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Introduction

INTRODUCTION

Les cellules eucaryotes résultent de la fusion tesigurs entités biologiques
distinctes, chacune possédant son propre génonue.rhétabolisme et leur structure sont
donc les fruits d’'une mosaique génétique. Bienlguwyau reste I'élément central et soit le
maitre de la cellule, des échanges permanentdpdiiations et de molécules, se mettent en
place entre le noyau et les autres compartimestpermettent d’optimiser le fonctionnement
de la cellule en fonction du milieu environnanidetdéveloppement. La cellule eucaryote a
tout d’abord établi un réseau de communication etrégulation entre le noyau et la
mitochondrie. La cellule végétale est plus compleae elle integre en plus un second
organite d’origine endosymbiotique, possédant smprne génome : le plaste. Ce dernier
introduit ainsi une complexité supplémentaire damseseau intracellulaire :

- une coordination avec le noyau (Rodermel 200tandet al. 2003) ;

- des échanges avec le premier organite intégre ldacellule, d’origine symbiotique,
la mitochondrie (Hedtket al. 1999b).

Bien gue les plastes et mitochondries soient dganites semi-autonomes, possédant
leur propre génome, la plupart des protéines reéesl dans ces compartiments sont codées
par le noyau. Elles sont produites dans le cytetoimportées spécifiguement dans les
organitesbona fide Des génes nucléaires contrélent donc la biogeeeke fonctionnement
des organites.

Notre travail est centré sur le plaste, organités@ntant une plasticité importante
puisque son devenir et son fonctionnement sonicpéérement influencés par les conditions
environnementales, telle la lumiére. Les diverstem spécialisés se développent a partir de
proplastes. lls présentent alors des différencepmaotogiques et structurales variables, selon
le type cellulaire ou ils se trouvent. Sous la ferde chloroplastes, les plastes assurent non
seulement la photosynthése mais participent aussiriombreux processus métaboliques, tels
que le métabolisme de lipides, la synthese d’amidiencertains acides aminés, de bases
nucléotidiques, de vitamines, et de groupementaggtroliques. En outre, les plastes matures
peuvent basculer dans une autre voie de différeociavers d’autres formes de plastes,
toujours guidés selon un stimulus externe ou liédéueloppement, par exemple lors du
marissement du fruit vert (chloroplastes) en fadtilte (chromoplastes). Bien que le génome
plastidial (plastome) code une partie de son ajpgeétique, le noyau détient la plupart des
éléments clés de la régulation de I'expression qgéniplastidiale, incluant des facteurs

intervenant dans la transcription et dans les éuenés post-transcriptionnels (Rochaix
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1996). Cette situation est encore plus accentués tha mitochondrie puisque tous les

composants intervenant dans I'expression de soongérsont codés par le génome nucléaire.
Un des points de contréle du noyau sur le dévelmgpée des organites porte donc sur la
transcription des génomes extra-nucléaires.

Le but de ce travail est de caractériser un dearapp de transcription du génome
plastidial, codé par le noyau. Afin de mieux commoire I'expression des génomes extra-
nucléaires, et en particulier du plastome, nousnallintroduire dans un premier temps le
contexte dans lequel ces organites semi-autonomes apparus et comment la cellule
végétale a été batie. Nous détaillerons égalemengui est connu aujourd’hui sur les
systémes transcriptionnels dans les organitesudesyotes supérieurs.

I. Origine des organites

I.A. Endosymbioses en série

I.A.1 Découverte des organites intracellulaires : les symbiotes

Au cours de la seconde moitié du XX siécle, les progrés techniques en microscopie
optique ont permis d’effectuer les premieres olaséras des composants intracellulaires, et
ainsi d’établir les prémisses d’'une explicationmualeur nature, fonctions, et leur origine.

Grace a leur couleur verte naturelle, les chloipka ont été identifiés avant les
mitochondries. Les botanistes sont les premiersseutér de l'origine de « gouttelettes a
pigments verts » qui se divisent, et en 1885, uarbste allemand, Schimper suggere déja
que les chloroplastes pourraient provenir de migaaismes symbiotiques (cité dans Palenik
2002). En 1905, un botaniste russe, Mereschkowskyighe des similitudes entre les
cyanobactéries et les chloroplastes, décrivantdeesiers comme des « petits travailleurs,
esclaves verts » au profit de la cellule eucary@té dans Dyalet al. 2004).

La découverte des mitochondries est plus tardivepl#s petites et non colorées
naturellement. Il faut attendre la seconde moitiéxkeme siecle pour éclaircir I'origine de
ces deux organites et faire le rapprochement agscptocaryotes. Des similitudes sont
finalement observées grace au développement deehesnapproches expérimentales. On
peut relever, entre autres, la génétique, qui anigede mettre en évidence une hérédité
cytoplasmique de type non Mendelienne, suggéramistence d’'une source de patrimoine
génétique distincte du noyau; et les techniquebkiaghimie et de microscopie électronique,
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qui ont contribué, notamment, a la découverte desomes et molécules d’ADN dans les
plastes et mitochondries.
Les plastes et les mitochondries sont dotés de peapre matériel génétique,

présentant des similitudes avec celui des procasyot

I.A.2 Origine des mitochondries

Les mitochondries sont apparues avant les plasteite a un événement
endosymbiotique primaire.

Des analyses reposant sur la phylogénie, I'orgtiars@t a distribution des génomes
mitochondriaux et bactériens semblent indiquer ltprecétre de I'organite serait proche des
a-protéobactéries actuelles. La phagocytose d'umrosgne est souvent provoquée par un
contexte défavorable, pour I'un ou pour les dewtgmonistes. Ils sont contraints a évoluer
pour subsister ou bien a disparaitre. Deux hypeth&®nt mises en avant pour expliquer
I'intégration d'une bactérie, génitrice de la mhoadrie, chez un hbéte de type
archaebactérien ; une pression de sélection ligeldesoin métabolique, comme par exemple,
un besoin d’hydrogéne (Martin & Muller 1998) uneegsion de sélection due a I'apparition
de lI'oxygéne sur Terre, composé pouvant étre t@xigaur des organismes non adaptés
(Anderssoret al. 2003).

La premiére hypothése implique que I'endosymbioselalieu avant ou au début de
I'apparition de I'oxygene dans I'atmosphere, i environ 2,7 milliards d’années (Ga). Elle
suggere que I'hdte soit un organisme anaérobieégthanogéne, strictement hétérotrophe vis
a vis de I'hydrogene. Cette dépendance peut caastié moteur conduisant a cette premiére
endosymbiose. Aprés phagocytose, la cellule peatsatirer son énergie soit de la
fermentation produisant de I'hydrogene en anaésahisoit de la respiration en aérobiose.

La seconde idée avancée repose sur un phénoménertantp engendré par
I'apparition des organismes photosynthétiques surel tels que les cyanobactéries apparues
il'y environ 3,5 Ga: la production d’oxygene. Laux en oxygene a augmenté dans
'atmosphere pour devenir relativement importantsv@,2 Ga avant nos jours. Cette
deuxieme hypothése implique donc une fusion deg deganismes plus tardive que dans la
théorie précédente. L'oxygéene pouvant étre toxigaaer les organismes incapables de le
métaboliser ; un héte eucaryote primitif, anaérphiprofité des facultés de détoxification de
'oxygene fourni par une protéobactérie anaérolaeultative pour survivre dans cet
environnement. Ce symbiote fournit par ailleursoa Bote, une véritable usine productrice

d’énergie chimique, sous forme d’ATP.
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Cette premiere endosymbiose est a I'origine delotggne eucaryote actuel, et seule,

a l'origine du regne animal et des champignons.

I.A.3 Origine des plastes

Les plastes sont apparus aprés les mitochondriearatrigine est plus complexe. Une
premiere hypothése indique que les plastes sonis isfune endosymbiose d’une
cyanobactérie chez un eucaryote doté d'une mitahtmnle type de cyanobactérie a
I'origine des plastes reste encore a déterminer.symbiote, dans ce cas, confere une
photoautotrophie a un hote hétérotrophe.

Les analyses phylogénétiques et structurales nmanires origine unique, suivie d’'une
divergence rapide des plastes conduisant a I'dppae trois phylums majeurs (Martin &
Muller 1998) :

- les végétaux a plastes verts, comprenant leegalgartes et les plantes terrestres,
composant le sous-regne dédddaeplantae ;

- les organismes a plastes rouges constituamteles autres phylums retrouvés dans
les algues rouges et les glaucocystophytes.

Au cours des années 1960 et 1970, Gibbs interdet@bservations plus complexes :
un eucaryote aurait pu étre englouti par un autiaryote. Elle propose alors un scénario
expliquant l'origine de certains plastes : un eyots photosynthétique est phagocyté par un
eucaryote non photosynthétique (cité dans PaleddRR Dans la plupart des cas, le noyau et
les mitochondries de I'algue phagocytée régresaerdours du temps jusqu’a disparaitre. Il
reste cependant actuellement parfois un vestigaogau dit « nucléomorphe » permettant
d’appuyer I'hnypothese de la fusion de deux eucasydMartin & Muller 1998). Chez les
apicomplexes, entre autres, la régression du symbiaccompagne de la perte des fonctions
photosynthétiques des plastes (Dylal. 2004).

I.B. Des symbiotes aux organites actuelles

On peut se demander maintenant comment ces orgas{@nagocytés ont pu persister
chez leur héte, et comment ils ont réussi a s'mégLa cellule végétale est complexe
puisqu’elle s’est batie autour de trois partenaieespar conséquent, son génome actuel
découle des génomes issus de trois entités. Lasgene la cellule eucaryote végétale est
fondée sur une restructuration massive des infoomstgénétiques et des régulations
métaboliques entre I'hdte et les symbiotes. Lexdsunbiotes subissent les mémes étapes

d’intégration dans I'hote. L'intégration de la notwndrie étant antérieure a celle du plaste,
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elle présente probablement un stade plus avand@wdution. Par ailleurs, l'arrivée d’'un
second symbiote procaryote, implique, outre cegaggements, une donnée supplémentaire

a intégrer : la présence d’'un premier organitelgsi d’origine bactérienne.

I.B.1 « Eucaryogénése » ou genese de la cellule eucaryote, chez les

végétaux

Trois organismes vivants et libres ont formé ungtéminique avec un métabolisme
commun : la cellule végétale. Cette union est Bitradeux grands axes :
la dominance nucléaire I'h6te doit maintenir les fonctions des symbiotgsi lui sont
essentielles (entre autres respiration, photosgethgroduction d’ATP, synthése de certains
composés essentiels tels que des vitamines, aeioh@sé, lipides...) tout en restant le
coordonnateur de la cellule et en créant une hotagiesntre ses divers compartiments ;
une plasticité des endosymbioteleur intégration implique la perte d’'une partie léer
identité bactérienne. Ces symbiotes deviennens ales organites, compartiments intégrés
irréversiblement dans la cellule eucaryote et dépendants.

Ce processus se met en place progressivement.dNons évoquer le point majeur de

ce processus et souligner la complexité de laleeliegétale.

I.B.1.1 Transfert des genes au noyau

Le transfert des génes au noyau constitue une ésgentielle de l'intégration des
symbiotes. La réduction des génomes des proto-hutalries et proto-plastes peut étre
découpée en plusieurs phases (Figure 1). Les prgtmites perdent une grande partie de leur
patrimoine génétique. Cet évenement implique desraggements d’ADN massifs. Le
transfert est réalisé en trois grandes étapes :
une échappée d’'un ou plusieurs géenes de l'organiteoyau (Figure 1, stades 3 et 4). Une
analyse des génomes nucléaires. dhaliang de procaryotes (dont les cyanobactéries), et de
Saccharomyces cerevisiagontre que 18% du génome nucléair@.dhaliang soit environ
4500 genes, proviennent de I'ancétre cyanobactéesnplastes (Martin 2003). Par ailleurs,
un autre support de transfert génétique entre tgandes et le noyau est envisagé (non
représenté sur ce schéma), reposant matériellesnentn transfert d’ADNc. Cette seconde
hyptothése s’appuie notamment sur une étape dessos de maturation des certains ARNm
codés dans les organites, indispensable pour obter@ information génétique correcte:

I'édition ou « editing ».
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bY

une étape de remaniements génomiques pour adaseséguences a un environnement
transcriptionnel eucaryotique, et adjoindre uneusége d’adressage permettant au produit
protéique de retourner, éventuellement, a I'orgadiorigine (Figure 1, stade 5). Les genes
inutiles a I'h6te sont éliminés.

la délétion de la copie du gene présente dansiienge organellaire (Figure 1, stade 6).

Une comparaison des génomes des organismes les ppheties des ancétres
symbiotes, laisse supposer qu’ils pouvaient contemire 3000 et 7000 génes. Les genomes
mitochondriaux (animaux)et plastidiaux (plastomes) actuels comprennent eletuent
environ 37 genes et 120 genes respectivement.dPaéguent, seuls environ 5% des géenes
ancestraux ont été maintenus dans les organitesliest

Tous les genes des symbiotes n'ayant pas été éransfcertaines hypotheses
proposent des facteurs limitant au transfert. Ldtigse la plus probable, dite des « cing
hélices transmembranaires » (Clamtsal. 1995), repose simplement sur la nature et les
propriétés trés hydrophobes de certaines protérgamnellaires. La taille et I’hydrophobicité
peuvent étre source de beaucoup de contraintesupaaatressage efficace a I'organite.

Par ailleurs, certains genes codant seulement warge pdes composants d'un
complexe sont maintenus dans le génome organeltzrame par exemple la grande sous
unité de la RUBISCO (Ribulose 1-5 Biphosphate Caylase Oxygenase) maintenue dans le
génome plastidial. Parfois, les genes d’origine laptique transférés peuvent dupliquer une
fonction préexistante dans I'héte, et dans ce asysteme le plus avantageux est alors
sélectionné, et entraine la perte des génes die ltd@respondants. Les protéines d'origine
procaryote peuvent étre redistribuées dans d’awtoespartiments de la cellule (ainsi, la
phosphoglycerate kinase devient cytosolique), en betourner naturellement dans I'organite
d’origine. Cet adressage nécessite que ces prquéisentent une « signature » leur assurant
de rentrer dans le compartiment correct. Cet impertprotéines doit étre controlé et les
séquences d'adressage reconnues par des complatégjues a chaque nouvelle barriére
membranaire. Les séquences d'import peuvent paétes réparties sur plusieurs exons,
suggérant qu’elles seraient le produit d'un « situf ou d’'un épissage alternatif évoluant en
séquence de transit (McFadden 1999). Elles pe@tenggalement crééds novaosuite a des
duplications et mutations sur la région promotritaccueil aprés lintégration (Adams &
Palmer 2003).
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Figure 1 : Les grandes étapes de l'intégration '@adosymbiote par son héte (d’aprés Dyall et al0£0
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La cellule eucaryote végétale résulte d'une mosaigénétique d’origine double,
eucaryotigue et procaryotique. Cette dualité génétse traduit finalement par une mixité des
composants eucaryotes / procaryotes dans de noxnprecessus organellaires, pour lesquels
le noyau reste le coordonnateur. Elle facilite ial@és échanges et la communication entre le
noyau et ses organites. Ainsi, les systemes d’ezfme géniques du plaste, et en particulier la
transcription, sont principalement controlés parni@yau, par l'intermédiaire de génes

transférés au cours de I'évolution, ce que nownalévoquer dans un des chapitres suivants.

IT. Expression du génome plastidial

IT.A. Organisation et structure

IT.A.1 Organisation du génome plastidial

Plusieurs génomes plastidiaux sont aujourd’huiee@tent séquencés, on peut citer
entre autres, le tabac (ShinozakeKal. 1986), le riz (Hiratsukat al. 1989), le mais (Maiest
al. 1995), Arabidopsis (Satet al. 1999b), et I'épinard (Schmitz-Linnewebetral. 2001), ce
qui permet une étude structurale exhaustive.

Les plantes supérieures actuelles possedent urmokomne plastidial de 130 a
160 kpb (Palmer 1990) et codent environ 120 génes.variation de la taille est
principalement liée aux variations de tailles dgiog@s inversées répétées retrouvées dans ces
génomes. Un plaste peut contenir un nombre de £apADN différent selon le stade de
développement, de différenciation ou selon le tisatant d’'une dizaine (proplastes) jusqu’a
300 copies d’ADN (Bendich 1987).

Le génome plastidial est associé aux membranes rganisé en structures
nucléoprotéigues, les nucléoides (Sato 2001). &ferce d'un squelette nucléoprotéique basé
sur des protéines de type HU, comme chez les lestéra pas encore vraiment été mis en
evidence chez les végétaux supérieurs. Chaque didele&ontient environ 10 molécules
d’ADN, et semble plutét étre associé a des progéitierigine eucaryote (pour revue, Sato
2001). Ces protéines sont trés diverses. Certagssemblent a des facteurs de transcription
nucléaires. En effet, la protéine PEND, découvehiz le pois et possédant un motif de type
basique zipper (Satet al. 1998 ; Satcet al. 1999a), s’associe a ’ADN, au cours des jeunes
stades du développement, au niveau de l'envelopf@ne. La protéine ET1 du mais,
protéine a ruban de zinc (« zinc ribbon ») prochmm dacteur d’élongation nucléaire (TFIIS)

est associée aux TACs (Transcripionnally Active ddinwsome). Les TACs constituent la
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partie du chromosome active en transcription aésog&iix membranes. Le mutaht chez le
mais présente un phénotype précoce défini par éfasitd au niveau de la graine (fissures et
cicatrices, et un déficit de synthese en amidors d@mdosperme), et de la jeune plantule.
Cette derniere présente un retard significatif duetbppement des chloroplastes, observé en
microscopie électronique. Le phénotype disparait c@urs du développement (da Costa e
Silva et al. 2004). D’autres protéines participant a ces nlidED sont bi-fonctionnelles :
CND41 et DCP68, fixent 'ADN et présentent en outrespectivement, des activités
protéases (Murakangt al. 2000) et sulfite réductases (Canrainal. 1999 ; Chi-Hamet al.
2002).

IT.A.2 Dynamique du plastome

Les nucléoides sont des structures dynamiquesnetida du stade de développement
ou de difféerenciation du plaste (Sa& al. 2003). En effet, une étude basée sur des
observations au microscope électronigue menéesHearmann et Kowallik en 1970
(Herrmann & Kowallik 1970b; Herrmann & Kowallik 10@) montrent 'ADN plastidial
associé a I'enveloppe dans les plastes en coudgwHoppement alors que dans les plastes
matures, le plastome est organisé en nucléoidegéieur du plaste. Chez les jeunes plastes,
la fixation de 'ADN a I'enveloppe pourrait se faipar la protéine PEND chez de jeunes
plantules. Les stades précoces du développememthtiaeplastes constituent des phases de
division importante accompagnées de nombreusesatiphs du plastome (Sad al. 1998).

Par conséquent, elle pourrait étre impliquée daméplication du chromosome a ces stades
précoces. Par contre, une deuxieme protéine fixabN, MFP1, fournit un bon candidat a
'ancrage du chromosome aux membranes thylacoidgemans les chloroplastes matures
(Jeonget al. 2003). En revanche, les mécanismes de remodetgautiéoides au cours du
développement du plaste sont encore peu analysesmaddulation par phosphorylation est
discutée (Jeongt al. 2004) sur la base d’'une protéine kinase co-putifevec un complexe
plastidial associé aux TACs (Ogrzewadta al. 2002). De plus, cette kinase, CpCdKll
présente une forte similarité avec une des sougdurd’'une protéine kinase nucléaire
impliquée dans le remodelage de la chromatineasgioe kinase Il. L'activité de CpCHi)

est dépendante de I'état redox du chloroplaste, e@dnstitue donc un pivot idéal pour
coordonner et adapter I'expression génique nud@éstiplastidiale aux besoins de I'organite
en intervenant & deux niveaux sur le plastomeccéasibilité de 'ADN plastidial et la

transcription des génes.
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IT.A.3 Organisation des génes plastidiaux

IT.A.3.1 Contenu du plastome

D’aprés les annotations des génomes plastidiauxesegs a ce jour, les génes
plastidiaux peuvent étre répartis en 3 groupesunsje
1. le groupe majoritaire rassemble les génes coddes protéines lices a la
photosynthese (Photosysteme | —PSI- et PSII, ATEhage) ;
2. des genes codant des composants des appareiftiggés (transcriptionnels et
traductionnels) ;
3. un groupe de génes a fonctions diverses, dengéaees a lI'origine du complexe NADH
oxydoréductase, d'une sous unité acétyl-CoA carasey accD), et d'un complexe
protéolytique multimérique présent dans le stroolaH), et enfin quelques phases de lectures

(ycf) dont les réles restent a éclaircir.

