére hydrophile du pole opposé a la boucle hy-
drophobe. De plus le remplacement de la leucine 19 par une phénylalanine
dans I’isoforme 2, confirme que la conservation du caractére hydrophobe

est plus importante que la séquence en acide aminé.
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Les cyclotides sont une famille de knottines qui ont une stabilité
protéique et structurale importante qui est accrue par la cyclisation de cette
toxine [COLGRAVE '04]. La cyclisation de ces peptides s’effectue grace a
I’action d’une asparaginyl endopeptidase (AEP) qui catalyse la réaction de
clivage et la réaction de transpeptidation. N. benthamiana, ne produit pas
de manieére endogéne de protéines cycliques, mais lorsqu’il est utilisé
comme systéme de production hétérologue pour produire la cyclotide kalata
B1, il produit des formes linéaires mais également des formes cycliques de
cette protéine. Le tabac a donc tout le bagage moléculaire pour la fabrica-
tion de protéine cyclique [SASKA '07, CONLAN 'l12]. Dans I|’objectif
d’augmenter la toxicité de PA1b, nous avons essayé de faire produire au ta-
bac un PA1b cyclisé. Pour que la cyclisation puisse avoir lieu, la présence
d’une glycine en position N-terminal, une asparagine en position C-
terminal, ainsi qu’une glycine, une serine ou une alanine en position C-ter
+1, et une lysine ou une isoleucine en position C-ter +2 est requise.
L’expression hétérologue d’une séquence PA1b artificielle, inséré dans la
cassette pMDC32-PA1-ADNc, dont la séquence présentait ces changements
en acide aminé a été réalisée dans le tabac. L’analyse des extraits obtenus
huit jours aprés agro-infiltration a montré que le changement de séquence
n’empéche par la synthése de PA1b. En revanche, les analyses réalisées par
spectrométrie de masse ont montré que les PAlb produits par le tabac
étaient de forme linéaire. De maniére identique aux résultats précédents,
I’acide aminé C-terminal (Asn) de ce PA1b a été clivé. Il est probable que
I’absence de cet acide aminé, primordial pour la cyclisation, soit respon-
sable de la non cyclisation de PA1b. La séquence protéique de PA1b étant
treés différente de celle des cyclotides, nous ne pouvons pas exclure que la
structure méme de PA1b soit un obstacle a sa cyclisation. De plus, plu-
sieurs possibilités d’acides aminés en C-term +1 et +2 nécessaires a la cy-
clisation ont été proposées [CONLAN '12]. Nous n’avons testés qu’une
seule de ces possibilités, et la cyclisation de PA1b reste envisageable par le
choix de séquences artificielles différentes.

Les cyclotides sont une famille de protéines retrouvées principa-
lement dans les Rubiacées, Cucurbitacées et Violacées, mais elle est éga-
lement retrouvée chez ’espéce Clitoria ternatea (le pois bleu), une plante
de la famille des légumineuses [POTH '11]. A 1’exception de la cyclotide
issue du pois bleu, les cyclotides sont codées par un ADNc présentant la
méme structure : un peptide signal adressant la protéine au réticulum endo-
plasmique, un propeptide N-terminal, une séquence répétée N-terminale
(Ntr), la séquence codant la cyclotide, et un propeptide terminal nommé Ctr
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(C-terminal region). L’ensemble des séquences Ntr-cyclotide-Ctr peut étre
répété plusieurs fois. Les deux séquences N-ter sont impliquées dans
I’adressage du précurseur de la protéine dans les vacuoles ou la maturation
et la cyclisation ont lieu [CONLAN '11, POTH '11]. A la différence des
autres cyclotides connues, celle de Clitoria ternatea est codée par un ADNc
présentant une structure similaire au géne PA/. Dans cette séquence, la sé-
quence codant PAlb est remplacée par la séquence codant la cyclotide,
dans une structure de gene identique a PA/ [POTH '11] (figure 50). Cette
cyclotide présentant des propriétés identiques a celles produites dans les
autres plantes, il est envisageable de produire des cyclotides a 1’aide de
notre cassette d’expression pMDC32-PA1-ADNc, par le systéme
d’expression hétérologue dans le tabac. La séquence codant la cyclotide de

Clitoria ternatea est insérée dans la cassette est exprimée dans le tabac.