IT.A.3.2 Orqganisation de type procaryotigue

Les genes plastidiaux sont organisés en unitésdriationnelles appelées opérons, a
cause de la similarité partielle avec les opéra@sptocaryotes. L’organisation des génes au
sein d'un méme opéron peut méme, parfois, étreervés entr&Escherichia coliet le plaste
(Sugiura 1992). Le plaste a hérité d’une partisygkiéme génétique de son ancétre procaryote
ainsi qu’une conservation partielle de certainsanégnes génétiques. Les similitudes entre
plaste et bactéries ont tout d’abord été en éveldmachimiquement. Elles concernent aussi
bien les machineries traductionnelles, mettanteendes ribosomes 70S, que les appareils
transcriptionnels avec ,

I'identification de régions promotrices analoguescélles des bactéries (les boites —10
TATAAT et =35 TTGACA) ainsi que des eléments ressiamt aux séquences de fixation de
ribosomes procaryotes GGAGG, les RBS (RibosomediBySites) (Mullet 1993) ; et
I'identification d’'une ARN polymérase plastidialéépondant aux criteres d’'une ARN

polymérase procaryote dans le chloroplaste (powersdgloi GL & Kdssel H 1992).

II.B. Transcription du plastome : appareil transcriptionnel

plastidial de type procaryotique, PEP

La PEP (Plastid Encoded RNA Polymerase) est une ARNmerase d'origine
procaryotique, présente chez la totalité des végétxcepté chez les parasites. Il s’agit d’'une

enzyme multimérique, dont le noyau (« core enzyinespcomposée de sous unite$g, ',
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3", codées respectivement par les genes plastidipoA, rpoB, rpoClet rpoC2(Hu Jet al.
1991 ; Hu & Bogorad 1990). Ces genes sont répsuitisleux opérons : le genmA est isolé
sur un opéron « hétérogéne » contempsit4-rpoA-psbB-psbHalors que les trois autres sont
regroupés au sein d’'un méme opérpnB-rpoCl-rpoC2 Tout comme chez la bactérie, le
noyau de I'enzymex, BR’B” doit étre associé au préalable avec un facteuispécificité,
capable de reconnaitre les promoteurs consensugt—185 : un facteur de type sigma ou
« Sigma Like Factors » (SLF) codés par le noyau.cbenplexe alors actif est appelé
« holoenzyme ».

Des mutants transplastomiques, construits notamuetesz le tabac, nuls pour 'une
des sous unités de la polyméragieppA, ArpoB, ArpoC1; Allison et al. 1996 ; Santis-
Maclosseket al. 1999) sont albinos, suggérant ainsi un rdle deéecehzyme dans la
transcription de genes liés a la photosyntheseei@imt, le fait que ces plantes albinos soient
viables avec un apport de glucides, et qu’ellesgmtent des plastes, suggere I'existence d’un
autre systeme transcriptionnel sur lequel nousrelrons. L’équipe de Maliga P a produit un
mutant transplastomique de tabac présentant unie chpmériqgue du gengoA étiqueté.
Grace a cette étiquette, une partie de I'apparBiP R été purifié par chromatographie
d’affinité. 1l s’agit d’'un complexe de masse molkxre supérieure a 900 kDa, comportant le
noyau de I'enzyme ainsi que d’autres polypeptidesfahction encore indéterminée. Ce
complexe est incapable d’initier spécifiquementrdascription de génes plastidiaux, car tout
comme chez la bactérie, I'ajout de SLF recombinartgyenes a cette forme purifiée suffit a
restaurer une activité transcriptionnelle spéc#igQette holoenzyme ainsi reproduitevitro
peut alors étre utilisée pour analyser le rdle deniifier des séquences, des éléments
promoteurs reconnus spécifiquement par chacun atgeuirs de type sigma (Suzuwi al.
2004).

Le fonctionnement de la PEP est donc dépendard dedpération et de I'expression
de deux systemes génétiques dans la cellule puisgtigité de 'ARN polymérase peut étre
contrdlée par le noyau grace aux facteurs SLF aiurel&

IT.B.1 Spécificité ou redondance des SLF ?

Les facteurs SLF constituent une famille de genesléaires. On dénombre six
facteurs de type sigma ch@z thaliana Une famille de protéines peut parfois impliquaeu
redondance fonctionnelle, ou bien une certaineifpiée selon le stade de développement, le
tissu ou encore selon les conditions externes airdss. Les travaux réalisés sur les mutants

nuls ou KO (« Knock out ») SLF, connus a ce jotgmpéchent pas la plante d’effectuer son
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cycle de vie complet, et laissent donc penser cpsefacteurs pourraient partiellement se
substituer I'un l'autre. Mais ce point est encoomtcoversé, car en effet, des mutants nuls
pour le facteur SIG5 (KOSig5) présentent un phgmmmbryo-léthal (Yaet al. 2003). Les
mutantsASig2,ASig6 sont affectés dans le verdissement de la jplamtule, des I'apparition
des cotylédons. De plus, ils présentent tous deuséseau thylacoidien réduit. lls semblent
donc indiquer un r6le trés précoce, dans la bioggnkes chloroplastes et le développement
de la jeune plantule (Yaet al. 2003; Ishizaki et al. 2005, Yau al. 2003; Privatet al. 2003,
Shiranoet al. 2000). Les résultats actuels semblent plutdt neontne action prépondérante
des facteurs sigma au cours de la biogenése dwphdste, notamment lors de la mise en

place des appareils photosynthétiques, et dartddeoplaste mature.

IT B.2 Mise en évidence dune seconde activité ARN polymerase

plastidiale chez les plantes supérieures

Depuis les années 1980, plusieurs indices basésesuexpériences de biochimie ont
suggeéré l'existence d’'une autre activitt ARN polyasé dans le plaste, distincte d’'une
activité de type bactérienne. En 1984, Greenbenplé&borateurs ont mis en évidence, dans
le chloroplaste duglena gracillis deux profils d’activités ARN polymerases différgrar
leur localisation et leurs genes cibles (Greenlstrgl. 1984). En jouant sur les criteres de
sensibilité a certains antibiotiques des diveresy ARN polymérases connues, ces auteurs
ont pu discriminer :
une enzyme soluble présentant les propriétés dAlRe polymérase bactérienne, assurant la
synthese d’ARNt et ’ARNmM ;
et une activité ARN polymerase, d’origine inconnassociée aux membranes a l'origine de
la production d’ARNT.

Au début des années 1990, un ensemble de preuvigsulaires convergent vers
I'existence d’'une ARN polymérase plastidiale nonlé@® par le plastome. En effet, certains
organismes sauvages ou mutants, ne possédantARAN giolymérase de type procaryotique
fonctionnelle, peuvent cependant produire des ¢réasplastidiaux. Ainsi, chez la plante
parasite non photosynthétique, Epifagus, le plesteapable de produire des ARNr bien que
son génome soit délété de I'opérgroB rpoC1l rpoC2 Les observations faites chez les
mutantsalbostriansde 'orge etiojap de mais, déficients en ribosomes plastidiaux, &uegg
également I'existence d’'un ARN polymérase d’origmeléaire (Hesst al. 1993, Silhavy &
Maliga 1998a; Silhavy & Maliga 1998b).
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Les plastomes séquencés ne semblent pas codeumadame d’ARN polymérase
connue. Cette enzyme serait donc d’origine nuaéamportée dans le plaste. Elle ne répond
pas a des criteres biochimiques caractéristiques ARN polymérases bactérienne ou
eucaryote. Les premieres expériences définissapeurmieux la nature de cette polymérase
ont été menées selon une approche biochimigueiawseaotre laboratoire. Lerbs-Mache S.
(Lerbs-Mache 1993) réussit a séparer deux actitiédscriptionnelles dans les chloroplastes
de tres jeunes feuilles d’épinard : la premieres@néant le profil polypeptidique et propriétés
de la PEP, déja mises en évidence ; et la secatidesgociee a un seul polypeptide de 110
kDa, capable de reconnaitre et de transcrire & partaux environs de promoteurs reconnus
par ’ARN polymerase du bactériophage T7. Par lanm@pproche, cette derniere serait trés
réduite chez les feuilles matures, suggérant aimsidle tres précoce dans le développement
des chloroplastes.

Par ailleurs, des observations moléculaires onfirmo@ par la suite I'existence d’'un
deuxieme appareil transcriptionnel dans le plaBte.effet, les mutants transplastomiques
Arpo de tabac obtenu par I'équipe de P. Maliga n’exaritndonc pas la PEP, accumulent
cependant des transcrits, notamment ceux de I'apgroBrpoClrpoC2 Ces transcrits ne
dépendent pas de consensus —10 et —35. (Ales@h 1996; Santis-Maclossedt al. 1999,
Serino G & Maliga P 1998).

L’expression du plastome requiert donc un secorstésye de transcription dont
I'activité biochimique fut mise en évidence aprédlec de la PEP : une ARN polymérase
monomerique (Single Subunit RNA Polymerase, ssRNARB)type phagique, codée par le
noyau: NEP (Nclear fhcoded ARN sBlymerase).

ITT. Les ARN polymérases monomériques NEP chez les eucaryotes

III.A. Origine évolutive des NEP chez les eucaryotes

Comme nous l'avons vu précédemment, I'acquisitien’dncétre mitochondrial par
les cellules eucaryotes est antérieure a son q@ameant chloroplastique. Au cours de
I’évolution, les mitochondries ont conservé moins chractéristigues procaryotiques, en
particulier au niveau de lI'expression transcriptielle des organites. D’'un point de vue
évolutif, le systeme procaryotique organellaire@gpessivement été remplacé par un systeme

gouverné par le noyau (Figure 2).
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Le protozoaire primitifReclinomonas americana conservé au sein de son génome
mitochondrial les génes codant pour une ARN polasemultimérique,33’'B3”, provenant
d’'un ancétrea-proteobacterien (Mt-RPO) (Lanegt al. 1997). Il témoigne sans doute du
premier stade suivant I'endosymbiose (A). Cette Aptlymérase de type procaryotique est
remplacée au cours de I'évolution par une ARN pdsase monomérique de type T3/T7
bactériophagique (RPOY). L'algue brune primitiVylaiella littoralis reflete un stade
intermédiaire (stade D) dans I'évolution de la s@iption mitochondriale : son génome
mitochondrial contient un géne codant pour une ARBblymérase de type phagique
(Rousvoalet al. 1998), et bien qu'il ait bien perdu les génes obgeur '’ARN polymérase
ancestrale bactérienne (transférés dans le noyaieawdéfinitivement éliminés ?), ses genes
mitochondriaux comportent des promoteurs tg@@, probablement utilisés (Delarogeteal.
1996). Par conséquent, elle ttmoigne de I'évolutinite deux types d’ARN polymérases, et
peut suggérer une coexistence momentanée de dstem®s d’ARN polymérases au cours
de I'évolution de la mitochondrie (stade D) plutafune intégration et apparition directe du
géneRPOYdans le génome nucléaire (stade B). Il reste azpdrencore a définir laquelle
des polymérases est fonctionnelle cRefittoralis.

Le stade (C) est le plus répandu au sein des eatearyl correspond aux regnes
fongiques et animal (Mastees al. 1987; Tirantiet al. 1997). Leurs mitochondries ont perdu
tous les génes codant pour leur propre systemeiu#ssgion transcriptionnel. L’expression du
génome mitochondrial est prise en charge uniquerpantune ARN polymérase de type
phagique, RPOY, codée par le génome nucléairegmiési« NEP », « Nuclear Encoded RNA
Polymerase ». Elle est importée dans [l'organite.edit probable que la deuxiéme
endosymbiose générant le plaste, a eu lieu aprEsaomngement génigue des genes Rpo.

Chez la majorité des vegeétaux photosynthétigueBER d’origine cyanobactérienne
persiste dans le plastome (stades E ; G et H figur&lle est perdu en revanche chez les
végétaux non photosynthétiques comBapifagus virginiana(stade F figure 2 ; dePamphilis
& Palmer 1990). Les genes codant pour le cceur ARN' polymerase multimérique sont
maintenus dans le plaste, 'enzyme est alors nomREP (« Plastid Endoded RNA
Polymerase »). Malgré la réduction du génome plastau cours de I'évolution, un appareil
transcriptionnel supplémentaire, se met en place ¢ chloroplaste : une seconde NEP de
type bactériophagique (RPOZ). Et finalement, I'exig¢e de genes codant pour des ARN
polymérases de type phagique a été montrée danesquhyla (Cermakiaet al. 1996).
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Figure 2 : Evolution des appareils transcriptionsales organites, soulignant le remplacement praifrete

I’ARN polymerase d’origine endosymbiotique par &N polymérase de type phagique chez les eucaryotes

RPOY, RPOZ et RPOX : genes codant les ARN polyeméeatype phagique, RpoA, B, C1 et C2 : génes tdelaoyau de I'enzyme PEP.
Sur les schémas, le noyau est délimité en bleunieshondries en marron et les plastes en jauh@gesont pas représentés a I'échelle
(Figure inspirée de Gray & Lang 1998).

Compte tenu des similarités de séquences chezZtgdaux supérieurs, il est possible
que la NEP plastidiale RPOZ résulte d’'une duplaatdu gene codant pour I'enzyme
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mitochondriale, suivie de l'acquisition d’'une séqoe codant un peptide de transit. La
nomenclature des NEP n’est pas la méme dans déesatigms différentes :

Noms Localisation subcellulaire Références
RPOY (Chang et al. 1986)
(Yao et al. 2003)
Ou RPOT ;1 mitochondrie
(Schubot et al. 2001), (Bogenhagen et al. 1984),
Ou RPOTmM (Schluckebier et al. 1999)
RPOZz
Ou RPOT ;3 chloroplaste (Chang et al. 1986)
Ou RPOTp (Yao et al. 2003)
RPOX
Ou RPOT ;2 Chloroplaste et (Ojala et al. 1981)
Ou RPOTMP mitochondrie

Tableau 1: Nomenclatures utilisées pour les NEP

On dénombre deux NEP chez les plantes monocotyé&dgkeda & Gray 1999b) : les
NEP mitochondriales (RPQOY) et plastidiales (RPOZ).

Les plantes dicotyledones contiennent un troisigggae codant pour une ARN
polymerase de type T7 (Hedtlet al. 1997; Hedtkeet al. 1999a), issu d'une seconde
duplication récente qui serait donc apparue avec lalivergence
monocotyledones/dicotyledones. Cette protéine estnmée RPOX ou encore RPOT ;2. La
localisation subcellulaire de cette derniere polaeé n’est pas encore clairement établie.
Selon Hedtke B. et collaborateurs (Hedéteal. 2000), elle serait importée a la fois dans les
plastes et dans les mitochondries chez la planteladrabidopsis thalianagrace a une
initiation traductionnelle différentielle.

Etant donné que ce travail a été réalisé chez dimsteg dicotyledones, nous
conserverons par la suite la nomenclature utileHedtke Bet al, dans leur article paru
dans EMBO Reports en 2000, soit RPOT ; 1, RPOTRFOT ; 3.

III.B. Systeme transcriptionnel de type phagique

Afin de mieux comprendre le fonctionnement des NEplus particulierement la

phase d’initiation de la transcription, étudiée glantre équipe, nous allons, dans un premier
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temps, rappeler quelques traits de 'ARN polymérdsebactériophage T7 ainsi que les
mécanismes mis en jeu lors de la phase d'initiatous présenterons ensuite les données
accumulées sur la transcription des génomes mitatfeux de la levuresaccharomyces
cerevisiaeet de 'Homme. En effet, ces deux modeéles rassemlibdeplus d’informations
concernant I'appareil transcriptionnel NEP et soncfionnement chez les eucaryotes. Nous

reviendrons finalement a la transcription NEP dépete chez les végétaux puis plus

précisément chez le plaste des plantes supérieures.

ITT.B.1 Comparaison des ARN polymerase bactériophagiques avec leurs

homologues

ITI.B.1.1 Mécanismes de transcription de I ARN polymérase T7

Ces résultats sont en partie tirés de la revu€tedtham & Steitz 2000).

IIT.B.1.1.1. Structure de la T7 ARN polymérase

L’ARN polymérase du bactériophage T7 est monomériget présente une masse
moléculaire proche de 100 kDa. Son fonctionnemeshtsanple car il ne nécessite aucun
facteur protéique supplémentaire.

L'organisation spatiale et fonctionnelle de cettdymérase est bien définie (pour
revue, (Sousa 1996 ; McCulloéh al. 2002). Plusieurs structures cristallines de [aARN
polymérase seule (T7 ARN polymérase, (Soesal. 1993) ou a difféerents stades de son
fonctionnement, notamment associé au promoteurn(@heal. 1999) ou encore en phase
d’élongation (Tahirovet al. 2002) ont déja été présentées. Elles ont permimelére en
évidence certains résidus critiques, et de défmiganisation du site catalytique ainsi que les
changements de conformations observés chez I'enammeours de son fonctionnement.
D’autre part, de nombreux tests d’activité ont éftectués aprés modifications de cette
enzyme par mutagenese dirigée (Brieba & Sousa 2Bfiébaet al. 2001 ; Bonneret al.
1992; Bonneet al. 1994 ; Ronget al. 1998).
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Figure 3 : Structure de 'ARN polymérase T7 (A)oeganisation de sa séquence primaire (B).

3A: structure extraite de Jeruzalmi & Steitz 1998eAARNP : ARN polymerase

L’organisation structurale de 'ARN polymérase T&t eomparée a une « main

droite » avec des domaines fonctionnels correspuraax doigts, a la paume et au pouce
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(figure 3A). Son extrémité N-terminale (environ 3@0ides aminés) est impliquée dans
plusieurs fonctions. Ainsi, elle forme conjointerhe@vec le domaine « paume » un canal
servant d’ancrage au transcrit néosynthétisé. igtiervient également dans le passage du
complexe d’initiation abortif a un complexe d’élatign processif (transition RPi — RPt). La
partie en C-terminal de la protéine (« main drejteest responsable de la fonction catalytique
de I'enzyme. La catalyse d’une molécule d’ARN metj@u deux ions M, indispensables,
fixés dans la région « paume » de la protéine.dlgnpérase discrimine en outre parfaitement
lors de la catalyse les NTP des dNTP. L'extrémi&@hinale présente une petite hélice libre
en solution (partie appelée « pied étendu » outenéxoot ») impliquée dans la processivité

de I'enzyme.

TITIT.B.1.1.2. Mécanisme d'initiation de transcription

L’ARN polymérase T7 est strictement spécifique piesnoteurs du bactériophage T7,
elle discrimine parfaitement entre ses propres pteuars et ceux d’'autres phages grace a une
région comprise entre les résidus 730 a 770, diieugle de spécificité » (figure 3B). Les
promoteurs T7 présente un consensus de 23 pb-étfiret +2, que I'on peut diviser en deux
sites fonctionnels (Kochetkat al. 1998),

-17 TAATACGACTCACTATAGGGAGA +6 (premier nucléotide
transcrit souligné)
> un site de fixation de —17 a -6, représenté enedigute mutation sur ce site
engendre une baisse d’affinité de la polymérase) ;
> un site d'initiation de — 6 a +6 représenté en Wieute mutation modifie peu la
fixation de I'enzyme mais perturbe la synthese d)R

L’initiation de la transcription par 'ARN polymése T7 nécessite le positionnement
correct de I'enzyme sur les promoteurs et formesalan complexe secondaire fermeé
spécifiqgue (RPf, figure 4). Une deuxiéme étape isb@sa ouvrir la double hélice d’ADN
(Rpo, voir figure 4), le complexe est alors thergrmmiquement instable. Il incorpore les
premiers nucléotides de la chaine d’ARN et formensiaile complexe ternaire
polymérase/ADN/ARN (RPi, figure 4). Lorsque I’ARNaigsant atteint une longueur de 9 a
12 nucléotides, il doit étre déplacé dans un cdoahé dans la région N-terminale de
I'enzyme, pour éviter I'arrét de la transcriptidre complexe change alors de conformation
pour stabiliser le complexe ternaire, i.e. I'enzyibascule en phase d’élongation, trés stable et

processive (complexe transcriptionnellement compé®®t, figure 4). Le mouvement de la
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polymérase sur la matrice et la capacité a fixedémut de transcrit dans le tunnel influencent

I'efficacité de I'initiation de transcription.
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Figure 4: Schéma représentant les stades de fiansi observés lors du mécanisme d'initiation de

transcription par I'’ARN polymérase T7.

La figure est modifiée d'aprés Kochetkov SN, FEBX®8 et PNAS, 2001. La matrice ADN est représeetéroire, 'ARN naissant en

rouge, et R signifiant « ARN polymérase » ; PPramoteur » ;

RPf: complexe secondaire ARN polffateur fermé; Rpo: ARN

pol/Promoteur ouvert ; RPi : complexe d'initiatipiRPt : Complexe transcriptionnellemer@mpétent ; RPe : Complexe en élongation.
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IIT.B.2 Comparaison du fonctionnement des enzymes de type phagique

et des NEP

Un alignement de I'ARN polymérase T7 et de ses Hogues est présenté sur la
figure 5. Il montre le degré de conservation de éd¢8N polymérases organellaires
monomeriques avec les enzymes phagiques. Le degréngervation croit de I'extrémité N-
terminale, portion trés variable, a I'extrémité €@rbinale, bien conservée, et regroupant les
régions fonctionnellement importantes (Cermaké&nal. 1996). Les masses moléculaires
varient de 100 kDa a 140 kDa selon l'organisme.ligiement montre également une
conservation des résidus critiques pour l'actidggalytique et des domaines fonctionnels
(Sousaet al. 1993). Néanmoins les enzymes NEP sont délétéés alé résidus dans une
région impliguée dans la discrimination des promrsghagiques et situés dans la boucle de
spécificité (Raskinet al. 1993). Cette donnée suggere que, contrairement ARk
polymérases phagiques, les NEP sont incapablesamnaitre et/ou d'initier seules une
transcription efficace. Elles nécessiteraient émention de facteurs responsables de la
reconnaissance des séquences promotrices. L'argdgsgromoteurs NEP des plantes avaient
conduit également a I'hypothese de I'existenceatteilirs de sélectivité (Silhavy & Maliga
1998b; Liere & Maliga 1999). Actuellement, le mésame d’initiation de la transcription
dans les mitochondries est beaucoup plus étudi lahlevure, ’'homme et les animaux que
chez les plantes. Nous allons présenter quelquiegspétablis pour ces modéles, afin de

mieux comprendre ce qui pourrait se passer dar@ ¢asites semi-autonomes des végétaux.
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POLRMT DWLKIHLVNLTGLKKREPLRKRLAFAEEVMDO LDSADQPLTGRKW\MGAEPWQTLACCVEVANAVRASDPAA/VSHLP
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POLRMT ---V AQVLEGH TRKWKQTVMMVYG/TRYCGRIQ EKR- LRELSOFPQEF----VW EASHYLVRQVFKSLQENFSGTR
T7 KALA  GONAYG/TRSVTKRSVMTAYGSKEFGFRQQVLEDTI QPAIDSGXGLMFTQPEAAGYNAKLIWESVSVTWAAV
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T7 EAM  NWIKSAAKLLAAEVK------ DKKTGEILRKRCA VHW/TPDGFPVWEYKKPI QTRLNLMAR. GFRLOPTINTNKDS

Figure 5: Alignement des séquences primaires da¥ pRlymérases du bactériophage T7 (ARNpol T7) st de
ARN polymérases mitochondriales de 'Homme (POLR&M g la levure S. cerevisiae (RPO41).

Cet alignement a été établi par le logiciel Clustahttp://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/align_clustalw.plLes acides aminés identiques et a
propriétés similaires sur les trois séquences sndigués respectivement en rouge et en bleu ; &dea aminés représentés en vert
correspondent a des résidus conservés sur deuxeségs. La région surlignée en gris (résidus 7423) de 'ARN pol T7 est responsable
de la reconnaissance spécifique des promoteurscieale spécificité, Rong et al. 1998). Le domairterihinal ATD de la polymérase de

levure RPOA41, s’étendant sur environ 472 résidusn@\& Shadel 1999) est surlignée en jaune ;
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ITI.B.2.1 Propriétés des ARN polymerases mitochondriales de
S.cerevisiae (RPO41) et de [Homme (POLRMT)

Les deux ARN polymérases mitochondrialesS#echaromyces cerevisia@P041,

(Masterset al. 1987) et de 'Homme, POLRMT, présentent une paldiité par rapport a
'ARN polymérase T7. Elles comportent une extensen N-terminale (Amino Terminal
Domain, ou ATD chez la levure) d’environ 40 kDay(fie 5).

L’ARN polymérase mitochondriale humaine a été tdigbord identifiée par des
approches de purification biochimique a partir édutes HeLa par Shuey D. et Attardi G
(Shuey & Attardi 1985). Ces auteurs ont mis en &wi@ des similitudes de comportement
avec I'ARN polymérase mitochondriale de levure @moinent grande sensibilité a la force
ionique et aux ions Mil). Le clonage du géne codant pour cette enzymeraipeonfirmer
une homologie avec les ARN polymérases phagiqueanfiet al. 1997).

La fonction de cette partie N-terminale a été liaractérisée chez la levure. Elle est
essentielle a la réplication et par conséquent amtran du génome mitochondrial (Clayton
1991 ; Wang & Shadel 1999). Elle est également igqunge dans le couplage de la
transcription (matricielle)- traduction (associééaamembrane interne), la connexion étant
établie par des protéines de la matrice mitochatelri

Ces ARN polymérases monomeériques sont incapablesitie’ seules une
transcription efficace (Fisheet al. 1987). Cependant, RPO41 présente une capacité
intrinséque a interagir, avec une certaine spégfiavec des séquences nucléotidiques de
type (AT), (Levenset al. 1981a; Levenst al. 1981b), assez proche du consensus des
promoteurs mitochondriaux de levure. Elle est égal@ capable de reconnaitre et d’initier
une transcription a partir d’'un promoteur fournngaine configuration ouverte (Matsunaga &
Jaehning 2004a; Matsunaga & Jaehning 2004b).

Gaspari M. et collaborateurs (Gaspatrial. 2004a), ont récemment mis en évidence
gue POLRMT semble étre le seul composant de la imadd transcriptionnelle capable de
reconnaitrejn vitro, les séquences promotrices mitochondriales aveoguande spécificité.
Leurs travaux expliquent pourquoi les ARN polyméggnitochondriales ne sont pas
interchangeables entre différentes espéces. La ROI_.Rien qu’incapable de se fixer seule
sur ’ADN sans protéines accessoimesivo, assure sans doute la reconnaissance spécifique

des promoteurs. Ceci a également été conclu pasudatia et Jaehning pour la mitochondrie
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de levure (Matsunaga & Jaehning 2004b). Cette g@ppourrait étre commune a toutes les

ARN polymérases mitochondriales.

ITI.B.2.2 Mécanismes d'initiation de la transcription des génomes

mitochondriaux chez S. cerevisiae et | Homme

La structure des génomes mitochondriaux ainsi gaefdcteurs mis en jeu lors des
phases d'initiation de la transcription differe zlees deux modeles. Nous allons brievement
présenter I'organisation de ces deux génomes nutabiaux et comparer leur organisation
aux génomes des organites des végétaux supéiaurs.présentons ensuite les mécanismes
mis en jeu lors de linitiation de la transcriptides genes mitochondiaux en introduisant les

facteurs engagés avec les ARN polymérases damsptette.

ITI.B.2.2.1. Structure des génomes mitochondriaux de S.

cerevisiae et de 'Homme

Ces deux génomes codent essentiellement pour gsefiyotéines impliquées dans la
chaine respiratoire ainsi que des éléments dedtadpraductionnel : protéines ribosomales,
ARNr et ARNt. Tous les composants de la machintalscriptionnelle mitochondriale sont
codés et contrélés par le noyau.

Le génome mitochondrial d8. cerevisiaest circulaire, et représente 85 kpb. Il est
peu dense en génes ; les régions intergéniquedserent les 2/3 du génome (Foetyal.
1998). Il comporte des promoteurs multiples (Clarston & Rabinowitz 1983), contrélant
des genes pouvant s’organiser en opérons. Les gemesent parfois aussi intégrer des
introns. lls comportent des promoteurs consensustyde ATATAAGTA (le premier
nucléotide transcrit est souligné). Les variatiatiexpression géniques liées a la phase
d’initiation ne sont pas définies par ce consemsass par la nature des nucléotides situés en
aval, et en particulier en +2 et +3 (si pyrimiditee promoteur est plutét faible, si purine, le
promoteur est plutét fort) (Manges al. 1994 ; Christianson & Rabinowitz 1983).

Le génome mitochondrial de 'Homme est circulairgetit (16,6 kpb). Il est dense et
moins complexe dans son organisation que les génonitechondriaux dé&. cerevisiaeet
des organites des végétaux supérieurs: il ne gespas dintrons, et ses séquences
intergéniques sont tres réduites (Shadel & Clayt@#97). En effet, les régions non codantes
majeures sont les séquences promotrices et lemeagigle réplication regroupées dans une
méme région dite boucle D ou « D-loop ». En revancim point remarquable par rapport aux

levures et aux végétaux est que seuls trois pramot®mnt mis en jeu pour transcrire les deux
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brins du chromosome (brin H, « Heavy » ou brin dbet ; brin L, « Light » ou brin léger)
(Chang & Clayton 1985; Changt al. 1986). Deux promoteurs majeurs, HSP1 et LSP
(Bogenhageret al. 1984) («Heavy Strand Promoter 1 » et « Light StrBnomoter ») sont a
l'origine de deux longs transcrits représentantsgquant lintégralité des informations
codantes des deux brins respectifs. Le promoteneunj HSP2 initie la synthese de deux
ARNIr. Les deux longs transcrits polycistroniquestgmar la suite maturés et épissés (Clayton
1991; Ojaleaet al. 1981). Par conséquent, toute variation dans Il pfexpression des génes
mitochondriaux les uns par rapport aux autres deitever de régulations post-

transcriptionnelles.

III.C. Facteurs de sélectivité associés aux ARN polymérases

mitochondriales de la levure S. cerevisiae et 'Homme

ITI.C.1 Facteurs de type MTFB (Mitochondrial Transcription Factor B)

L’initiation de la transcription sur les promoteurstochondriaux requiert notamment
un facteur de spécificité homologue chez la lewetrehez I'Homme : les facteurs de type
TFB, nommés MTF1 (Mitochondrial Transcription Facty chezS. cerevisiaet TFBM chez
’Homme (Mitochondrial TFB).

Ces facteurs présentent des similitudes, partrewtient dans leur structure tertiaire,
avec une grande famille d’ADN/ARN méthyl transfé@sset plus particulierement avec des
ARNr methyl transférases universelles de type Edch(botet al. 2001; McCullochet al.
2002). Ces enzymes ajoutent spécifiquement un groapt méthyl sur deux adénines situées
sur une structure tige-boucle tres conservée etreI’ARNr au cours de la biogenése des
ribosomes mitochondriaux (Schluckebiet al. 1999) (figure 6A). Les protéines
bifonctionnelles ne sont pas rares chez les orgaui@heret al. 2005). Ce sont par exemple,
'aconitase 1 chez la levure, enzyme du cycle debKrassurant également le maintien du
génome mitochondrial ; et la protéine plastidiadB@1 du tabac qui présente une activité de

protéase et est associée aux nucléoides (citéS#02001).
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Figure 6 : Représentation schématique des régionmuci: s v vy vanoiviuoe uco uwewedlS d€
sélectivité mitochondriaux de type TFB (A) ainse gge leurs substrats (B)

A: Les huit domaines sont (indiqués en chiffre rimm@t sous forme de boites violettes. Les doméaiadH interviennent dans la fixation

du donneur de groupement méthyl (SAM, S-adénosyiianine) et les domaines IV a VIII fixent le subsde la réaction (ARNr) et

effectuent la catalyse. Les domaines mutés dansaesux de Mc Cullogh et Shadel (McCulloch & SHa2@03) sont indiqués par des
fleches ;_B: Les deux bases adénines substrats des ARNrIniéthgférases de type Erm sont localisées sutrlzcture tige-boucle en 3’

des ARNr des petites sous unités ribosomiques &iet entourées en rouge .

Le facteur TFB est une protéine bifonctionnelle zkelomme, et chez la levure, |l
aurait été recruté au cours de I'évolution dansmachinerie transcriptionnelle. Chez
'Homme, Mc Cullogh et collaborateurs ont montrér pkes expériences de mutagenése
dirigée que des résidus critiques pour l'activitétimyl transférase (Figure 6B) n’alterent pas
la capacité de la protéine a initier une transitipiefficacein vitro. Par conséquent, les
fonctions de facteur de transcription et d’ARNr hygtransférase de la protéine TFBM chez
I’Homme sont totalement indépendantes I'une deid&a(McCulloch & Shadel 2003).

ITI.C.2 Facteur de spécificité MTF1 chez S. cerevisiae

ChezsS. cerevisiagle complexe d'initiation de transcription impliguniquement un

hétérodimere formant I'holoenzyme (Winkley al. 1985) constitué d’'une ARN polymérase
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monomerique, RPO41 (Mastezsal. 1987) et d’'un facteur de spécificité, MTF1 (Sclahét
al. 1987).

MTF1 s’associe plutdt de fagon non spécifique DM (Shadel & Clayton 1995)n
Vivo, il est essentiel pour initier une transcriptidiicace (Winkleyet al. 1985; Schinkeét al.
1987). Certaines mutations de MTF1 provoquent uméndtion de I'efficacité de Il'initiation
de transcription par I'holoenzyme si le promotesir dans une forme fermée. L’efficacité est
rétablie si le promoteur fourni est en conformatimverte (Shadel & Clayton 1995). MTF1
semble par conséquent jouer un réle important tangerture de la double hélice au niveau
des séquences promotrices. Par ailleurs, I'excedl el dans des tests de transcription
vitro augmente la stabilité du complexe d'initiation. glovoque par conséquent un
déséquilibre lors du passage de la phase d'imtiaén phase d’élongation processive et
complete (Matsunaga & Jaehning 2004b) conduisémpeoduction de transcrits abortifs.

MTF1 interagit notamment avec deux régions de 'Apdymerase mitochondriale,
d’'une part, au niveau des structures responsaldesodverture du promoteur et de la
stabilisation du complexe ouvert observeées ch@ZIARN polymerase (voir figures 3 et 4)
(Cliften et al. 2000) (1) ; et d’autre part, il s’associe avecdgion correspondant au canal se
sortie de la chaine d’ARN néosynthétisée chez Idlogue phagique (Clifteret al.
2000 ; Matsunaga & Jaehning 2004a; Tahigbal. 2002 ; Yin & Steitz 2002) (voir figures 4
et 5). La nature des interactions avec I'’ADN epddymérase peut aider a mieux comprendre

le mécanisme de l'initiation de la transcription.

IITI.C.3 Facteurs de transcription TFBM chez I'Homme

Les facteurs TFBM sont des protéines basiqueg)eatfpour ’ADN, et tout comme
leurs homologues chez la levure, ils ne semblest masséder de spécificité pour une
séquence donnée. Il existe chez 'Homme deux festdrBM1 et TFBM2. Ils sont tous les
deux capables de participer a linitiation de lanscription mais le facteur TFBM2 semble
étre deux fois plus actif que TFBM1 dans les coodg de transcriptionn vitro testées
(Falkenberget al.2002).

Contrairement &S. cerevisiagles facteurs TFBM associés a I'’ARN polymérase
mitochondriale ne suffisent pas pour initier ungnscription efficace chez 'Homme. Un
troisieme partenaire est indispensable au compRQERMT-TFBM pour assurer une
activation de la transcription a partir des promogemitochondriaux : le facteur TFAM
(Falkenberget al.2002 ; Gaspaset al. 2004a).
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IIT.C.4 Facteur de transcription TFAM dans la mitochondrie humaine

Le facteur TFAM est également une protéine bifimmetelle. 1l assure un réle de
facteur de transcription (Dairagéi al. 1995a; Dairaghet al. 1995b; Fisher & Clayton 1988;
Fisher et al. 1992) et il est indispensable au maintien et &éplication du génome
mitochondrial (Ekstranét al. 2004 ; Kankiet al. 2004).

Le facteur TFAM ressemble aux protéines nucléairésites HMG (« High Mobility
Group ») (Parisi & Clayton 1991). Les protéinesatds HMG sont d’'une part riches en
acides aminés basiques, leur conférant la capaditéeragir avec 'ADN sans grande
spécificité. D’autre par, leur région C-terminakd gche en aminoacides acides assurant une
interaction avec les histones nucléaires. Les preseHMG sont capables de se fixer a TADN
sans spécificité et d’introduire une courbure deldable hélice. Les propriétés du facteur
TFAM sont proches d'un facteur de transcriptionspui il présente une extension C-
terminale (25 résidus) (Dairagéi al. 1995a ; Kanket al. 2004) qui lui permet d’interagir sur
une séquence cis spécifique située juste en anuomitatinoteur. Cette région est définie entre
- 40 a - 11 (Gaspaet al. 2004a). D’autre part, le facteur TFAM se compartenme un
véritable activateur de linitiation de la trangtion (Fisher & Clayton 1988; Fishet al.
1992, Dairaghet al. 1995b ; Gaspast al. 2004a).

Il est également capable d’homopolymériser sousdode tétrameres (Antoshechkin
et al. 1997). Il se fixe en amont des promoteurs pouninedune courbure de I'’ADN et rendre
ainsi les séquences promotrices accessibles a I'fABNmérase (Fisheet al. 1992). Un
positionnement strict du tétramere est indispemsgimur assurer une activation de la
transcription (Dairaghet al. 1995b). Ce facteur TFAM est indispensable pouemibtun taux

de transcription élevé.
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ITI.C.4.1 Modeéles dinitiation de Ja transcription des génomes

mitochondriaux

ITT.C.4.1.1. Chez S. cerevisiae

Le modeéle actuel proposé pour expliquer l'initiatide la transcription des genes
mitochondriaux deS. cerevisiaeest relativement simple car il ne fait interveque deux
partenaires : 'ARN polymérase monomérique de tppagique RPO41 et un facteur de
spécificité de type TFB, le facteur MTF1.

L’ARN polymérase mitochondriale présente une cdpdoirinseque a reconnaitre les
séquences promotrices. Le facteur MTF1 est chaegéatuter RPO41 sur ’ADN (complexe
fermé RPf, voir figure 4). Dés lors, ce complexdokazyme engendre I'ouverture de la
double hélice au niveau du promoteur, créant dessiconditions favorables a l'interaction
spécifigue polymérase/promoteur et stabilisant denglexe d'initiation pour assurer une
transcription efficace (complexe ouvert Rpo). MTES$t finalement relargué aprés la
progression du transcrit de quelques nucléotidem@dset al. 1994). La libération du facteur
MTF1 se fait soit par compétition entre le brin ARN cours de synthese et le facteur MTF1
pour I'acces au canal de sortie de 'ARN néosymBé&iMatsunaga & Jaehning 2004b) ; soit
par changements conformationnels de la polyme@sans de la phase d'initiation et rentrant

dans la phase d’élongation.