ER Albumin-1 b-chain Albumin-1 a-chain
ER Cyclotide Albumin-1 a-chain
c Pro NTR Cyclotide CTR NTR Cyclotide CTR

Figure 50 : Structure du géne PA1 de pois (a), du géne codant une cy-
clotide de Clitoria ternatea (b) et du géne habituellement codant des cy-
clotides (c).

L’analyse de 1’extrait obtenu par HPLC et spectrométrie de
masse n’a pas permis de montrer la production de cyclotide a 1’aide de la
cassette d’expression dans le tabac. Il est possible que I’insertion de la sé-
quence codant la cyclotide dans la cassette d’expression n’ait pas permis
I’expression de la protéine. Il est aussi possible qu’a chaque peptide PA1b
(ou cyclotide), corresponde un peptide PAla spécifique. Cette hypothese
est confortée par le fait qu’aucune protéine PA1b n’a été obtenue a partir de
I’insertion dans la cassette d’expression de la séquence codant PA1b de S.
japonica. De plus parmi les six isoformes de pois produit a I’aide de ce sys-
teme, le taux de production le plus bas a été obtenu avec 1’isoforme 3, celle
présentant le plus de variation de séquence avec la séquence modele. Une
séquence spécifique PAla serait alors nécessaire a la production de chaque
PA1b. Ce systéme aurait une certaine flexibilité et un PAla donné permet-
trait d’exprimer un PA1b, ou des isoformes de ce peptide présentant de pe-
tites différences, une différence trop importante entrainerait la diminution

ou méme |’absence de production de PAlb. L’une des fagons de vérifier
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cette hypothese serait de faire des constructions en croisant les séquences
PA1b et PAla. Par exemple, peut-on augmenter la production de I’isoforme
3 en lui adjoignant son propre PAla, et diminuer celle de I’isoforme 1 en la
produisant avec la séquence PAla de 1’isoforme 3?
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Conclusion générale et
perspectives

Au-dela du cadre de la recherche fondamentale, les études réali-
sées par 1’équipe « Entomotoxine » sur PAlb, ont pour objectif majeur
I’utilisation de ce peptide dans la lutte contre les insectes. L’action
toxique de PA1lb s’exerce uniquement sur les insectes dont certains ont
une incidence sanitaire mondiale, avec 1’exemple du moustique Aedes
aegyptii qui est le principal vecteur de la dengue et de la fiévre jaune, et
économique avec I’exemple de S. orizae un important ravageur des den-
rées stockées.

La majorité des insecticides ciblent le systéme nerveux des in-
sectes, ce qui n’est pas le cas de PA1b qui est le premier insecticide inhi-
biteur de V-ATPase. L’utilisation de substances avec des sites d’action
différents permet de limiter 1’apparition de résistances, la découverte
constante de nouveaux insecticides est donc primordiale.

La nature de PA1b fait de ce peptide une molécule utilisable en
agriculture biologique. Cette protéine est produite par les légumineuses,
une famille de plante trés cultivée dans le monde (pois, soja...), et est fa-
cilement extractible ce qui rend I’obtention de cette protéine relativement
aisée.

C’est pour ces raisons que nous collaborons avec plusieurs socié-
tés privées. Parmi ces sociétés, I’une est spécialisée dans la transformation
et le recyclage de produits végétaux, en particulier a partir de pois. Les
travaux menés avec cette société ont démontré que des résidus de trans-
formation du pois contiennent une activité insecticide due a PA1D trés en-
richie. La protection de silo contre le charangcon du genre Sitophilus en
mélangeant au blé des extraits de pois est actuellement testée au labora-
toire et donne des résultats prometteurs, ce qui permettrait par exemple la
protection de céréales et de farine, tout en conservant I’étiquette « biolo-
gique ».

Les autres sociétés sont spécialisées dans la protection contre les

insectes, que ce soit la protection du bois contre les termites, 1’utilisation
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d’appats empoisonnés, ciblant soit les blattes soit les fourmis, ou encore la

protection de serres.

Une des voies les plus prometteuses d’utilisation de PA1b est la
transgénése végétale, qui est envisageable en raison de la nature pepti-
dique de la toxine. Une collaboration avec 1’équipe « Adaptation du riz -
Transgenese végétale » (CIRAD, Montpellier) a été entreprise avec pour
objectif la protection du riz contre le charangcon grice a la présence de
PA1b dans la graine. Les premiéres générations de plantes transgéniques
ont présenté une résistance aux charangons, mais cette résistance a dimi-
nué au fil des générations de riz. Pour pouvoir &tre utilisées aux champs,
ces plantes transgéniques doivent encore €tre améliorées. Deux facteurs
semblent relativement simples a améliorer : le riz produit PA1b en quanti-
té bien plus faible que le pois, donc I'utilisation d’un promoteur plus fort
ou d’un PA1b a I’activité toxique accrue pourrait remédier a ce probléme.
Le second facteur est la localisation de la toxine qui n’est pas optimale. La
concentration en PAlb dans des zones cibles des insectes (graines, ra-
cines...) peut étre accrue en utilisant un promoteur spécifique. La réalisa-
tion de ces modifications pourrait permettre 1’utilisation de PA1b pour la

protection de plantes par transgénese.

A DI’heure actuelle 1’utilisation de PA1lb n’est envisageable que
pour le traitement de petites parcelles ou les jardins des particuliers. Son
utilisation a grande échelle, aussi bien en utilisation directe que par trans-
génése, nécessite une augmentation conséquente de sa toxicité. Cette
augmentation passe par I’optimisation de la séquence de PAlb. Les res-
sources bioinformatiques (séquencage de génome complet de Medicago
truncatula ou les bases de données transcriptomique) nous ont permis de
révéler une grande diversité de PA1b au sein des légumineuses, dont la
toxicité est inconnue. La mise en place du systéme d’expression hétéro-
logue par transformation transitoire de tabac, va nous permettre de pro-
duire les protéines correspondantes a ces séquences et ainsi déterminer
leur toxicité propre, et potentiellement nous permettre d’identifier un
PAT1b a I’activité toxique accrue. La production d’isoformes synthétiques
de PA1b nous avait permis dans un premier temps de réaliser une analyse
structure fonction, ce qui nous avait permis d’identifier certains des acides

aminés primordiaux pour la conservation de 1’activité toxique de PA1b.
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Nos résultats nous ont permis de montrer I’importance du caractére am-
phiphile de PA1b, pour le maintien de sa toxicité. Avec I’ensemble des
données obtenues sur la relation structure / fonction, et la mise en place du
systéme de production hétérologue, de nouveaux mutants synthétiques
pourront étre produits, avec pour finalité d’obtenir une molécule avec une

activité insecticide accrue.

La recherche de PAlb optimum pourrait étre simplifiée par la
modélisation de 1’interaction PAlb-récepteur. Nous avons présenté un
modele hypothétique du mécanisme d’action de PA1b mais au sein duquel
il persiste des interrogations. La création d’une souche de levure double
mutante pour les sous-unités ¢ et e de la V-ATPase et complémentée par
les sous-unités correspondantes de S. oryzae pourrait nous permettre dans
un premier temps de valider la participation de ces deux sous-unités dans
la liaison a PA1b. Par la suite, en effectuant des mutations au sein de ces
séquences, nous pourrions affiner nos connaissances sur [’interaction
PA1b-récepteur. Par exemple nous pourrions savoir si la sérine en position
83 de la sous-unité ¢ de la V-ATPase est responsable de la liaison a PA1lb
chez §. oryzae sensible. En remplagant cet acide aminé par un acide aspar-
tique ou un acide glutamique (acide aminé présent en position 83 des in-
sectes sensible a PA1b) nous pourrions déterminer si les S. oryzae WAA42
conservent leur sensibilité. De maniére plus générale, tous les acides ami-
nés des sous-unités e et ¢ impliqués dans la liaison de PA1lb pourraient
étre identifiés, ce qui permettrait une meilleure compréhension de cette in-
teraction.