ITT.C.4.1.2. Chez 'Homme

Comme nous l'avons vu précédemment, la transcriptio génome mitochondrial
humain fait intervenir plus de partenaires a I'ARNIymérase que chez la levure ; tous,
€galement, codés par le noyau.

Le facteur TFBM recrute 'ARN polymérase POLRMT, imaet hétérodimére
requiére la fixation d’'un second facteur, TFAM nafie pouvoir reconnaitre et se fixer sur les
séquences promotrices. Le facteur TFAM lie 'TADNagg a son extrémité C-terminale sous
forme d’'un tétramére (Gaspat al. 2004a). Le positionnement entre les positionsetl-20
est impératif pour engendrer la courbure de 'ADétessaire a I'acces et la reconnaissance
des séquences promotrices au complexe POLRMT-TFBdut comme chez la levure
(Matsunaga & Jaehning 2004b), Gaspari éfl.al suggerent que la polymérase humaine
possede intrinsequement la capacité de reconnadtrequences promotrices (Gasgaral.
2004a). L'interaction de deux facteurs TFAM et TFRMee donc les conditions propices

ouvrant I'acces du promoteur a la polymérase (Gaspal. 2004b).
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Les interactions entre les différents composant$aggareil transcripionnel ont été
étudiés (McCulloch & Shadel 2003) et la figure 7 ntne le modéle d’initiationde la
transcription chez la mitochondrie humaine sugggele facteur TFBM forme un pont entre
'ARN polymérase et le facteur TFAM. Cependantydiee des événements d’initiation de la
transcription n’est pas encore bien défini : letdac TFAM se fixerait il tout d’abord sur
'ADN seul, puis TFBM guiderait, par l'intermédiairde son interaction avec TFAM, le
positionnement de la polymérase sur les séquemoasofrices ? Ou bien un hétérotrimére se

formerait-il avant méme toute fixation sur 'ADN ?

Figure 7 : Modéle proposé par McCulloch et al. (Mdloch & Shadel 2003), des interactions établiegetes
protéines intervenant dans le mécanisme d’initiatiol génome mitochondrial chez 'Homme

En résumé, les ARN polymérases de type phagigues, du moins dans les
mitochondries deS. cerevisiaeet de 'Homme, semblent posséder intrinséquenieiit,
comme I'enzyme T7, la capacité de reconnaitre éeggiences promotrices avec une grande
spécificite. Cependant, contrairement a I'ARN polyase phagique, elle requiére
I'intervention des facteurs de sélectivité. Ceddars agissent non pas dans la reconnaissance
spécifigue de promoteurs, mais plutdét dans le posiement de la polymérase et dans
louverture de la double hélice. Ils facilitent sin les interactions ARN
polymérase/promoteur.

Chez les végétaux supérieurs, les mécanismes iaioit de la transcription des
génomes organellaires, NEP dépendant est encarentbcomprise. Les résultats observés
chez la levure et 'lHomme, laissent penser queNlER plastidiales et mitochondriales des
végetaux pourraient fonctionner avec un ou plusiepartenaires lors de cette phase
d’initiation. Dans les parties suivantes, nousralprésenter les génes et promoteur contrélés
par les NEP chez les végétaux. On constate quettpgences promotrices ne sont pas aussi
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bien définies et conservées que clsezcerevisiaeMalgré cela, on peut nommé quelques

candidats potentiels au role de facteurs de sp#ééifissociés aux NEP chez les végétaux.

III.D. Les ARN polymérases NEP des végétaux supérieurs

ITI.D.1 Promoteurs NEP dépendants

ITI.D.1.1 Dans /les mitochondries

Les promoteurs NEP des végétaux ne sont pas treses@s. Un alignement des
séquences promotrices des géenes mitochondriauxadéep monocotylédones (mais, blé et
orge) a cependant permis de mettre en évidenceetitlnnpotif conservé, YATA ou encore
YRTA (Binder et al. 1996; Covello & Gray 1991; Mulligaret al. 1991). Quelques
promoteurs mitochondriaux ont été finement analps&snutagénese et test d’activité mis en
placein vitro notamment chez quelgues plantes monocotylédorags(R Stern 1992; Rapp
et al. 1993). Chez les plantes dicotylédones, le cceupaasiers promoteurs mitochondriaux
identifiés correspond a un nonanucléotide de typETAAGAGA (Giese et al 1996).
Récemment, Kihn K. et ses collaborateurs (Kehral. 2005) ont apporté de nouvelles
informations en réalisant une étude assez largepdamoteurs mitochondriaux chek.
thaliana lls ont ciblé 33 transcrits primaires, c’est eediirectement issus d’une initiation de
la transcription, avant la phase d’épissage. Leafyae a mis en évidence que pres de 50 %
des promoteurs mitochondriaux étudiés présentemtotief YRTA (bases pyrimidines Y=T
ou C, et purines R= A ou G), positionné généralénden— 7 & — 4 par rapport au premier
nucléotide transcrit (+1). Il peut étre retrouvélggariantes ATTA, AGTA, GGTA, AATA)
ou incorporé dans une séquence nonanucléotidigusensus : -CGTATATAA +2 ou -7
CATAAGAGA +2 (le +1 est souligne et le motif CRTA appasaitgras). Les 50 % restants
sont des promoteurs divergents, ne présentant accosensus apparent entre eux. Par
ailleurs, Kihn et al (Kuhret al. 2005) mettent en évidence l'existence des promsteu
multiples dans le génome mitochondrial d’'une pladiotylédone. Quelques promoteurs
multiples ont été identifies et analysés dans mertgenes mitochondriaux chez le pois, le
mais, le riz et le sorgho (Kutet al. 2005; Lupoldet al. 1999; Yan & Pring 1997; Nakazono
et al. 1996). Chez Arabidopsis, 9 génes mitochondriaésgmtent plusieurs sites d'initiation
de la transcriptiontRNA-fMet, atp9rrnl8, trnK/rps3, orf113/orf101b/orf294/atpl, at{d6-
atp6-2, atp8, atp9, co¥2Six de ces genes comportent trois voire 4 prenrst différents,

dont un nonanucléotide consensus toujours plae&a&des autres promoteurs.
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ITI.D.1.2 Dans les plastes

La plupart des promoteurs NEP plastidiaux a éténtifiée chez le tabac
(Hajdukiewiczet al. 1997; Hubschmann & Borner 1998; Kap@bral. 1997) et chez le mais
(Silhavy & Maliga 1998b). La caractérisatiam vitro du promoteur de I'opéron plastidial
rpoB de tabac dans une région étendue sur 1 kpb coaddintifier la séquence utile et
suffisante pour l'initiation de la transcriptioruae petite région de 15 pb entre —14 et +1. Des
expériences de mutagenese dirigée ont révélé un deeB nucléotides critiques pour une
initiation de la transcription efficace -8 CRT 16 plupart des promoteurs NEP plastidiaux
comportent ce petit motif de type YRT suivi d'un@éaine, présentant une forte similitude
avec le motif CRTA déduit des alignements de prews mitochondriaux. Ce consensus
YRTA, conservé entre plaste et mitochondrie, seraltiester de la relation phylogénétique
des deux appareils transcriptionnels NEP. En oogesysteme semble étre conservé entre les
monocotylédones et dicotylédones puisque des exfplastidiaux bruts d’'un mutadlrpoA
de tabac parvienneniny vitro, a initier efficacement la transcription a partir gromoteur
PrpoBde mais (Liere & Maliga 1999).

Des promoteurs dits « multiples » existent égaléntams les génes plastidiaux.
L’analyse des promoteurs des mutants déficient®lER (mutantalbostriansde l'orge et
mutantsdrpo de tabac) avait permis de classer les genes p&astién trois catégories :

1. les génes sous dépendance exclusive de la PEP,

2. les genes a promoteurs multiples, PEP et NEpyriadres,

3. les genes dépendants de la NEP exclusivemegngsentant essentiellement des
genes codant pour des produits dits « de ménageemaore des fonctions génétiques (Trifa
et al. 1998; Faret al.2005), tels que I'opérompoB-C1-C2, et le genaccD.

Cependant, des études comparatives plus récentpsofild’expression des genes
plastidiaux a partir de feuilles de tabac sauvagguemutant transplastomique déficients en
PEP, remettent en cause cette classification. Lefjexh (Krauseet al. 2000; Legeret al.
2002) ont adopté une approche génomique a l'aiqaude a ADN (ADNc matures amplifiés
par PCR et fixés) pour réaliser une analyse glolalevariant la nature des sondes libres a
hybrider : des transcrits néosynthétisés obtenuslgpaechnique de «run-on », et des
transcrits matures marqués en 5’ par la PNK (paliguatide kinase). Apres confirmation par
northern blot et des expériences d’extension d’'as®et par immunodétections, les auteurs
suggerent que le phénotype observé chez ces mukamepose pas sur une diminution de la
transcription liée a I'absence de la PEP. lIs steygeplutdt une perturbation de la régulation
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génique post-transcriptionnelle due a une instébiles messagers produits par la NEP, et/ou
une dégradation tres rapide des polypeptides qmnents. En fait, tous les génes
plastidiaux semblent étre transcrits en I'absereéadPEP. Ces travaux ne permettent pas de
classer les génes du plastome selon une régulgtiggifique PEP ou NEP dépendante. Mais
ils soulignent une implication plus complexe de NERs le systeme génétique par rapport a
ce qui était pensé précédemment.

Il est probable qu’'une fonction de la polyméraseyge phagique est d’assurer une
expression accrue de la PEP a certains stades \dilodgement notamment au cours de
'ontogenese du chloroplaste. L'activité NEP semétee plus importante au cours de la
différenciation des proplastes en chloroplastepadiculierement aux stades tres précoces du
développement de la jeune plantule. Elle peut paséquent précéder I'activité PEP au cours
de la germination (Hajdukiewiczt al. 1997). Mais cette idée reste encore a démontes. L
interactions entre les différentes ARN polymérgdastidiales au cours du développement et

dans I'expression tissu spécifique des génes oligars sont finalement trés complexes.

ITI.D.2 Facteurs de transcription associés aux NEP chez les végétaux

Chez les végétaux, peu de candidats ont été igEnjifsqu’ici : un facteur de 63 kDa
intervenant dans la transcription du géox2 chez les mitochondries de blé, p63 (lkeda &
Gray 1999a) ; et le facteur CDF2, intervenant dangiation de transcription de I'opéron
rDNA chez le chloroplaste d’épinard (Bligey al. 2000).

lIs ont tous été mis en évidence aprés quelquee£tde purification biochimiques a
partir d’extraits mitochondriaux ou plastidiaux. Lgrotéines ont été caractérisées pour les
propriétés suivantes:
affinité pour I'ADN, pour des séquences spécifiques non ; peut étre vérifiée par des
expériences de retard sur gel ;
influence sur la transcription par des tests destraptionin vitro.

Depuis, il n'y a pas eu dautres travaux effectséis ces protéines. L’existence
d’autres facteurs agissant sur un spectre plug ldegpromoteurs n’a encore été clairement
mise en évidence dans les organites des cellulgétalés. La situation est d’autant plus
complexe dans le chloroplaste qu’au moins deuxstglgemachineries d’origine différentes se
partagent I'expression du plastome. En fait, au sm@nou nous avons commencé nos

travaux, peu de données étaient disponibles quudiail transcriptionnel chez les végétaux.
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Projet de thése

Le travail de I'équipe « transcription et divisioii plaste » repose pour une grande
partie, sur I'étude des mécanismes de transcrigtaors le plaste, en prenant comme modele
d’étude des plantes dicotyledoneSpinacia oleraceamodele aisé pour toutes les études
biochimiques, etArabidopsis thalianamodele pour les études génétiques et moléculaires
Afin de mieux cerner I'appareil transcriptionnel Rplastidial, les séquences ADNc codant
pour des NEP chez I'épinard ont été isolées au deimotre laboratoire (Lagrange T. et
Bligny M. numéros d’accession Y18852 ET Y18853 h triblage de banque d’ADNc
préparée a partir de feuilles d’épinard a mené identification de deux clones. Une
comparaison des séquences avec celles connuepau&® chez d’autres organismes, a
montré que ces sequences correspondaient aux ABdNmtpour les deux NEP plastidiales :
RPOT ;2 et RPOT ;3. Les plantes dicotyléedones piasgéa priori 3 ARN polymérases de
type phagique, on peut supposer qu'’il existe umisime enzyme.

Par la suite, MA. Hakimi a cherché des candidatemniiels capables d’interagir avec
une NEP. Un crible double hybride (systeme « MATCAHRER two hybrid system », de
Clonetech) a été mis en place a partir d’ une bamj@DNc de rosette d’Arabidopsis, agées
de 3 semaines (banque MATCHMAKER de clonetech)uglisant comme appéat 'ARN
polymérase RPOT ;2 d’épinard. Cette stratégie anised’identifier deux protéines, trés
proches, et nommées NIP1 et NIP_EM hteracting Potein). L'existence d'un %' géne
homologue NIP3, a été mise en évidence dans le génome nuclédiretithliana Un seul
homologue chez I'épinard a pu étre isolé par ublage de banque d’ADNc de feuilles
d’épinard, nommé SoNIP. Nous ne pouvons pas extkexestence d’'autres protéines NIP
chez I'épinard.

Le but de mon travail était de caractériser cedtrilfe de protéines, comprenant des
facteurs potentiellement associés aux NEP plaigliaPour cela, jai rassemblé les
informations disponiblem silico dans les banques de données afin de définir laléaNiP.
D’autre part, en collaboration avec d’autres cheunct du laboratoire, j'ai tenté de définir leur
localisation cellulaire et suborganellaire chfezthalianaet chez I'épinard. Aprés une étude
de I'expression de cette nouvelle famille de gestede protéines; j'ai essayé d’identifier, par
des méthodes biochimiques, d’autres partenairestdé®is aux protéines NIP, et ainsi de
vérifier par une seconde approche l'interaction-NEEP observée par le test double hybride.

J'ai abordé également des travaux en vue de dééirfionction de es protéines selon une
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approche génétique chéz thaliana,par I'analyse de mutants nuls ou « knock out >tamis

« knock down » (exploitant le mécanisme d’ARNiy&temment de mutants surexpresseurs.
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MATERIEL ET METHODES

I. Méthodes d'analyse des acides nucléiques

Sauf indication contraire, le matériel végétal bsbyé dans un mortier refroidi

régulierement a I'azote liquide jusqu’a obtenir yroeidre fine.

I.A. Extraction rapide d ADN génomique a partir de feuilles d'4 .

thaliana . criblage de mutants par PCR

Le broyage s’effectue a température ambiante. 39 ang de matiére fraichsont
broyés dans un tube Eppendorf contenant 100 pardpdn d’extraction (Tris HCI pH 8 ; 0,2
M ; NaCl, 0,25 M ; EDTA 0,025 M ; SDS 0,5 % p/v)@de d’un piston bleu (Polylabo). 100
ML de tampon sont de nouveau ajoutés et le brogagesuivi. Le broyat est alors vortexé
puis centrifugé 5 min a 13-15 000 rpm, a tempéeataimbiante. Les acides nucléiques
retrouvés dans le surnageant sont alors précipitégjoutant 200 puL d’'isopropanol. Aprés
homogénéisation, un culot est obtenu par une éagdtion a 13-15 000 rpm pendant 5 min a
4°C. Il est alors rincé a I'éthanol 70 %, séché&eshis en suspension dans 30 pL d’eau
distillée autoclavée. 2 pL de cette suspensiort aors utilisés pour effectuer un criblage par
PCR (0,05 pL d’enzyme Tagq ADN polymérase Bioling 8@®5 unité pour une réaction de 25
KL, voir protocole PCR dans partie suivante). Lexipits PCR sont séparés sur un gel a 1%
d’agarose, TBE 0,5X.

I.B. Extraction des ARN totaux

I.B.1 Préparation d'ARN totaux : application, « northern blot »

Ce protocole, fourni par Dominique Pontier, est paélaa I'hybridation d’acides
nucléiques (« northern blot »).

1 a 5 g de MF est utilisée initialement dans cetquae. La poudre obtenue est
transférée dans un tube corex de 15 mL. On apute de tampon E (Tris.HCI 50 mM, pH
8 ; NaCl 300 mM ; EDTA 5 mM ; SDS 2 % ; Aurin Tritexylic Acid ou ATA 2 mM ;[3-
mercaptoéthanol ajouté avant utilisation a 14 mMalji L’ATA est un puissant inhibiteur des
interactions acides nucléiques-protéines, il pmtémsi les ARN de I'action des RNases
(Gonzalezt al. 1980). Le tube est vortexé 2 min, puis incubé damgace pendant au moins
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10 min. 0,7 mL d’une solution de KCI a 3M sont dfsiet I'incubation poursuivie dans la
glace pendant 15 min. Aprés une centrifugation @ermin a 8 000 rpm (rotor JA 14,
Beckman), le surnageant est récupéré dans un nouuba corex. 2 mL de LiCl 8 M sont
ajoutés et les acides nucléiques précipités parincgation a 4°C pendant la nuit. La
sédimentation s’achéve par une centrifugation deit0a 8 000 rpm. Le culot est repris dans
0,4 mL d’'une solution contenant de 'ATA 1 mM. Laspension est alors transférée dans un
tube Eppendorf. Les protéines sont éliminées par pnécipitation au phénol. 0,1 volume
d’acétate de sodium 3 M et 2 volume d’éthanol ab$amid sont alors ajoutés a la phase
agueuse puis le mélange incubé au moins une heuB9ZC. Une centrifugation de 10 min a
20 000 g permet d’obtenir un culot d’ARN, rincéé&thanol 80 % froid. Les ARN sont remis
en suspension dans un petit volume de solutiorecant de 'ATA 0,1 mM.

I.B.2 Purification rapide d'ARN : criblage rapide pour RT-PCR

Ce protocole est utilisé pour effectuer des trapsons inverses (Reverse
Transcription : RT). Il est adapté dévkethods in Molecular Biology, vol. 82 : Arabidopsis
protocols;Preparation and analysis of RN&urrent protocols ; 4.3.1 (édité par J. Martinez-
Zapater et J. Salinas).

Les ARN totaux sont extraits a partir d’environ 500 de poudre (tube Eppendorf 1,5
mL). 550 pL de tampon d’extraction (Tris.HCI 0,2M @ ; LiCl 0,4 M ; EDTA 25 mM, SDS
1 %) sont alors ajoutés et le mélange vortexé jadgomogénéisation. Un volume équivalent
de phénol est ajouté afin d’éliminer les protéiféghantillon est ensuite vortexé. Aprés une
centrifugation de 2 min a 13 000 rpm, a tempéraanmbiante, la phase aqueuse est récupérée.
L’extraction au phénol est répétée 2 fois , puigisud’'une précipitation au chloroforme. Les
acides nucléiques sont précipités par I'ajout phase aqueuse de 55 pL d’'acétate de sodium
3 M pH 5,3 et de 1 mL d’éthanol absolu froid suiMine incubation de 5 min a — 80°C.
Apres une centrifugation de 5 min a 13 000 rpnt’G, 4e surnageant est éliminé. Le culot est
resuspendu dans 300 pL de LiCl 2M puis laissé pitéci 10 a 30 min dans la glace. La
suspension est alors centrifugée 10 min & 13 O@0etph 4°C. Le culot est repris dans 300 pL
d’eau distillée autoclavée, auxquels on ajoute B@'jacétate de sodium 3 M pH 5,3 et 600
puL d’éthanol absolu froid. Les ARN sont alors séelités lors d’'une incubation de 5 min a —
80 °C et par une centrifugation de 10 min a 13100, a 4°C. Le culot est finalement lavé a
I'éthanol 70 % froid et séché avant d'étre repremgl un petit volume d'eau distillée
autoclavée. Les ARN peuvent étre stockés a — 80°C.
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Cette préparation nécessite un traitement a la BNagour éliminer [I'ADN
génomique contaminant avant une réaction de trigaiger inverse. Le traitement a la DNase

| est effectué selon les instructions du fournisgEarmentas).