L’ensemble de ces connaissances nous permettraient de modéli-
ser ’interaction PAlb-récepteur, et d’identifier le mécanisme de résis-
tance présent chez certain insectes. Cette modélisation ouvrira la voie a de
nouvelles possibilités, comme la modification de PA1b pour accroitre son
activité toxique envers les insectes, pour contourner la résistance des
chrysoméles, ou méme pour créer un PAlb actif contre les V-ATPases de
vertébré. La création d’un dérivé de PA1b ciblant les V-ATPases de ver-
tébrés pourrait €tre utile pour générer de nouveaux inhibiteurs de V-
ATPases utilisables dans le traitement de nombreuses maladies comme le

cancer ou I’ostéoporose.
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Liste des amorces utilisées dans ce travail, nom des génes ou ADNc amplifiés, et conditions de PCR

Taille de
Nom du géne/ADNc - R . Tmen | Pamplificati
amplifié Matrice ADN Couple d’amorces Séquence e on attendue
(pb)
Ac45 F1 5° GTCAATCCGAATTTGTCCCTGTG 3°
Accd’ (S. oryzae) ADNc de S. oryzae Ac45 R1 5’AAGGAAGGCTTTCACTACAGTGG 3’ 57 1406
V-AT Pase, VO, sous- V-ATPase ¢’ Sito F1 5’CCTTCGTGTTATGTGTACGGTTC 3’
unité ¢ (S. oryzae) ADNc de S. oryzae V-ATPase ¢’ Sito R1 5’ GTCAAGAGGCAATATGCAAAGC 3’ 56 827
VDAC (Sitophilus VDAC F1 5’ GCGTTTGCGATTTTGTGCTG 3’
orizae) ADNc de S. oryzae VDAC R1 5’CCAGTCCCTTTGCCCTTTTG 3’ 58 1231
PAL BamH1/Sacl Corinne RpoG';ArE('I\BAIgIPﬁ\\llR AJINSA PALF Sacl 5’ ATGAGCTCTTAAGCAGTGGAAACACTC 3° 57 410
(CAEO0467) Y Lyon) PALR BamH1 5> ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3’
PALb BamHI/Sacl Corinne FEJ(?Z/LE(EAE;P]A&R AJINSA PALDF Sac 1 5’ ATGAGCTCTTATCCAGATGGATTTCTGC 3’ 57 133
(CAEO0467) Y Lyon) PALbR BamH1 5° AAGGATCCATGGCAAGCTGCAATGGG 3’
Ps-PA1b BamHI/Sacl PALDF Sac 1 5’ ATGAGCTCTTATCCAGATGGATTTCTGC 3’
(CAEO0467) PCR2.1 PAL BamH1/Sacl PALR BamH1 5’ ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3’ 60 209
ﬁ;apmﬁll?sggll CR2.1 PAL BamH1/Sacl PALbF+ppl Sacl 5’ CTGAGCTCTTAATTCCCCTTCAAGAAAACTCC 3’ 50 297
pERe. PAIR BamH1 5’ ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3’
(CAEO0467)
Ps-PAlb-ppl-PAla , ,