I.C. Méthode de dosage et de controle de la qualité des ARN

totaux

La qualité de I'échantillon extrait peut étre viksee rapidement en séparant une
fraction aliquote sur gel d’agarose 1% (p/v) aprge courte migration (front de migration
bleu de bromophénol2 cm des puits) (voir description de la préparatie I'échantillon et
du gel). Une éventuelle contamination en ADN gémpmi présentant un haut poids
moléculaire peut étre observée au dessus des ARN.

Les ARN sont dilués et dosés au spectrophotomet6Ca nm (Biophotometer,
Eppendorf). La qualité et la pureté de la prépanapieuvent étre évaluées en mesurant les
absorbances a 280 nm (protéines) et 320 nm (beuifodd). La concentration en ARN
(ug/mL) est déterminée par la formule suivante,

(A280 — A320) x coefficient d’extinction des ARN facteur de dilution de
I'échantillon dans la cuve ;

coefficient d’extinction des ARN : une unité de Q60 nm = 40 pg/mL d’ARN.

I.D. Méthodes de séparation des acides nucléiques par

électrophorése

I.D.1 Séparation de fragments ADN sur gel d'agarose

La séparation des fragments d’ADN est obtenue pgration électrophorétique sur
gel d’'agarose dans du tampon TBE 0,5X. Le gel d@gmest préparé dans le méme tampon
(TBE 10X : tris 1M, acide borique 1M, EDTA 25 mMjuquel on ajoute 1uL de BET pour
50 mL de gel (solution stock de BET a 10mg/ml diied’eau distillée, et conservé a I'abri de
la lumiére). La concentration en agarose varieee\ff et 2% (p/v) en fonction de la taille des
fragments a isoler (Sambrooletlal. 1989). Les échantillons sont préparés dans undardg
dépbt (tampon de dépdt 10X : gylcérol stérile 3084 bleu de bromophénol 0, 25 % plv,
xylene de cyanol 0,25% p/v, gsp eau stérile). Lgration est réalisée sous voltage constant
(20 V/cm de gel). L’ADN est visualisé a 320 nm,@gdau BET, agent intercalant des acides

nucléiques.
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I.D.2 Electrophorése en conditions dénaturantes: séparation des ARN

totaux

Un gel d'agarose 1,2% (p/v) / formaldéhy&lé% (p/v) est préparé dans 150 mL final
de tampon de migration 1X (20 mM MOPS; 1 mM EDTANM acétate de sodium; pH 7).
Les échantillons (20 pug et 30 pg d’ARN totaux denplles agées de 7 jours, racines, feuilles
et fleurs d’Arabidopsis) sont dénaturés en présateed® pL de tampon de dépdt (5 pL
formamide ; 2 pL formaldéhyde; 1 pl de tampon dggration 10X ; 1ul de BET a
400ug/mL) par un traitement de 10 min a 65°C awvkqmudt. L'électrophorese est effectuée
dans du tampon de migration 1X ; a 3 V/cm de dgest@ppéee lorsque le front de migration

atteint les 2/3 du gel. Les ARN sont visualisé2@ 8m, grace au BET.

I.E. Méthodes de détection des ARNm

I.E.1 Détection des ARNm par hybridation

I.E.1.1 Transfert des acides nucléigues sur membrane

Les fragments d’acides nucléiques, préalablemeptrésé par électrophorese en
conditions dénaturantes, sont transférés par asfglisur une membrane de nitrocellulose. Le
transfert s’effectue pendant une nuit, en préseleceampon SSPE 10X stérile (pour 1L de
SSPE 10X : 87,65 g NaCl ; 13,8 g NaH2P0O4.H20 ;83HDTA ; pH7,4 ajusté avec NaOH
10 N soit= 6,5 mL (Sambrook 8t al. 1989). La membrane est ensuite immergée 5 min dans

une solution SSPE 5X, séchée, et cuite 40 min &.80°

I.E.1.2 Préparation de la sonde ADN radioactive

Les deux sondes utilisées sont obtenues par PCIRegpa’oligonucléotides
correspondant aux ADNNWIP2 et NIP3; voir tableau d’amorces en annexe 2). Les fragment
PCR purifiés (25 ng) servent de matrice a la s\s@ltke sondes marquées radioactivement par
incorporation d' §**P]JdCTP, par la technique d’amorcage aléatoire ¢KNEBIlot Kit »
Biolabs) suivant les instructions du fournisseles Isondes sont isolées des nucléotides libres
par rétention spécifique sur colonne en respedtaninstructions du kit « QIAquick removal

nucleotide kit », et leur activité est estiméeaddé d’'un compteur a scintillation.

I.E.1.3 Pré-hybridation, hybridation et lavages des membranes

Toutes ces étapes s’effectuent a 65°C. La membeaheré-hybridée 4 heures en
présence de 10 mL d’une solution SSPE 6X ; Denb¥ért SDS 0,1% ; ADN de sperme de
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saumon dénaturé 50ug/mL. Elle est alors incubéel@venlL de tampon d’hybridation (SSPE
3X; Denhart 1X ; SDS 0,1% ; ADN de sperme de sauménaturé 50ug/mL) et la sonde
radioactive sur la nuit puis lavée a 3 reprisesdpah 10 min en abaissant a chaque fois
progressivement la force ionique de solutions dade : SSPE 2X - SDS 0,1% ; SSPE 0,2X -
SDS 0,1% et pour finir SSPE 0,1X - SDS 0,1%.

Les ARN marqués sont révélés par autoradiogramhipoiition a —80°C ; révélation
sur film BioMax, KODAK).

I.E.2 Détection des ARNm par RT-PCR

IL.E.2.1 Production d'ADNc par transcription inverse (ou reverse

transcription, RT)

A 2 ug d’ARN sont ajoutés 300 pmoles d’amorcegsdle volume est ajusté a 20 pL
avec de l'eau distillée autoclavée. Les ARN somtatiérés 5 min a 65°C, le mélange est
ensuite centrifugé brievement et placé dans laeglac

Un mélange de 40 uL est alors ajouté, comprenatuL de tampon de réaction 5X
(first strand buffer), 4 ou 6 pL d’une solution @&T 0,1M (respectivement pour la M-MLV
Reverse Transcriptase (GibcoBRL) et la Superstriihvitrogen)), 2 uL d’'un mélange de
dNTP (10mM chacun), 400 unités d’enzyme transcsgptiaverse, qsp 40 pL avec de l'eau
distillée stérile. La réaction est réalisée pendinta température optimale de réaction de
'enzyme (37°C pour la M-MLV Reverse Transcriptasez2°C pour la Superscript II). Elle
est finalement stoppée en chauffant 5 min a 95°@L 2le la réaction sont utilisés comme

matrice pour réaliser une PCR.
I.E.2.2 Amplification de fragments ADN par PCR

La RT-PCR semi quantitative doit étre tout d’abam@pportée a un controle

correspondant a I'amplification d’un transcrit exp# constitutivement. Le transcrit contrble
utilisé ici est le messag&PT1 (Adenosyl Phosphoryl Transferase 1) (Cowlaigal. 1998 ;
Hedtke et al. 1999b). L'amplification du transcrit doit égalemese trouver dans la phase
exponentielle de la PCR, soit 25 cycles ici pA®TL dans le cadre de notre étude (These de
doctorat d’lsabelle Privat). Les amorces utilispesir amplifier '’ADNc APT1, sont celle
choisies par Cowling R et collaborateurs (respeatient amorces 3’ et 5’ : OLLY42 et
OLLY23 renommeées dans le laboratoire APT1-1 et ARTtoir tableau des amorces,
annexe 2). Une des amorces est a cheval sur lagorde deux exons, et elles ont été testées

pour amplifier spécifiquement et uniguement I’ADNarrespondant (fragment environ 500
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pb) et non 'ADN génomique. Il s’agit donc d'un bawntréle de charge ou amplicon
rapporteur de la quantité d’ADNc matrice contenamsdla réaction PCR. Les conditions
optimales d’amplification sont définies au préatapbur chaque ADNc d’intérét en variant le
nombre de cycles d’amplification PCR pour détermetaester dans la phase d’amplification
exponentielle de la PCR.

La réaction en chaine de la polymérase (PolymeZasin Reaction, PCR) assure une
amplification exponentielle et sélective d’'un frasymhd’ADN.

A 2 pL de la réaction de matrice (ici, réaction Rbnt ajoutés 23 uL du mélange
suivant : 2, 5 uL de tampon de la Taq ADN polymerg8X ; 0,75 pL de MgGI50 mM ; 0,5
pL d’'un mélange de dNTP (10 mM chacun) ; 0,75 purpchacune des deux amorces 5’ et
3’ utilisées (10 uM) ; et finalement, I'enzyme TAPN polymerase (0,2 pL soit 1 unité par
réaction RT-PCR). La réaction est complétée a 23aydc de I'eau distillée autoclavée. La
réaction est effectuée dans les conditions suigantme premiére étape de dénaturation du
double brin I’ADN a 94°C, pendant 3 min a 7 mirselfenzyme utilisée (voir instructions
du fabricant); un cycle de 3 étapes répété 25f@iSGelon la nature de la matrice a amplifier
fois :
dénaturation 30 sec, 1 min ; 94°C
hybridation amorce-matrice de 30 sec a Thyb= Trm(Tou - 4°C) selon la spécificité des
amorces
élongation de I'amplicon (1 min pour une synthésd @00 pb environ) a 72°C

La réaction s’acheve par une élongation finale @enin a 72°C. Les produits PCR

sont séparés sur un gel d’agarose (0,7 & 2 % (PMABE 0,5X.

IT. Technigues de clonage

II.A. Caractéristiques des vecteurs de clonage et souches

réceptrices utilisées

IT.A.1 Vecteurs utilisés

IT.A.1.1 Vecteurs procaryotes

IT.A.1.1.1 Vecteur d'expression stable procaryote :

pBluescript IT SK(-) (Stratagéne)
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Le phagemide pBluescript est autoréplicatif (orggde réplication ColE1). Ce vecteur
de 2958 pb confére une résistance a I'ampicillo@nébla ; 50 a 100 pg/mL) a sa souche
hote, et apporte l'alleléacZ’, interrompu par une cassette de clonage, sous t®rthdn
promoteur inductible a I'PTG (voir carte en anneXg. Ce plasmide est donc capable-d’
complémenter la souche XLI blue &e coli, offrant ainsi une possibilité de discrimination
des vecteur recombinants de ceux dépourvus d’ipsemine sélection blanc/bleu en présence

de I'inducteur IPTG et d’un substrat artificiel lde3-galactosidase, le X-Gal.

IT.A.1.1.2. Vecteurs d'expression et surexpression

IT.A.1.2 procaryotigues

a) vecteurs pBAD/His (Invitrogen) et pBAD/thiotopo

Les ADNc AtNip2 et AtNip3 sont clonés respectiveinetians les vecteurs
pBAD/HisC et pBAD/HisB au niveau des sites de restm 5'-Pstl / EcoRI-3’ et 5’-Bglll /
EcoRI-3' (voir annexes 5). Un fragment ADNc amg@ifpar PCR (oligonucléotides : voir
annexe), codant le premier tiers de la protéine FdR;2, soit environ 37 kDa, est
directement cloné dans le vecteur pBAD/Thiotopo.

Ces plasmides permettent d’exprimer des protéimeplées a deux étiquettes ou
« tag » situées en amont de la cassette de clommge régions codant pour un tag 6 His, et
pour un épitope « Xpre8$ » (carte en annexes 5). Des anticorps primairessds contre ces
marqueurs sont vendus dans le commerce (Invitrogesy étiquettes peuvent donc étre
utilisées comme cibles pour détecter la protéimembinante. Le géne hybride est sous la
dépendance du promoteur araB, assurant une exprdsss contrélée et dose dépendante en
présence de L-arabinose. L'utilisation de cette ifande vecteurs est par consequent
préconisée pour I'expression de protéines toxigaes la bactérie ou difficiles a surproduire.
Ces plasmides présentent un gene conférant laamdsésa I'ampicilline. Ces vecteurs de type
pBAD sont utilisés, dans le cadre d’expressionméénes, dans des soucliescoli Topl0.

b) Vecteurs pET28a et pET32a (Novagen)

Les ADNCAtNIP1 et AtNIP2 sont clonés dans les deux vecteurs pET28 a et2&T3
au niveau des sites 5’-BamHI / Sall-3’ (séquencBdA clonées : voir annexe).

L’expression du gene d’intérét est sous le contrdl@ promoteur T7 et d’'une région
régulatrice Lac permettant une induction par I'lPT@es vecteurs offrent la possibilité de

marquer la protéine a produire avec une étiquétis én Nter avec ou/et en Cter. De plus, le
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vecteur pET32a contient une étiquette en N-terrairdd la protéine supplémentaire : la
thioredoxine (voir annexes 5). Les productions detgines a partir de ces vecteurs sont

réalisées dans des souckesoliBL21.

IT.A.1.3 Vecteurs navettes procaryote/ eucaryotes

IT.A.1.3.1. Vecteur binaire EL103

Ce vecteuE. coli / Agrobacterium tumefacieasété fourni également par Dominique
Pontier. Il offre une résistance a la kanamycisem@ hote bactérien (100 pg/mL final) et a la
plante transformée de facon stable (50 pg/mL). dtivee du plasmide binaire pBI121
(Clonetech) comportant entre les bords droit eccgawde 'ADN-T (ADN de transfert) une
construction destinée a I'expression de protéinkgezcles plantes. Elle comprend
successivement le promoteur fort constitutif 35Svitus de la mosaique du chou fleur, un
activateur traductionnéd, 3 sites de restriction (BamHI, Xbal, Sacl) etaeal le terminateur
du gene de la nopaline synthase (voir carte enxang EL103 contient un ADNc codant
pour le rapporteur EYFP (version 4 de Clonetechhé&len 5'Xbal-Sacl3’dans le laboratoire
d’Eric Lam (laboratoire de post-doctorat de D. RemtUniversité de Rutgers, New Jersey,
Etats-Unis).

IT.A.1.3.2. Vecteur binaire : pFP101

Ce vecteuE. coli / A. tumefaciena été fourni au laboratoire par Francois Parcgsda
le cadre d’'une collaboration avec Gilles Vachoroftte une résistance a la spectinomycine
(Sigma) aux clones H. coli ou d’agrobactéries transformés (50 pg/ml final)s’8git d’'un
vecteur permettant d’exprimer dans la plante uregd#mtérét, cloné en aval d'un double
promoteur 35S CaMV (annexe 4). De plus, pFP101 cotepe génésFP sous contrdle d'un
promoteur graine spécifigust2S3(protéineAt2S3étant une protéine de réserve de la graine
d’Arabidopsis), il permet de sélectionner directatnées graines transformées TO sous
lumiere bleue (longueur d’onde d’excitation de GiaRs le bleu 450 nm) a l'aide d’'une loupe
(U-RFL-T, OLYMPUS). Les transformants d’Arabidopss®nt alors cultivés sur milieu

(ATG) sans antibiotique.
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IT.A.2 Souches bactériennes utilisées

IT.A.2.1 Souche réceptrice bactérienne : E. coli XL1-blue

Cette souche @&scherishia coliposséde un géne conférant une résistance a la
tétracycline ainsi qu’'une mutationlaclgZzaM15 fournissant une possibilité @

complémentation (Stratagenbitp://www.stratagene.com/manuals/200256.piif Elle est

utilisée pour les clonages.

IT.A.2.2 Souches d’ E. coli TOP 10 (Invitrogen)

Cette souche est utilisée pour cloner, amplifieplasmide ou exprimer une protéine
recombinante. Elle est déficiente dans la biosyw#h&'arabinose, et peut étre utilisée en
combinaison avec des vecteurs de type pBAD préseantapromoteur araBAD dans le cas
d’'une expression inductible au L-arabinose. Sorotg® est le suivant : F- mcrA D(mrr-
hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl araDPI3(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (StF) endAl nupG. L'induction de protéines recombinartkezE. coli est réalisée en
suivant les instructions du fournisseur du vectées protéines extraites peuvent étre alors
séparées par électrophorése en conditions déntdsyamalysées par une coloration et/ou une

immunodétection comme décrit dans la partie IV.C.
IT1.A.2.3 Souches d'E._coli BL2I (Novagen)

Cette souche est utilisée pour le clonage et pawexprimer une protéine

recombinante, et dans ce travail, elle est assatideavail effectué avec les vecteurs de type
PET. Elle est résistante a 'ampicilline (50 pg/riihal) et protege les protéines exogenes
produites des protéases LON et OMPT. Les inductsomg effectuées selon les instructions

du fournisseur.

IT.A.2.4 Souche réceptrice A. tumefaciens : GV3121

Cette souche égrobacterium tumefaciensV3121, fournit par Dominique Pontier,
possede un gene conférant une résistance a langamta (50 pg/mL), ainsi qu’'un plasmide

porteur notamment d’'un opér®fiR a l'origine de la virulence de la bactérie.

II.B. Préparation de I'ADN

Les fragments ADN a cloner sont amplifiés par P@®Rec une enzyme Taq ADN
polymérase présentant une activité correctrice’ @®nucléase), ’Amplitag Gold (Roche

Diagnostics) ou la Pwo DNA polymerase (Genaxis @&ibhology) en respectant les
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instructions du fournisseurs : L’AmpliTaq Golg asgilisée notamment pour des clonages
directs dans des vecteurs type TOPO. Les réacR@i sont effectuées dans un volume de
50 puL. Le mélange réactionnel et les conditiongnghlification PCR sont définis selon les

instructions du fournisseur (robocycler gradient Satagene)..

IT.B.1 Digestion enzymatique

La digestion enzymatique peut nécessiter I'utisatie RNase A (10mg/mL dans une
solution Tris.HCI 10mM, pH 7,5 ; NaCl 15 mM ; 1 péaction) selon le mode d’extraction
des plasmide (voir partie « extraction d’ADN plagique » qui suit).

II.B.1.1 Digestion totale

Le vecteur et les fragments d’ADN (produits PCR masmide recombinant) sont
digérés par les enzymes adéquates (1 unité parADiNda digérer et par heure de réaction).
La réaction est catalysée a 37°C en présence dimpdn OPA (concentration ajustée selon
instructions de Pharmacia Biotech en fonction desymes utilisées) pendant quelques
heures. Les enzymes sont ensuite inactivées p&ail@ment de 15 min a 65°C, et 'ADN
purifié par un traitement au phénol-chloroformesalcisoamylique (25:24:1 v/v), puis au
chloroforme. Les acides nucléiques sont alors pits par I'addition d’ 1/10 de volume
d’acétate de sodium (3M pH5,2) et de 2 volumeshdigbl absolu froid.

IT.B.1.2 Digestion partielle

Une digestion partielle peut étre nécessaire Balgment d’intérét présente deux fois
le méme site de restriction. Le produit a digépeoduit PCR ici) doit étre présent en grande
guantité. Le produit PCR est digéré tout d’abordléanent a I'extrémité comportant le site
unique par I'enzyme correspondante, la digestiancestrdlée en déposant une fraction
aliquote sur gel d’agarose. L'enzyme, susceptileleauper deux sites, est alors ajoutée a la
réaction (tampon OPA ajustée a 2X). Elle est idéeubendant 10 min a 37°C, puis la réaction
immédiatement placée dans la glace. Les enzymedsrswiivées par un traitement a 65°C
pendant 15min. Les produits de digestion sont &8psur gel d’agarose 1%, TBE 0,5X. Le
fragment d’intérét est decoupé et purifie a l'aide « QIlAquick gel extraction kit »
(QIAGEN).
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II.B.1.3 Purification dun fragment dADN par éElution du gel

dagarose
Apres migration des acides nucléiques, la bandgetieontenant le fragment d’intérét
est découpée sous UV puis purifié a I'aide du «@iisk gel extraction kit » (QIAGEN)
selon les instructions du fournisseur.
IT.B.1.4 Ligation

La ligation d’'un fragment digéré dans un vectengédirisé est catalysée par une T4

ADN ligase (Invitrogen, 1 unité par réaction) eggence de son tampon (1X final). L'insert
doit toujours étre en exces par rapport au vea@éré. La réaction doit étre effectuée dans
un volume final minimum afin de faciliter le contaecteur-insert (10 a 12 pL en général).
Le volume est ajusté avec de l'eau distillée aatg® et le mélange incubé a température

ambiante pendant une nuit.