PAlaF Sacl 5’ CTGAGCTCTTAGTCTTTTGGGGTAATCTTAG 3
('é;"é%'éi%‘:;) pCR2.1 PAL BamH1/Sacl PALR BamH1 5’ ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3’ 60 389
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N PAl1SaclF2:
Gene PA1 BamHI/Sacl . i 5> ATGAGCTCTTAaGCAGtggaaacactc 3’
(CAB82859) ADNc de P. sativum PA1BamH1R2 : 5" ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3° 55 493
PCR mutation SnaB1
K7 SnB1 n°2 5" GCAGCTTGCTGCTCCTACGTATTT 3°
n°l dans PA1l pCR2.1 PA1 BamH1/Sacl o s s 50 81
(CAEO046T) PAIR BamH1 (n°3) 5" ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3
Pcaguégtr:g'; 225"51 CR2.1 PAL BamH1/Sacl K7 SnaB1 n°1 5° AAATACGTAGGAGCAGCAAGCTGC 3’ 247
peRe. PALF Sacl (n°4) 5’ ATGAGCTCTTAAGCAGTGGAAACACTC 3° 50
(CAE00467)
Pcﬁlo'g“éztn':g irl‘aBl PSF; Q‘F?t;‘f,‘t’;’tiiﬂfﬁagfndoaznf,;ﬁl PALF Sacl (n°4) 5’ ATGAGCTCTTAAGCAGTGGAAACACTC 3’ 422
(CAEO0467) A~ PALR BamH1 (n°3 5" ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3 50
PCRnTll‘t(iaat:;”PAA‘fGSl OCR2.1 PAL SnaB1 K7 Acc651 n°2 5" GTTCATCGGTACCCTTCAAGAA 3’ 50 234
(CAEO0467) PALR BamH1 (n°3) 5" ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3
PCRnT;ga;L‘;”P':CfGSl CR2.1 PAL SnaB1 K7 Acc51 n°1 5 TTCTTGAAGGGTACCGATGAAC 3’ 50 209
peRe. PALF Sacl (n°4) 5’ ATGAGCTCTTAAGCAGTGGAAACACTC 3’
(CAEOQ0467)
POR muton st | B o eeos e | a0 s arearcaanceerromans | g |
(CAEC0467) oAl PALR BamH1 (n°3) 5" ATTGGATCCATGGCTTCCGTT 3
S TCGGTACCCCTCAAGAAAACTCCAGATGGATTT
PALb K7 SnB1/Acc651 PALb K7 2F CTGCAGTAACCAATAACT 3’
(is02) PCR2.1 PAL K7 5’ AtACGTAGGAGCAGCAAGCTGCAATGGGGTTTGT | 50 145
(CAE00465) PALb K7 2R TCTCCATTTGAGATGCCACCATGTGGCACTTCAGC
TT 3’
5 TCGGTACCCTTCAAGAAAACTCCAGATGGATTTC
PALb K7 SnB1/Acc651 PALb K7 2F TGCAGTAACCTATAA 3°
(is03) PCR2.1 PAL K7 5’ AtACGTAGGAGCAGCAAGCTGCAATGGGGTTTGT | 50 145
(CAE00466) PALb K7 3R TCTCCATTTGAGATGCCACCATGTGGCACTTCAGC
TT 3
5 TCggTaccCCTCAAGAAAACTCCATATGGATTTCT
PALb K7 SnB1/Acc651 PALb K7 5F GCAGTTACCAATAACTAGACCAGCA 3’
(is05) PCR2.1 PAL K7 5’ AtACGTAGGAGCAATAAGCTGCAATGGGGTTTGT | 50 145
(CAE00468) PALb K7 5R TCTCCATTTGATATCCCACCATGTGGCTCTCCACTT

T3
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5’TCGGTACCCCTCAAGAAAACTCCAGATGGATTT

PAlb K7 SnB1/Acc651 PAlb K7 2F CTGCAGTAACCAACAACTA 3’
(is06) pCR2.1 PA1 K7 5’ATACGTAGGAGCAGCAAGCTGCAATGGGGTTTG 50 145
(CAE00465) PAl K7 6R TTCTCCATTTGAGATGCCACCATGTGGCACTTCAG
CIT 3’
5’ATCGGTACCCCTCAAGAAAACTCCAGATGGATG
PAlb K7 SnB1/Acc651 PAlb K7 7F TCTGCAGTAACCAACAACTAG 3’
(iso7) pCR2.1 PA1 K7 5’AATACGTAGGAGCAGCAAGCTGCAATGGGGTTT 50 145
(CABB82859/AAA33639) PAlb K7 7R GTTCTCCATTTGAGATGCCACCATGTGGCTCTTCA
GCCTGTC ¥’
PAlb cyclique K7 CR2.1 PAL K7 Eﬁig SSES :g E 5" CCTGACAAAATACGTAGGAGCAGGAAG 3’ 50 145
(CAEOO0467) P ' 5> TCATCGGTACCCTTCAAGAGAGCGTTAG 3’
5’ATCGGTACCCTTCAAGAAAACTCCAGTTGGATA
PA1lb sophora K7 F TATACAGAAACCCCCAACTAGTACAATGGGGATA
CAGC 3’
PALb sophora PCR2.1 PALKY PA1b sophora K7R 5’ AATACGTAGGAGCAGCAGATTGTTCGGGTGCTT | 20 145
GTTCGCCATTTGAGATGCCACCATGCCGCTCTACC
GAC 3’
5’ATCGGTACCCTTCAAGAAAACATTTTTCATGCAA
Cvelotide K7 E ATTGGCCATGAACATGAACAATCTGGCACATAAC
Cyclotide (Clitoria ter- CR2.1 PAL K7 y ATGTCCCCAGGGTAC 3’ 50 123
natea) (JF501210.1) P ' Cvelotide K7 R 5’AAATACGTAGGAGCAGGACTTCCTACATGCGGA
y GAAACTTGTACCCTGGGGACATGTTATGTGCCAGA
TTGTTCATGTTC 3’
pCR2.1 V-ATPase sous-unité ¢ de
V-ATPase sous-unité ¢ Sitophilus orizae (souche WAA42 V-ATPase —c-sito F1 5’AACATGGGGGTGGGAATTGT?3’ 55 577
(Sitophilus orizae) et IsoR3) Frédéric Gressent (BF2I, V-ATPase -c-sito R1 5’TCAGTGCTGTGTTGTGCACCT3’
INRA/INSA de Lyon)
V-ATPase sous-unité c PRSA415 ~VMA3 VMA3-Xhol F1 > TTCTCOAGTTAACAGACAACATCTTOAGTAGECE
(VMA3) (Sac_charo- Marcus Hus (Osnabruek, Alle- VMAS3-BamH1 R1 S GGGGATCCATGACTGAATTGTGTCCTGTCTACGC 55 480
myces cerevisiae) magne) 3
pCR2.1 V-ATPase sous-unité e de
V-ATPase sous-unité e Sitophilus orizae (souche WAA42) V-ATPase-e-sito-Xhol F1 5" CTCGAGTTAGTTCAGTGGATTACCCCATGC 3’ 252
(Sitophilus orizae) Frédéric Gressent (BF2I, IN- V-ATPase-e-sito-BamH1 R1 | 5 GGATCCATGGGTGCAGCAGCTTTGCCTTTTAT 3’ 55

RA/INSA de Lyon)
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Annexe/article premiér auteur publié

Article premier auteur publié : Expression and biological activity of the
cystine knot bioinsecticide PA1lb (Pea Albumin 1 subunit b [EYRAUD
'13].

Vanessa Eyraud, Lamis Karaki, Isabelle Rahioui, Catherine Sivignon, Pedro Da Silva,
Yvan Rahbé¢, Corinne Royer, Frédéric Gressent*.

ABSTRACT

The PA1b (Pea Albumin 1, subunit b) peptide is an entomotoxin extract from Legume
seeds with lethal activity on several insect pests, such as mosquitoes, some aphids and
cereal weevils. This 37 amino-acid cysteine-rich peptide has been, until now, obtained
by biochemical purification or chemical synthesis. In this paper, we present our results
for the transient production of the peptide in Nicotiana benthamiana by agro-infiltration,
with a yield of about 35 pg / g of fresh leaves and maximum production 8 days after in-
filtration. PA1Db is part of the PA/ gene which, after post-translational modifications, en-
codes two peptides (PA1b and PAla). We show that transforming tobacco with the PA1b
cDNA alone does not result in production of the toxin and, in fact, the entire cDNA is
necessary, raising the question of the role of PAla. We constructed a PA1-cassette, al-
lowing for the quick “cut/paste” of different PA1b mutants within a conserved PAI
cDNA. This cassette enabled us to produce the six isoforms of PA1b which exist in pea
seeds. Biological tests revealed that all the isoforms display similar activity, with the ex-
ception of one which is inactive. The lack of activity in this isoform led us to conclude
that the amphiphilic nature of the peptide is necessary for activity. The possible applica-
tions of this expression system for other cysteine-rich biomolecules are discussed.