II.C. Méthodes de Transformation de bactéries

IT.C.1 Transformation d' & coli

IT.C.1.1 Préparation de bactéries E. coli de souche XL1- blue

chimiocompétentes

1,5 mL de LB frais est inoculé avec une colonieedeoli XL1- blue isolée sur boite
de pétri contenant du milieu LB gélosé avec deétiatycline, antibiotique de sélection de la
souche (1Qug/mL final). Cette mini-culture est ensuite placiis agitation (180 rpm) a
37°C pendant une nuit. Une pré-culture de 50 mLL8e (sans antibiotique) est alors
ensemenceée au 1/100 avec la mini culture, et irclebBuit sous agitation et a 37°C. 1 mL de
cette suspension est finalement ajouté a 100 mLBjepuis cultivée a 37°C sous agitation
jusqu'a atteindre une DO a 600 nm comprise enBee0,0,5. Les étapes suivantes sont
réalisées dans la glace. Les bactéries sont sétfiesepar une centrifugation de 10 min a
2000 rpm, et a 4°C. Le culot est délicatement sedans 10 mL d'une solution froide, et
fraichement préparée, contenant 10 mM MgSD mM CaCJ. La suspension est incubée 30
min dans la glace, puis centrifugée 10 min a 2080;ret a 4°C. Le culot de bactéries
compétentes est remis en suspension dans 1,7 mig86€, 10 mM, CaC}50 mM froid.

300 uL de glycerol stérilisé est alors ajouté. Des aligs de 10QuL de cellules sont enfin

congelées dans de l'azote liquide puis conserv@9zC.
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IT.C.1.2 Transformation de cellules E. coli compétentes

Les produits issus de la réaction de ligation & 10 de cellules compétentes sont mis
en présence pendant 30 min dans la glace. Un haaf thermique (1 min, 42°C) stimule
l'incorporation de ’ADN exogéne par les bactérigsiL de milieu LB est ajouté aux cellules.
Elles sont alors incubées a 37°C pendant une tadurel'initier I'expression et la réplication
du plasmide intégré.

IT.C.1.3 Etalement de bactéries E. coli XL1 blue

Environ 100 pL de la réaction de transformationt s&talés sur une boite de Pétri

contenant du milieu LB gélosé supplémenté en anithie de sélection apporté par le
plasmide et en présence de 60uL de X-Gal (20 mglaris du N,N’diméthyl-formamide ) et
de 20 uL d’'IPTG (solution filtree a 0,2 g/mL dans kkau distillée) afin de permettre un
criblage blanc-bleu. Les bactéries sont ensuitakiées a 37°C pendant une nuit. Seules les

colonies blanches seront sélectionnées.

IT.C.2 Transformation d'Agrobacterium tumefaciens

IT.C.2.1 Préparation dagrobactéries chimiocompétentes

Une colonie dA. tumefaciensest inoculée dans 20 mL de LB supplémenté de
gentamycine (50 pg/mL), et incubée a 28°C sous@git pendant une nuit. 2mL de cette
préculture sont ensemencés dans 50 mL de LB + meniae et incubés dans les mémes
conditions jusqu’a atteindre une DO a 600 nm d’envi0,5. La culture est alors incubée 10
min dans la glace. Toutes les étapes suivantesréahsées dans la glace ou a 4°C. Les
agrobactéries sont récoltées par une centrifugatob min a 3000 g et a 4°C. Le culot est
repris délicatement dans 1 mL de CaCl0mM froid. Cette suspension est finalement
aliquotée par fractions de 100 pL, congelées rapgie dans I'azote liquide, et stockées a -
80°C.

IT.C.2.2 Transformation d'A. tumefaciens

0,5 a 1 pug d’ADN et cellules compétentes (100uLjt snis en présence pendant 5
min dans la glace. Un double choc thermique (5 dains I'azote liquide puis 5 min a 37°C)
acheve la transformation. 1 mL de LB est alorstgjoet la suspension laissée a 28°C pendant
4 h afin d'initier la réplication du plasmide. Lbactéries sont étalées sur milieu sélectif (LB
gélosé contenant I'antibiotique de sélection desdache et I'antibiotique de sélection du

plasmide recombinant exogene), puis incubées azB8QAiC.
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II.D. Extraction d ADN plasmidique : criblage des vecteurs

recombinants

IT.D.1 Mini-préparation d'ADN plasmidique issu d' £ coli . protocole

rapide
Ce protocole a été apporté au laboratoire par DigonénPontier, il est idéal pour un
criblage rapide de culture €. coli, il peut étre aussi utilisé pour produire des rinagts ou
vecteurs digérés a liguer, mais pas a séquencerculture de 1,5 mL de LB + antibiotiques
est ensemencée a partir d’une colonie sur boitacebées a 37°C sous agitation pendant une
nuit. Les bactéries sont sédimentées par une fiagation (1min, 12 000rpm). Le surnageant
est éliminé et les bactéries lysées par I'additierBO0 puL de tampon TENS (Tris 1M, pH 8 ;
EDTA 0,5M, pH8; NaOH 0,1N; SDS 0,5%). ADN chroroosque et protéines sont
précipités par 150uL d’acétate de potassium (3Mi.pH Débris cellulaires, et protéines sont
éliminés par une centrifugation (2 min, 12 000 ypbmL d’éthanol absolu est alors ajouté au
surnageant afin de précipiter les acides nucléigg@sgpéres par centrifugation (2 min, 12000
rpm). Le culot est lavé a I'éthanol 70%, séchéeptis dans 20uL d’eau distillée autoclavée.
Cette méthode d’extraction des plasmides est rapi@ie n’élimine pas I’ARN contaminant.
Les digestions enzymatiques seront par conséquélisées en présence de RNase A
(Fermentas, 10 mgLmL, 0.5uL par réaction) afin ddfarer I'observation des produits de

digestion sur gel d’agarose.

IT.D.2 Mini-préparation d'ADN plasmidique issu d'E. coli: protocole

long et propre (séquencage)

Le protocole utilisé pour extraire des vecteurdidés au séquencage automatique est

celui du (Molecular Cloning, a laboratory manuanbrook Jt al. 1989).

IT.D.3 Mini-préparation de plasmides issus d'Agrobacterium

Une culture de 2 mL de LB sélectif inoculée a pattiine colonie prélevée sur boite
est incubée pendant 24h a 28°C puis centrifugéezar2 000 rpm. Le culot est resuspendu
dans 100 pL de solution | froide (lysozyme 4 mg/milucose 50 mM ; EDTA 10 mM ;
Tris.HCI pH8, 25 mM). Apres une étape d’'incubataa 10 min a température ambiante, les
bactéries sont lysées par un traitement alcalif (20de solution Il : 1% SDS ; 0,2N NaOH),
vortexées et incubées dans les mémes conditioaprogéines sont précipitées par I'ajout de
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90uL d’un mélange phénol-solution Il (1 :2 v/v resfivement) puis vortexées 2 min. 150 pL
d’acétate de sodium (3M ; pH 4,8) sont ajoutésnédange agité et incubé 15 min a —20°C
afin de précipiter les acides nucléiques. Une dagation de 3 min a 14000 rpm permet de
récupérer les acides nucléiques dans le surnadgeestderniers sont précipités par I'ajout de
2 volumes d’éthanol absolu froid, et sédimentésespar une centrifugation (3min, 14000
pm). Le culot est lavé a I'éthanol 70%, séché ptisedans 20 puL d’eau distillée autoclavee. 5
puL sont utilisés pour transformer coli, afin de vérifier la présence de l'insert par giggn

de mini-préparation de plasmide.

IT.D.4 Midi-préparation de plasmides (£. coliou A. tumefaciens)

Une midi-culture de bactéries transformées (100LBLsélectif) est ensemencée au
1/100 a partir d'une culture de 1,5 mL sélectieplacée a 37°C sous agitation pendant 12 a
16 h. La purification de plasmides est réaliséelpadechnique de lyse alcaline des bactéries
en suivant le protocole fourni par le kit « QIAdittMidi » (QIAGEN). La concentration en
ADN est estimée en mesurant la DO a 260 nm (unt wtle DO correspond a 50ug/mL
d’ADN double brin).

II E. Séquencage automatique

1 pug d’ADN a séquencer doit étre préparé dans uome final de 5uL. Les
séquences sont obtenues grace a l'utilisation dues&eur automatique de type « ABI 373
XL stretched » (Applied Biosystems). Le séquencag®matique est une adaptation de la
technique de Sanger utilisant les 2’,3’-didéoxygotides (ddNTP) pour terminer les brins.
L’ADN est amplifié par PCR a partir d’'une amorcem@sence de dNTP et ddNTP. Chacun
des 4 ddNTP est couplé a un fluorophore spécififiaite étape est réalisée avec le kit
« BigDye terminator » (Perkin-Elmer).

Les amorces choisies pour séquencer les diversnéaig clonés sont localisées de
part et d’autre de la cassette de clonage. Il s’ajamorces universelles pour les clones
recombinants Bluescript, situées dans les promet€@ret T7. Les amorces utilisées pour
contrler la fusion traductionnell®IP::eYFP sont récapitulées en annexe 2 (tableau
amorces). Les produits de réaction sont séparéarsgel d’acrylamide par électrophorese.
Un logiciel d’analyse permet d’associer le fluoroph détecté par un systeme optique, au

ddNTP correspondant marquant I'extrémité 3’ durinagt.
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ITT. Méthodes d'études de la plante

IIT.A. Conditions de culture

ITI.A.1 Préparation des graines et plantes

Toutes les manipulations de stérilisation sontiséak en conditions stériles sous une

hoéte a flux laminaire horizontal.

ITI.A.1.1 Stérilisation des graines en surface. culture sur milieu

gélosé

Avant d’étre seméas vitro, les graines sont stérilisées en surface par isioredans
une solution de chlore diluée au cinquieme dankétleanol absolu, a raison d’environ 500
graines/mL, dans un microtube de 1,5 mL. La sofutie chlore ou solution de stérilisation
est réalisée par dissolution d'une pastille d’emvil,5 g de chlore actif INOV'CHLORE
(INOV'CHEM) dans 40 mL d'eau distillée autoclavéAprées 5 min d’agitation, puis
décantation, la solution de stérilisation est éliéei et les graines lavées 2 fois a I'éthanol

absolu, puis séchées sous hote pendant au moes@sh

ITI.A.1.2 Stérilisation rapide de surface de graines d'A. thaliana:

culture en milieu liguide

Il s’agit d’'une technique de stérilisation de soefades graines rapide facilitant la
germination grace a une étape d'imbibition dansauie Une pastille de chlore actif
INOV’'CHLORE d’environ 1,5 g (INOV'CHEM) est dissomitdans 40 mL d’eau distillée. 10
mL de la solution sont ensuite ajoutés a 40 mLh@@ol absolu. Toutes les étapes qui suivent
ont lieu sous hotte a flux laminaire. Environ 50@iges dA. thaliana(soit un équivalent en
volume d’environ 20 pL dans un tube Eppendsdijt agitées pendant 4 a 5 min dans 1mL du
mélange chlore /éthanol. Aprés décantation, le mg&ast éliminé et les graines lavées 3 fois
avec de l'eau distillée stérile. Elles sont aloesnises en suspension dans l'eau distillée
autoclavée et ajouté dans un erlen contenant 28emilieu MS liquide (pour 1 litre : 0,5 g
MES ; 2,2 g MS basal salt mixture (Sigma) ; 8g bacose ; pH 5,6-5,8 ajusté avec KOH).
Elle est utilisée pour les expériences de transtions transitoires de tres jeunes plantules

d’Arabidopsis.
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ITT A.2 Conditions de culture /n vitro

IIT.A.2.1 Milieux de culture

Les graines stérilisées sont semées sur milieu AJE®sé (4,3 g de sels MS
(SIGMA) ; 10 g de saccharose ; 0,5 g de MES pH(&(JH) ; 8 a 10 g de Bacto Agar 2@
gsp 1L stérilisé par autoclave) préalablement cdalgs des boites de Pétri hautes. Le milieu
de culture peut contenir un antibiotique pour lecén de plantules transformées (sulfate de
kanamycine a 50 pg/mL finale, SIGMA). Elles sons@te placées a 4°C et a I'obscurité
pendant 72 h afin de lever la dormance des grahebtenir une germination homogene et

synchronisée. Elles sont alors cultivées en cha@ilture.

IIT.A.2.2 Conditions de culture in vitro

Les graines sont placées en chambre de cuiltukgtro, réglée dans les conditions
suivantes :
cycle jours longs (16h lumiére/ 8h obscurité),
intensité lumineuse : environ 70 pmoles de photorfs s,
température constante maintenue a 24°C,

renouvellement de I'air permanent et hygrométrie oontrolée.

ITIT A.3 Conditions de culture en terre

ITIT.A.3.1 Plantation

Des plantules peuvent étre repiquées, ou des graagmees et cultivées sur du terreau
(Nutrilor ou Hydro) imbibé d’eau et autoclavé (2thma 120°C). Du Temik 10G (nématicide
et insecticide systémique) est ajouté a la temgif@n une dizaine de granulés par petit pot)
avant d'y placer les plantes ou graines. Les gsasunt directement semées en terre sans
stérilisation préalable ; les plantes provenanbaitées de culture sont repiquées. Les pots ou
bacs de plantation sont recouverts d'un film enstae pendant 7 a 10 jours afin de

maintenir une atmosphére saturée en eau.

ITIT A.3.2 Conditions lumineuses en salle de culture

Sauf précision contraire, les plantules et plard&sabidopsis sont cultivées en
conditions de jours longs (16 heures de lumiéhetures d’obscurité) :

- en salle de culturén vitro, l'intensité de la lumiére est d’environ 100 pmol
photons.m. sec, pour une température constante de 24°C. L’astyenouvelé constamment

et 'hygrométrie non controlée.
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- la majorité des cultures en terre est réaliséesale de culture aménageée, la
température est de 24°C le jour et 21°C la nuécldirage est assuré par une combinaison de
tubes fluorescents blancs, incandias et horticolssi que des ampoules halogénes
horticoles ; I'hygrométrie est maintenue constaaté0-70 %, et I'arrosage s’effectue par
imbibition.

ITIT A.3.3 Conditions lumineuses en serre

L’éclairage de la serre est naturel I'été et aifiI’hiverde 7 hal0hetde 16 h a
23 h (utilisation de lampes a argon) ; les condgid’humidité et d’arrosage sont les mémes

gu’en salle de culture.

ITT.A.4 Stockage des graines d' A. thaliana

Apres leur récolte, les graines sont conservées dragt 10°C jusqu’a leur utilisation.

III.B. Techniques de transformation des plantes

ITIT.B.1 Techniques de tfransformations transitoires de cellules

végétales

Les transformations sont dites transitoire lorstese n'affectent pas les cellules
reproductrices et le patrimoine héréditaire, I'’ABKbgene introduit n’est donc pas transmis a
la descendance. Elles présentent l'avantage d'mbtem résultat rapidement, et sont
particulierement intéressante pour déterminer wcalisation subcellulairen planta d’'une
protéine d’intérét fusionnée en c-terminale avee pnotéine rapporteur. Les techniques
utilisées sont optimisées pour une plante donnéesi,Ala technique d’agroinfiltration de
feuilles fonctionne trés bien chez le tabac et gmtis beaucoup moins de réussite chez
Arabidopsis thaliana Dominique Pontier a alors mis au point une awpproche plus

efficace pour transformek. thaliang a partir de trés jeunes plantules, détaillée laluns

ITI.B.1.1 Agroinfiltration de feuilles de tabac

Cette technique de transformation transitoire Agwobacterium tumefaciersonsiste
a infiltrer des bactéries par les stomates ded@pne inférieur des feuilles de tabac (cultivar
Samsun NN). Une culture de 2 mL (milieu LB + genyame 50 pg/mL, kanamycine 100
png/mL) est ensemenceée a partir d’'une colonie siie bet incubée pendant une nuit, a 28°C
sous agitation. Les agrobactéries sont sédimemigesine centrifugation lente de 5 min a

5000 rpm (centrifugeuse de paillasse Eppendorf Bj1lZe culot est lavé deux fois avec 1
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mL de tampon d’infiltration (saccharose 60 mM ;agse 55,5 mM ; acétosyringone 0,2 mM ;
MES 20 mM). Chacun des lavages est suivi d’'une albercentrifugation (5 min, 5000 rpm).
Le culot de bactéries est finalement repris dand_1de tampon. La suspension est dosée au
spectrophotometre a 600 nm afin d’ajuster la D@l&na 0,8. L'infiltration est réalisée a
I'aide d’'une seringue stérile de 1 mL appliqguéeppadiculairement contre la face inférieure
de la feuille. Le tampon utilisé place les bac&nians des conditions iso-osmotiques et
'acétosyringone augmente la virulence de la soucheissant ainsi des conditions propices
a la transformation de cellules végétale.

Un échantillon de feuille infiltrée est observeé 2 gurs apres infiltration entre lame et

lamelle en présence de quelques gouttes d’eau.

III B.1.2 Transformation transitoire de jeunes plantules d'A.

thaliana

Cette méthode a été mise au point par Dominiqudidtofibrievement décrite dans
Lagrangeet al. 2003). Elle repose sur une co-culturdgfobacterium tumefaciersvec de
tres jeunes plantules A’ thalianaAprées 48h de croissance, la radicule vient de guerc
'enveloppe de la graine afin de permettre le déweément d’'une jeune plantule. On peut
parfois également observer a ce stade I'émergeexeatylédons. C’est une étape qui crée un
stress, et donc, une condition intéressante poeiiinfaction parAgrobacterium Des graines
stérilisées sont ensemencées dans des erlens aontdn milieu MS liquide (pour
composition voir protocole stérilisation rapide dgeaines) et incubées pendant 48h sous
agitation dans une chambre de culture a températégrdée (24°C ; cycle jour/nuit 16h/8h).
La culture est transvasée dans une unité de idtrgiNalgene, filtre 0,2 uM) et le milieu
eliminé en trés grande partie par aspiration @é¢al’une pompe a vide. Les jeunes plantules
doivent cependant encore étre recouvertes d'unérdégouche de milieu. La suspension
d’agrobactéries est ajoutée sur les jeunes plantatde tampon Iégérement aspiré. Elles sont
alors incubées a température ambiante 30 min auBe$ielLe liquide est alors éliminé en
grande partie, en prenant soin tout de méme detemdin les plantules baignées dans du

milieu. Les unités de filtration sont alors placéaschambre de culture pendant 2 jours.

ITI.B.2 Transformation stable d' A. thaliana

La méthode utilisée (Clough & Bent 1998) a été obée aprés modification du
protocole initial (Bechtold & Pelletier 1998). Ellest basée sur une transformation des

inflorescences et nécessite des plantes en fleur &és bon état physiologique.
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Les plantes sont amenées au stade de floraisoorettions de jours long (16 h de
lumiére). Le nombre de hampes florales est augnmamtdbupant les premiéres afin d’obtenir
un maximum de bourgeons. Une miniculturédgrobacterium tumefaciensecombinant,
obtenue apres une nuit de croissance, est utihsée ensemencer 250 mL de milieu LB
sélectif (gentamycine 50 mgLet antibiotique de sélection du vecteur; dilutaun 1/100).
Elle est ensuite incubée a 28°C avec agitationda@n20 a 24h (la phase exponentielle de
croissance est alors atteinte). Les bactéries eositite sédimentées par centrifugation (15
min, 3000 g, 4°C), puis resuspendues dans unymtitne d’'une solution de saccharose 5 %
(p/v) (iso-osmotique). La D§J nmest alors mesurée contre un témoin saccharose &%. L
suspension est alors diluée dans une solution dehamse 5% contenant; silwett L-77
0,05% (v/v) de facon a obtenir une B@m= 0,8 pour un volume de 100 a 200 mL final.
Cette suspension d’agrobactéries est transférés danbécher ou sera plongée la partie
supérieure des plantes a transformer pendant 8ecdhdes, avec une Iégere agitation pour
une meilleure imprégnation (un léger film se dépalees sur les plantes). Les plantes sont
ensuite placées sous un film plastique afin de teainune humidité constante, elles doivent
egalement étre protégées de toute lumiere excepsivéant 2 jours. Le film plastique est
alors enleve et les plantes remises en conditiersutfure habituelles jusqu’a maturation des

siliques. Les graines sont récoltées et les tramsfots sélectionnés.

III.C. Observation d'échantillons agroinfiltrés

Des constructions contréles, fournies par D. Paontieodant des produits
spécifiguement adressés a un compartiment subaieiutlonné, sont également introduits
dans la souche GV3121. Elles permettent d’étalels jprofils témoins de comparaison: une
protéine hybride peptide de transit REC A : :GFRef@B HRuorescent Potein) adressée au
plaste (décrite dans Lagrange al. 2003) ; la protéine eYFP flanquée a son extréi@ié
terminale d’'une séquence de localisation nucl§diiteS) et donc importée au noyau ; et la
eYFP a localisation cytosolique et nucléaire.

Les échantillons transformés sont déposés entre lamlamelle en présence de
guelques gouttes d’eau. L’'autofluorescence émisdegachloroplastes est également utilisée
comme contrble en imagerie confocale. L'expressiansitoire est suivie régulierement au
microscope optique (Nikon eclipse E6000), équipdilttes sélectionnant spécifiquement la
gamme de longueurs d’'ondes d’excitation et d’émissie la protéine EYFP (excitation
510/20nm ; émission 560/40nm). Les images foursiest obtenues au microscope a

balayage confocal (TCS.SP2 LEICA) sur la platefodaanicroscopie confocale au CEA de
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Grenoble (D. Grunwald). La préparation des écHansl est identique, avec dépdt d’'une
goutte d’huile sur la lamelle (objectifs a immergioCet appareil repose sur l'utilisation d’'un
faisceau laser- a une longueur d’onde d’excitaties rapporteurs a déceler- finement focalisé
balayant rapidement un plan donné (coupe optiqua).logiciel de traitement et analyse
d'images reconstitue a partir des différentes ceupériées une image informatique

tridimensionnelle de 'ensemble de 'objet.

III.D. Dosage de la chlorophylle

La chlorophylle d’'une suspension plastidiale (50aul) est extrait dans de I'acétone
80% final (gsp 1ml total) puis le mélange est wagtafin d’isoler les pigments. Les résidus
non solubilisés dans I'acétone sont précipités @@4pm pendant 1 min. L'absorbance des
chlorophylles totales peut alors étre dosée autsgd®mtometre a 652 nm et la concentration
calculée en appliquant la formule suivante : [obydnylle totale] (mg/mL) = As2 X d/36,
avec d : facteur de dilution de la suspension mandire dans I'acétone 80% (BRUINSMA
1961).

III.E. Criblage de mutants d'insertion ADN-T par PCR

Les mutants d’insertion d’ADN-T des collections deutants d’arabidopsis de

I'université du Wisconsinhttp://www.biotech.wisc.edu/Arabidop3¥iset du « Salk Institute »,

la Jolla, Californie ffttp://signal.salk.educontiennent des ADN-T présentant un gepd|

codant la néomycine phosphoryl-transférase, comfétme résistance a la kanamycine
(annexe 6). Les pantules transformées peuvent étnecsélectionnées sur milieu gélose
supplémenté en antibiotique (voir milieux de cudtur vitro). Le criblage de mutants est
également effectué par PCR (40 cycles) a l'aide ¢eu de 3 amorces permettant d’amplifier
spécifiguement l'alléle sauvage ou l'alléle muté ghne d’intérét. L’oligonucléotide choisi
dans 'ADN-T, est désigné par les fournisseursjtee a I'extrémité gauche (amorce JL202 et
LBbl respectivement pour mutants du Wisconsin elk,Sgoir annexe 2). Utilisé
conjointement avec une amorce choisie dans le demété de la bordure gauche de I'’ADN-
T (LB, legt border), elles amplifient la jonctionDN-T-gene soit I'allele muté. Un couple
d’amorces spécifiques et complémentaires au géntiBt sont également choisies de part et
d’autre de l'insertion afin d’amplifier I'allele s&age. Il inclue 'oligonucléotide utilisé pour
'amplification de la jonction ADN-T-géne.
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IV. Méthodes d'extraction de protéines

IV.A. Extraction de protéines totales

IV.A.1 Extraction au phénol

Les protéines totales sont extraites au phénohdaldechnique de (Hurkman WJ &
Tanaka CK 2005). Le matériel végétal (graines, tplas, feuilles, fleurs, tiges, racines) est
broyé dans un mortier en présence d'azote liquidgy'a I'obtention d’'une fine poudre. 300
mg de poudre sont ajoutés a 600 pL de tampon deitn TB (Tanaka Buffer: 0,7 M
Saccharose; 0,5 M Tris HClI pH8; 5 mM EDTA; 0,1 MaCl; ainsi qu’ajoutés
extemporanément 2% (vAB-mercaptoéthanol et 2 mM PMSF). Un volume de phéno
(saturé a pH8 dans Tris-HCI 10 mM pH8) est ajotiéeasemble est vortexé pendant 20 min
a température ambiante. L'extrait est centrifugéd2d00g pendant 5 min. A la phase
phénoligue (phase supérieure) est ajoutée 5 voluue® solution d’acétate d’'ammonium
(0,1 M AcNH4, dissous dans 100% méthanol (v/v)s peotéines sont précipitées sur la nuit
a -20°C puis centrifugées a 12000 g pendant 5 barculot de protéines est rincé deux fois
dans la solution d’acétate d’ammonium/ méthanol.cuit est repris dans du tampon de
dépbt pour gel d’acrylamide dénaturant ou dans sgletion de soude 0,1 N. Dans le cas
d’extraction de protéines de graines, le culotregtis dans de I'acétone 80% (v/v), et incubé
a -20°C pendant 1 a 2 heures. Cette précipitasbachevée par une centrifugation a 20 000
g pendant 15 min. Cette derniére étape peut iétéé encore une fois et le culot final repris
dans une solution de soude 0,1 N ou encore datantpon de dépdt de protéines sans bleu

pour un dosage.

IV.A.2 Extraction rapide de protéines

Cette méthode ne permet pas de doser les prot@wast séparation sur gel
d’acrylamide, mais elle est trés rapide et efficpoar effectuer un simple contréle du profil
des protéines. Le matériel végétal est finemengédaans un mortier a I'azote. On récupére
une partie de la poudre a laquelle on ajoute 2mekide tampon de dépét 4X. L'échantillon
est dénaturé pendant 10 min a 100°C, puis cenérifigévement a vitesse maximum
(centrifugeuse Eppendorf 5417R). Le surnageant @watalors utilisé pour une migration

électrophorétique.
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V. Techniques de fractionnement subcellulaire

V.A. Chez |'épinard

V.A.1 Choix du matériel

L’épinard Spinacia oleraceal.) est une plante cultivée de la famille des
chénopodiacées, présentant un appareil végétafifrere de rosette de feuilles a large limbe.
Il présente des avantages majeurs pour I'étudechiesoplastes : disponible pratiguement
toute 'année, c’est un matériel permettant I'estin de grandes quantités de chloroplastes,
nécessaires pour des analyses biochimiques. Lesrdpisont cultiveés en plein champ et
achetés sur les marchés locaux. Les épinards $ac#spune nuit en chambre froide et a
I'obscurité afin d’épuiser les stocks d’amidon dbkroplastes.

V.A.2 Isolement de chloroplastes intacts

Les chloroplastes sont extraits a partir de fesiltleépinard, selon la méthode de
(Joyard & Douce 1982). Les feuilles sont tout diabtrsiées, la nervure principale est otée,
puis lavées. La préparation est effectuée a 4°G. feailles sont hachées en présence de
milieu de broyage (2 litres pour 1 kg d’épinardoristol 0,33 M; pyrophosphate de sodium
20 mM, pH 7,8 ;EDTA 1 mM, DTT 1 mM, BSA 0,1% (p/MJans un broyeur a hélice, 2 a 3
fois pendant 2-3 secondes (broyage a vitesse ldrgd)royat est ensuite filtré sur 4 couches
de gaze puis sur une toile a bluter (50 um de daeaille). Le filtrat est centrifugé pendant
15 min a 4500 rpm (rotor Beckman JA14). Les cul@srichis en chloroplastes, sont
délicatement repris dans du tampon de lavage (®bMmiB3 M ; MOPS/NaOH 20 mM, pH
7,8 ; EDTA 1 mM, DTT 1mM). Cette suspension esta&e sur un gradient discontinu de
Percoll (Pharmacia) 40%-80% ((v/v) préparé dansndiieu de lavage) puis centrifugée
pendant 25 min a 5 000 rpm (rotor Beckman JS 7iB)de séparer les contaminants extra-
plastidiaux et chloroplastes cassés des chlor@dasitacts. Le résultat obtenu aprés
centrifugation est présenté dans la figure 8 csdes. Les chloroplastes cassés et
contaminants (1) pénetrent peu dans la couche amIP40% (v/v), ils restent en surface,
formant une bande supérieure. Les chloroplastastm(2), bien démarqués en principe, sont
situés au niveau de linterface des couches deoPet@ et 80% (v/v). Afin d’éliminer le
Percoll, les chloroplastes intacts sont dilués @a& 7 volumes de milieu de lavage et

centrifugés 5 min a 3 000g (rotor Beckman JA 29.B)culot est récupéré et ce lavage réitére
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encore2 fois. Les chloroplastes sont finalementsgsndus dans un volume minimal de

tampon de lavage.

Figure 8 : Purification de chloroplastes intactsg@inard sur @

gradient discontinu de Percoll 40%/80%.

(1) : chloroplastes cassés et contaminants, (Rloroplastes intacts

@)

V.A.2.1 Séparation de sous compartiments plastidiaux

La purification de compartiments sous plastidiasixaglaptée de (Doues al. 1973a ;
Douce et al. 1973b) Les chloroplastes intacts sont placés dangnilieu hypotonique
(MOPS/NaOH 10 mM pH7,8; MggldmM ) qui contient des inhibiteurs de protéases
(benzamidine/HCI 1mM ; PMSF 1mM). Le volume de pulihypotonique doit étre environ
10 fois supérieur a celui des chloroplastes. Laceptration finale en osmoticum est ainsi
abaissée brutalement a moins de 0,1M, entrainamtemtrée d’eau par osmose dans les
chloroplastes qui éclatent. Les ions #permettente maintien de l'intégrité des membranes
thylacoidiennes et préviennent ainsi la contamamatide I'enveloppe par des vésicules
membranaires issues des thylacoides. La suspedsichloroplastes cassés est déposée sur
un gradient discontinu de saccharose (sacchar@é 6t 0,93M préparé dans du milieu
hypotonique) et centrifugée a 72 000 g pendantdtior(swing out Beckman JS24.38).

.

Figure 9 : Séparation des compartiments subplaastixi

<« 1)
obtenue aprés choc osmotique sur gradient de sacsba
discontinu 0,6\M/0,93M .
) (o - : () -+ s <+ (2)
(1): stroma ; (2) : enveloppe intacte ; (3) : thgtddes.
QB —» =

Trois fractions sont alors obtenues, et présenties la figure 9: une couche
supérieure du gradient, légerement rosée, quiamnnkes protéines solubles du chloroplaste
(1) ; 'enveloppe des chloroplastes, jaune, situémterface des couches de saccharose 0,6 et
0,93M (2) ; un culot vert qui contient essentiele@mndes thylacoides (3). Les protéines du
stroma peuvent étre dosées et utilisées tellesleguglour une immunodétection sur
membrane, ou bien concentrées (si nécessaires)ngaipitation au TCA (voir partie
« concentration de I'échantillon par précipitatian TCA). Le culot de thylacoides est lavé
dans du milieu hypotonique, et sédimenté par umgriiggation de 5 min a 3 000g (rotor

swing out Beckman JS7,5). Ce lavage est répété fesix_a fraction contenant I'enveloppe

69



tel-00011722, version 1 - 3 Mar 2006

Matériel et méthodes

est diluée 3 fois dans du milieu de lavage (MOP8SMNaOmM pH 7,8 ; benzamidine/HCI
1mM ; PMSF 1mM) puis concentrée par centrifugatiohl3 000g pendant une heure (rotor
JS24.38). Le culot d’enveloppe peut étre reprisdanmilieu de lavage ou conservé a sec et
directement congelé. Cette fraction est exemptdéodée contamination du cytosol ou de
thylacoides. Seules quelques protéines solublesstthma (telles que la rubisco, tres
abondantes dans le chloroplaste) peuvent étre mieSselans les fractions de membranes

d’enveloppe.

V.A.3 Isolement de mitochondries d'épinard

Ce protocole est adapté de Neubumgeaal. 1982. Les feuilles d’épinard (3 a 4 kg) sont
lavées, et dénervées comme vu précédemment pprégdaration de chloroplastes. Toutes les
étapes qui suivent sont préparées a 4°C. Lesdsuslbnt broyées trois fois pendant une a
deux secondes aux broyeur a hélices « Warning Blendournant a faible vitesse, en
présence de milieu de broyage froid (2 litres pbilig de matiere fraiche : Sorbitol 0,33 M;
Pyrophosphate de sodium 20 mM pH 7,5 ; EDTA 1 miRV/P 25 (Serva) 0,5 % (p/v) ; BSA
0,2 % (p/v) et DTT 1 mM sont ajoutés juste avarlisation). Le broyat est filtré sur 4
épaisseurs de gaze et une épaisseur de toile @r mwat50 pM de vide de maille. La
suspension filtrée est ensuite centrifugée 15 nin5®0 g (rotor JA14, Beckman). Le culot
contenant noyaux, chloroplastes et autres débliglaiees sont éliminés. Le surnageant est
centrifugé pendant 20 min a 10 000 g (rotor JAld¢ckBnan). Le culot est alors remis en
suspension dans environ 50 mL de milieu de lavaggn(itol 0,3 M ; KHPO, 10 mM pH
7,2 ; EDTA 1 mM). La suspension de mitochondrigscestrifugée de facon a éliminer les
agrégats de membranes plastidiales et les plagtegd contaminants (1 500 g, 10 min, rotor
JA 20 Beckman). Le surnageant est récupéré etiftggtrde nouveau a 12 000 g pendant 20
min (rotor JA25.5 ou JA20 Beckman). On obtient &llan culot de mitochondries brutes
encore largement contaminées par des membranesretichondriales et en particulier par
des membranes thylacoidiennes. Le culot est adongsren suspension dans un petit volume
de milieu de lavage, et les mitochondries sontfig@s par une centrifugation a travers un
gradient linéaire de Percoll. Les tubes de cemafion sont remplis a I'aide d’'un générateur
de gradient (« gradient maker Hoefer SG50 », Phaianh&t d’'une pompe péristaltique, par
mélange progressif de 17 mL de solution A (diteetég saccharose 0,3 M ; Percoll 28 %
(V/v) ; KH,PO, 10 mM pH 7,2; EDTA 1 mM ) & 17 mL de solution Btédlourde : raffinose
0,3 M ; Percoll 30 % (v/v) ; KilPO, 10 mM pH 7,2; EDTA 1 mM ; PVP 10 % (p/v)). Trois
gradients sont ainsi formés entre le haut et le diadube : un gradient 0,3 — 0 M en
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saccharose ; un gradient 0 — 0,3 M en raffinose ;gtadient 0 — 10 % en PVP. Les
mitochondries brutes sont déposées délicatemensoaumet du tube. Au cours de la
centrifugation a 40 000 g (rotor a angle fixe JA28eckman) pendant 45 min, le Percoll
génere un gradient de densité qui vient s’ajouter gradients de raffinose et PVP. Les
mitochondries se situent alors entre la fractiom miembranes plastidiales restées au sommet
et la fraction des peroxysomes au fond du tube.nhiéschondries sont prélevees, diluées 8 a
10 fois dans du milieu de lavage pour éliminerd@&x de Percoll puis centrifugées a 13 000 g
pendant 15 min (rotor JA20 ou JA25.5, Beckman). |@ege est répété 2 fois. Les

mitochondries ainsi obtenues sont alors stockée8GRC.

V.A.4 Chez A. thaliana

V.A.4.1 Purification de chloroplastes

V.A.4.1.1 Extraction rapide

Ce protocole a été mis au point au laboratoireHparence Courtois, en adaptant a
partir de celui présenté dansMethods in Molecular Biology, vol 82 : Arabidopsis
protocols 1998 (édité par J. Martinez-Zapater et J. Salirlapermet d’obtenir rapidement,
et a partir de peu de matiere fraiche, une fradti®s enrichie en chloroplastes, permettant de
réaliser une immunodétection uniquement. Des plesitiarabidopsis sont cultivées pendant
14 jours sur milieu ATG gélosé (pour 1 litre : M8shlt salts mixture 4,308 g ; MES 0,59 ;
sucrose 10 g ; pH 5,7 ajusté avec KOH ; Bactoagal@® g) en cycle jours longs 16h lumiére
/ 8h obscurité. 2 a 4 boites recouvertes au 2/&anwsuffisent pour fournir le matériel de
départ. Elles sont broyées, en chambre froideai@ld’ d’'une petit broyeur a hélice (type
warning blendor, contenance d’environ 50 mL), enéspnce de tampon HB
(Homogeneisation Buffer : Sorbitol 0,45M ; Tricik®H 20 mM, pH8.4 ; EDTA 10 mM ;
NaHCG; 10 mM ; BSA 0,1% (p/v)) a 2 reprises, 2-3 secordahaque fois. Le broyat est
filtré sur quatre épaisseurs de gaze et sur ufeeddilutter de 50 um de vide de maille; puis
centrifugé 3 minutes a 5 000 g (rotor JS 7,5). Wetade chloroplastes est repris dans 1 mL de
tampon RB (Resuspension Buffer : Sorbitol 0,3 Micifie-KOH 20 mM, pH 7,6 ; MgGI5
mM ; EDTA 2,5 mM). Des fractions de cette suspemsont ensuite déposés délicatement
des un coussins de Percoll 40% (préparé dans daXR&ncentre, puis volume ajusté avec
de I'eau). Les chloroplastes intacts (2) sédimdraarcoursd’'une centrifugation de 5 min a
5000 g, et le résultat obtenu illustré par lafeglO.
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Figure 10 : Purification de chloroplastes intacts ' @
4_

d’A. thaliana sur coussin de Percoll.

(1) : chloroplastes cassés et contaminants extastiaux ; (2) : chloroplastes intacts

Les chloroplastes cassés et autres résidus (1l)efdarom bande qui dans la partie
supérieure du Percoll et entrent a peine dansussim. Ces débris et le Percoll sont éliminés.
Les culots de chloroplastes sont alors lavés da@gub de milieu RB, puis centrifugés 3 min
a 3 000 g. Ce lavage est renouvellé a 3 reprissculots peuvent soit étre congelées secs a —
80°C, soit étre repris dans du tampon RB, rassemptr un dosage (chlorophylle ou

protéines), soit directement repris dans du tantgeodépbt de protéines 2X concentré.