Keywords: PA1b, bioinsecticide, heterologous expression, tobacco, cystine knot

INTRODUCTION are either much less effective or prohibitively ex-
pensive, compared with chemical control.

Finding new plant-derived molecules, which have
less impact on the environment, is a major chal-
tized b f thei st d their toxicit lenge in order to develop biopesticides for sustain-
1zed because ot their persistence and their toxieity able and healthy agriculture. The PAlb (Pea Al-
to non-target organisms. Crop protection agalpst bumin 1, subunit b) peptide is an entomotoxin
two very 1mportant pests, ngmely cereal weevils extract from pea seeds and, more generally, from
and aphids, is currently carried out almost exclu- Legume seeds [1]. PAIb is’ one of the few ’orally
sively by chemlcal treatments. A. few alternative active peptide toxins currently known. It displays
methods do exist to combat these insects, but they S - . . R
outstanding insecticidal activity against certain in-

sects, such as grain weevils (genus Sitophilus) and

Chemical pesticides are increasingly used around
the world but they are also increasingly stigma-
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RESUME :

Dans un contexte ou l’utilisation de substance chimique en agriculture est de plus en plus décriée, il est nécessaire
de trouver de nouveaux moyens de protections des cultures, tout en maintenant une agriculture économiquement per-
formante. Ainsi, un peptide extrait de graines de pois nommée PA1b (Pea Albumin 1 sous-unité b), présentant une
forte activité insecticide a été découvert au laboratoire. PA1b provoque chez 1’insecte modéle du laboratoire, le cha-
rangon des céréales Sitophilus sp., 100% de mortalité. L’action de PA1b passe par la liaison a un récepteur présent
chez les charangons sensibles, et cette liaison est absente chez les charangons résistants ; ce récepteur est une pompe
a protons nommée V-ATPase pour Vacuolar ATPase. Elle est composée de 14 sous-unités organisées en deux com-
plexes protéiques nommé V1 (intracellulaire) et VO (membranaire). PA1b agissant a ’extérieur des cellules seul le
complexe VO composés des sous - unités a, c, d et e pouvait étre le récepteur de notre toxine.

Mon premier objectif de thése a été de comprendre le mode d’action de PAlb, en identifiant d’abord la ou les
sous-unités réceptrices de PAlb, puis en recherchant par quel mécanisme la liaison de PAlb induit la mort de
I’insecte. Nous avons cloné chez le charangon tous les génes du complexe Vo, puis j’ai complémenté des levures dé-
ficientes pour ces génes. Ce travail, mais également celui réalisé en collaboration avec d’autres équipes, nous a per-
mis de proposer un modéle de perception de PA1b qui implique les sous-unités ¢ et e de la V-ATPase, et permet éga-
lement de proposer des hypothéses pour les différentes résistances au peptide Par des méthodes d’immunohistologie
ct de biochimie, j’ai ensuite montré de maniére concordante que la liaison de PA1b a la V-ATPase déclenche un phé-
nomene d’apoptose qui conduit a la mort cellulaire, puis a la mort de I’insecte.

Le second objectif de ma thése était la mise en place d’un systéme de production hétérologue de PA1lb. Grace a
I’expression hétérologue par infiltration de feuille de tabac (Nicotiana benthamiana) nous avons mis en place une
technique de production efficace de la protéine PAlb. Aprés avoir déterminé les parties du géne codant PA1b néces-
saires a la production de la protéine fonctionnelle, le systéme de production a ensuite été simplifié par la construction
d’une cassette d’expression. Ainsi six isoformes de PA1b présents chez le pois, dont ’activité individuelle restait in-
connue, ont été produits et testés, permettant de montrer que le caractére amphiphile de PA1b était primordial pour
son activité. Par cette technique nous avons mis en place un systéme de production rapide et efficace permettant de
tester la toxicité de nombreux isoformes de PA1b. Ce travail sera une aide précieuse pour le projet, dont I’'un des ob-
jectifs majeurs est I’optimisation de PAlb, c’est-a-dire de déterminer la séquence peptidique la plus toxique
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tation fonctionnelle.
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