V.A.4.1.2. Grande préparation de de chloroplastes intacts

Ce protocole est réalisé a partir d'un bac de pland’A. thalianade trois semaines,
cultivées en semis dense en chambre de culturelifmors optimales 12h/12h jour/nuit). Les
hampes florales naissantes sont coupées régulietgroar favoriser le développement des
feuilles. Les bacs sont placés a 4°C et a l'obt&ua nuit précédent I'extraction de
chloroplastes afin de se débarrasser de 'amidonnaglé. Le protocole suivi est également
adapté de &ethods in Molecular Biology, vol 82 : Arabidopsis protocolgédité par J.

Martinez-Zapater et J. Salinas).

V.A.4.1.3. Séparation des fractions membranaires et solubles

plastidiales par choc osmotique

Les chloroplastes sont éclatés par choc osmotigans 80 volumes de tampon de choc
(MOPS/NaOH, 10 mM pH7,8; Mggld mM et EDTA 25 mM; PMSF 1 mM;
benzamidine.HClI 1 mM ; le magnésium aidant a pweseles membranes intactes). Les
membranes plastidiales sont alors sédimentées nmicentrifugation de 3 min a 5 000 g
(rotor JA 25.5, beckman ou centrifugeuse de pa#lag/pe Eppendorf 5417R pour une
extraction miniaturisée). La fraction soluble estlgvée et mise de coté, le culot de

membranes est lavé 3 fois puis finalement repnis damilieu de choc osmotique.

V.A.4.2 Extraction de noyau de cellules d'A. thaliana

1 a 5 g de matériel végétal sont broyés dans utignoefroidi constamment a I'azote

liquide jusqu’a obtenir une poudre tres fine. 20 méd tampon d’homogéenéisation froid
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(Hexyléne glycol ou 2-Me 2,4 Pentanediol 12,8 %v)y/Hepes / KOH 10 mM pH 7,0;
MgCl, 10 mM ; PMSF 1mM, benzamidine HCI 1mM) sont ajoudda poudre et le mélange
vortexé énergiquement. L'extrait est alors filtté ane toile a blutter (entre 80 et 150 uM de
vide de maille), puis centrifugé 10 min a 3 000rgtdr a angle fixe JA 25.5 ou JAl4,
Beckman). Le surnageant contenant les petits degal@s moins denses est éliminé. Le culot
blanc contient les noyaux, plus denses, il estutre@ntouré de vert (chloroplastes). Le culot
est repris dans 9 — 10 mL de tampon de lavage (Ees\glycol ou 2-Me 2,4 Pentanediol 6,4
% (v/v) ; Hepes / KOH 10 mM pH 7,0 ; MgC10 mM ; PMSF 1mM, benzamidine HCI
1mM). La suspension, essentiellement composée ymurpchloroplastes et de gros débris,
est centrifugée a nouveau pendant 10 min a 3 0Q@ gulot est resuspendu dans 2 mL de
tampon de lavage et déposé délicatement sur umegtatiscontinu de Percoll 30 % - 60 %
(v/v) (dans du tampon de lavage, 6 et 3 mL respeatent par gradient). Une centrifugation
de 30 min a 400 g (rotor swing out JS 7.5 Becknpeminet alors de séparer les chloroplastes
cassés et les débris pénétrant peu dans le p8adl] des noyaux situés a l'interface des 2
couches du gradient, et dans le Percoll 60%. Lgawnosont récupérés et dilués dans 10 mL
environ de tampon de lavage, puis sédimentés a03gDA0 min ; permettant ainsi de se
débarrasser du Percoll. Le surnageant est élintiles @oyaux repris dans un petit volume de
tampon de lavage ou directement dans du tampopigt de protéines sur gel d’acrylamide

dénaturant.

VI. Techniques de détection des protéines

VI.A. Séparation des protéines par électrophorese sur gel

d'acrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

VI.A.1Préparation du gel de polyacrylamide et des échantillons

Les gels de séparation et de concentration sopap¥é d’apredolecular Cloning: a
Laboratory Manual(Hu Jet al. 1991) (chap 18.52). Un gel d’étanchéité est cauldas des
plaques (1 mL d’acrylamide 37,5/1, 25 puL de PAf2de TEMED) afin d’éviter toute fuite
du tampon de migration.

Les échantillons de protéines a séparer sont ddaés du tampon de dépoét 1X final
(Tampon 4X: 0,25 M Tris pH 6,8; 8 % SDS (v/vV)Q 26 glycérol (v/v); 20 %pB-
mercaptoéthanol ; bleu de bromophénol 0,02% p/dgpaturés pendant 10 min a 100°C.
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VI.A.2 Electrophorése en conditions dénaturantes

L’électrophorése est réalisée dans un tampon deatigg (Tris 25 mM ; Glycine 250
mM ; SDS 0,1 % p/v), a 100 volts jusqu'a ce quédmt de migration arrive en bas du gel
(cuve d’électrophorése « mighty hoefer small », Agham Pharmacia). Les polypeptides
peuvent étre colorés (au bleu de Coomassie outiaiend’argent), ou bien transférés sur une

membrane de nitrocellulose pour une immunodétection

VI.B. Techniques de coloration des protéines sur gel

VI.B.1 Coloration au bleu de Coomassie R250

Le bleu de Coomassie permet le marquage des aaidiegs aromatiques et offre une
sensibilité de détection allant jusqu’a 50-100 Iogy.gel est incubé quelques heures dans une
solution de bleu de Coomassie (Isopropanol 25%;(deide acétique 10% (v/v) ; 0,15 %
(p/v) Coomassie blue R250). L'exces de bleu de Gasie est éliminée par deux lavages
successifs : un premier lavage de 60 min dans mpda de décoloration fort (éthanol 40%
(v/v) ; acide acétique 10% (v/v)), et un bain deisppurs heures dans un tampon de
décoloration faible (éthanol 10% (v/v) ; acide &pgt 7% (v/v) ; glycérol 5% (v/v))., jusqu’a

obtenir une décoloration optimale du gel.

VI.B.2 Coloration des protéines sur gel au nitrate d'argent

Il s’agit d'une méthode de coloration des protéimpdss fine et sensible que la
coloration au bleu de Coomassie (sensibilité dedién : 1-10 ng). Ce protocole est décrit
par (Swain & Ross 1995). Chaque étape est réahséempérature ambiante sous une
agitation douce. Le gel est rincé pendant 10 mimsdan bain éthanol 40 % (v/v) ; acide
aceétique 10 % (v/v) afin de fixer les protéinesfiation peut étre prolongé sur la nuit). Le
gel est rincé 10 min dans de l'eau distillée. Lestgones sont ensuite fixées et la coloration
sensibilisée par une incubation de 5 min dans uangé éthanol 40% (v/v), glutaraldéhyde
0,025% (v/v), formaldéhyde 0,01% (v/v) . Le gel &strs rincé 20 min dans de I'éthanol 40%
(v/v) et eau distillée 60 % (v/v), puis de nouvedumin dans de I'eau distillée. Le gel est
incubé 1 minute dans une solution de thiosulfateatium (0,02 % (p/v) dans I'eau distillée),
puis rincé a 2 reprises pendant une minute dafieale distillée. Les protéines sont colorées
20 min dans une solution de nitrate d’argent 0,f/90Le gel est rincé une minute a I'eau. La

coloration se développe par I'ajout d'une solutide carbonate de sodium 2,5 % (p/v),
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formaldéhyde 0,04 %(v/v) (déposer quelques mL sgel pendant 1 a 2 min afin d’éliminer
I'excés de sels, puis changer le bain). Quand teraste optimum est atteint, la réaction est
arrétée par I'ajout d’acide acétique 5 % (v/v) martcb min. Le gel peut étre conservé dans de

I'eau distillée ou dans une solution de carbonateatiium 0,03 % (p/v).

VI.C. Technique d'immunodétection (Burnette 1981)

VI.C.1 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Un systeme de «sandwich» est réalisé a partirodggs et papier whatman
préalablement imbibés dans du tampon de transfeis 26 mM ; Glycine 190 mM ; SDS
0,037 % (p/v); éthanol 20% (v/v)). Le gel est glaau contact d’'une membrane de
nitrocellulose (Optitran BA-S 85 reinforced NC 0,4M, Schleicher & Schuell et compris
entre deux feuilles de papier wathman et deux &mrlg tout aux dimensions du gel. IL est
orienté vers la cathode et la membrane orientélizrsde de la cuve de transfert, permettant
ainsi aux protéines, toutes chargées négativemamtepSDS dans le gel, de se déplacer
suivant les courants (€lectriques et salins) peutéposer sur la matrice de nitrocellulose. Le
transfert est effectué dans une cuve, remplie i@da de transfert, pendant 75 min a voltage
constant (100 Volts). L’appareil est refroidi par bloc de glace et le tampon en permanence
agité. Pour contrfler la qualité du transfert, krmbrane est rincée a I'eau distillée et colorée
au Rouge Ponceau (0,5% (p/v) Rouge Ponceau dangvfifoacide aceétique) quelques
secondes, puis décolorée a l'eau distillée jusgli&inguer nettement les protéines. Le
rincage se poursuit jusqu’a totale disparition duge. La membrane est ensuite incubée 5
min dans du TBS afin de neutraliser lI'acidité duingeau. Les sites de la membrane non
recouverts de protéines sont saturés par une itionbdune heure, a température ambiante,

ou pendant une nuit a 4°C, dans du lait éecreme@9 dans du TBS.

VI.C.2 Immunodétection

La membrane est alors incubée en présence du séamtenant I'anticorps primaire
dirigé contre la protéine d’intérét, dilué dansldi 5% v/v dans TBS-Tween 20 (0,1% v/v).
Cette étape peut étre effectuée 1 a 3 h a tempématbiante ou bien pendant une nuit a 4°C.
Les interactions non spécifiques sont éliminéesupar série de 6 lavages de 5 min dans du
TBS-Tween 0,1% (v/v), sous agitation. Le filtre mrocellulose est finalement incubée 1h a
3h a température ambiante avec un anticorps secer{8&ORAD) dilué au 1 / 3000 dans du
lait 5% (v/v) TBS-Tween 0,1% (v/v). Ce dernier detssé contre les IgG du sérum primaire,
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et est couplé a une enzyme responsable de la idétele la protéine cible, la HRP (Horse
Radish Peroxydase). La membrane est & nouveau @¥@s 5 min dans du TBS-Tween
0,1% (v/v). La membrane est rincée avec un mélaoagévolume des 2 substrats de la HRP
(1 mL de réactif 1 + 1ml de réactif 2, ECL WestBiotting reagents, Amersham Pharmacia),
placée entre 2 couches de film alimentaire dansassette a rayon X. La réaction est révélée
en chambre noire, sur un film photographique KODAKrés des temps d’exposition
variables. Le film est placé dans un bain de rdéiv#larévélateur KODAK, dilué au 1/5),
jusqu'a apparition du signal, rincé, puis protégeg pn bain dans le fixateur (Fixateur
KODAK, dilué au 1/5). Le film est finalement rine¢ séche.

VII. Méthodes utilisées pour la caractérisation d'anticorps

Les anticorps sont dirigés contre un peptide uniquedes couples de peptides
(séquences en annexe 1). Ces anticorps ont étaigsr@ar Eurogentec selon leur protocole.

Deux lapins sont immunisés par lot de peptidessi$ioi

VII.A. Détermination de la sensibilité des anticorps sur les

peptides antigéniques : « dot blot »

Les peptides fournis sont sous forme lyophiliséae $olution mére pour chaque
peptide est préparée dans du PBS pH 7,4, a uneeminatton donnée. Des dilutions en
cascades sont ensuite effectuées de sorte a obtengamme étalon, permettant de réaliser
des dépdts a de petits et volumes égaux sur undrapende nitrocellulose. La membrane est
alors séchée a température ambiante pendant 3@mairon. Les sites exempts de peptides
sont finalement recouverts lors d’une incubatiomné heure dans du lait / TBS 5% (p/v). La
spécificité de l'anticorps produit pour un peptidatigénique peut alors étre observée par

immunodétection

VII.B. Détermination de la spécificité des antisera sur protéines

recombinantes

VII.B.1 Production de protéines recombinantes

Les protéines recombinantes NIP et NEP sont presluitans plusieurs systemes

d’expression procaryotique (pET, pBAD).
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VII.B.1.1 Préparation dextraits bruts

Une mini-culture de 1,5 mL (LB + antibiotique) estsemencée a partir d’'une colonie
recombinante sur boite, et incubée pendant laan@if°C sous agitation (180 rpm). Elle est
alors inoculée au 1/100 dans 10 mL milieu LB sup@gté en antibiotique. L’induction est
démarrée lorsque la DO 600 nm atteint 0,7 a 1,I'pgout de l'inducteur approprié a des
concentrations finales variables. Une suspensibmasitenue sans induction pour servir de
contrble. Les cultures sont poursuivies pendarhd &7°C et avec agitation (180 rpm). 1 mL
est alors prélevé et les bactéries sédimentéasngacentrifugation de 10 min a 10 000g. Les
culots sont repris dans 100 pL tampon de dépotatéipes 4X concentré (Tris HCl 250 mM
pH 6,8; glycérol 20% (v/v); 2-mercaptoéthanol ©M; SDS 4% (p/v); bleu de
bromophénol 0,02% (p/v)) et dénaturées a 100°C gpanéi0 min. Aprés SDS-PAGE, les
protéines recombinantes peuvent alors étre dégestéepar coloration au bleu de Coomassie

ou au nitrate d’argent, soit par immunodétection.

VII.B.1.2 Préparation de protéines recombinantes purifiées

Dans cette optique, les suspensions de bactériksees, exprimant la protéine
d’intérét, représentent des volumes plus importadise mini-culture de 1,5 mL (LB +
antibiotique) est ensemencée a partir d’'une colmdembinante sur boite, et incubée pendant
la nuit & 37°C sous agitation (180 rpm). Elle éstsainoculée au 1/100 dans 10 a 400 mL de
milieu sélectif, puis incubée dans les mémes cmmditde croissance jusqu’a atteindre une
DO a 600 nm comprise entre 0,5 et 1. L'inductedradsrs ajouté de fagon a obtenir une
gamme de concentrations finales comprises entt@dp/v) pour I'arabinose et entre 0 et 2
mM pour I'lPTG (solutions stocks d’inducteur dilgeedans de I'eau filtree (0,2 uM), et
conserveées a — 20 °C). Les cultures sont placéesas2/°C, soit a 16°C, sous agitation,
pendant des temps variables (0 a 16h). Les basténat ensuite sédimentées par une
centrifugation de 10 min a 10 000g. Le culot egricedans 1 a 10 mL de tampon de lyse
(composition indiguée dans le manuel d’instructies fournisseurs, pour les inductions dans
le systeme pBAD/His : potassium phosphate 50 mM/p8l; NaCl 400 mM ; KCI 100 mM ;
glycérol 10 % (v/v) ; Triton X100 0,5 % (v/v); @M imidazole, auquel on rajoutera du
lysozyme a une concentration finale de 1 mg/mL)lyisa est poursuivie a 4°C sous agitation
pendant 1h. L’échantillon est alors soniqué (4 feedant 3-4 secondes avec une puissance
4-5, et un réglage compris entre 40 et 50% d’effiéy Les corps insolubles sont sédimentés
par une centrifugation de 20 a 30 min a vitesseimamx dans une centrifugeuse de paillasse
réfrigérée. Les protéines de la phase soluble pedtee alors soit séparées par SDS-PAGE,
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pour une analyse des profils protéiques (coloragibou une immunodétection), soit purifiées
par chromatographie d’affinité sur une résine fbocn Nickel (Ni-NTA, selon les instructions

du fabricant (Invitrogen). Les protéines de fuswmont éluées par compétition avec des
solutions d’imidazole en concentrations croissantes fractions riches en protéines sont
repérées par fractionnement des polypeptides p&@-FPAGE puis coloration au bleu de

Coomassie. Elles sont alors rassemblées et finakediedysées pour éliminer I'excés de sels.

VII.C. Purification des anticorps par chromatographie d'affinité

sur peptides

La matrice de cette chromatographie d’affinité détite préparée. Cette résine est
constituée d’agarose (Affi-gel de BIORAD) possédder groupes fonctionnels actifs de type
N-hydroxysuccimide. Ces groupements réagissent tapément avec les groupements
amines primaires de l'antigéne, assurant un coeplagvalent de ligands protéiques ou
peptidiques rapide et efficace. L’Affi-gel utiligst fonction du pl de I'antigene a fixer (Affi-
gel 10 pour un PI compris entre 6,5 et 10, et-§éi 15 pour un pl < 6,5). Ce gel présente
une capacité de fixation de protéines allant jusg8® mg/mL, et supporte une pression

maximale de 1 bar. La purification est réalisés@mant les instructions du fournisseur.

VIII. Méthodes d'étude des protéines

VIII.A. Analyse de la topologie membranaire

VIII. A.l Lavages de thylacoides intacts d'épinard

Les thylacoides intacts doivent étre fraichemengépg@rés. La suspension de
thylacoides est ajusté a une concentration de iIningée chlorophylle (voir partie « dosage
de la chlorophylle ») dans du tampon de choc (MQB®M pH 7.8 ; MgGl 4 mM ; PMSF
et benzamidine-HCI 1mM chacun). Au volume équivalda 1 mg de chlorophylle, sont
ajoutés soit une solution de NaCl (1 M final) siét NaOH (0,1 N final). Ces lavages sont
incubés 1h a 4°C, en agitation ou en rotation ttesce. Les fractions insolubles sont
précipitées par une centrifugation de 30 min a 86 @m (rotor TL 100 a angle fixe,
Beckman) a 4°C. Le culot est repris dans du tam@enchoc, et la concentration en

chlorophylle est & nouveau déterminée et ajusiémg/mL.
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VIII. A.2 Traitement de thylacoides intacts par la thermolysine

La thermolysine est une protéase Bkecillus thermoproteolyticusparticulierement
utile pour analyser les polypeptides situés sfamda externe de compartiments membranaires.
Elle peut donc ainsi aider, d’'une part a détermiserune protéine est extrinseque
(périphérique ou associée a une membrane) ou satiire (intégrale, intégrée dans une
membrane), et d’autre part aider a I'analyse togolgiqgue d’une protéine membranaire. Cette
métalloprotéase va couper tout polypeptide se moua la surface d'une membrane. Elle
nécessite la présence d'un cofacteur, 16" Cpour étre active, son action peut étre par
conséquent inhibée (et contrélée) en présence alfjemt chélatant. Les thylacoides intacts
utilisés pour cette expérience doivent étre fraiudi@ préparés. Le protocole suivi a été
adapté de Joyardt al. 1983, mis au point initialement sur des chlorogasntactes. La
suspension de thylacoides (ajustée a une condentfatale: 1 mg/mL de chlorophylle) est
incubée 1h a 4°C dans un milieu contenant du MOBSHN10 mM, pH7.8 ; MgGl4 mM ;
CaChL10 mM, et 25 000 unités de thermolysine (Boehnindea réaction est arrétée par ajout
d’EGTA (20 mM final). Deux réactions sont réaliséea présence ou non d’un inhibiteur,
'EGTA (20 mM). En parallele, un contrble est etig& en présence d'EGTA 20 mM des le
début de la réaction. Les thylacoides sont alangrifegés 10 min a 5 000 g, puis lavés 2 fois
dans du MOPS/NaOH 10 mM pH7.8 ; MgCG mM. Le culot est repris dans le méme

tampon.

VIII.B. Méthodes d'analyse des protéines

VITTI.B.1 Solubilisation de complexes membranaires

Les membranes plastidiales sont obtenues par chaootmue comme wvu
précédemment. La solubilisation de complexes memalmes est adaptée de Sazanov et al.
1998. Cette derniere est essentielle a une séparpar chromatographie. Elle requiére
I'utilisation de détergents, dont les propriétégzent étre appropriées a I'étude réalisée. Dans
le cadre de l'analyse de complexes, ce traitemshtéalisé dans les conditions les plus
natives possible afin de conserver au mieux cesneinies quaternaires. Les membranes sont
sédimentées 30 min a 35 000 g (rotor JA 25,5, Bachmuis lavées dans la solution de choc
contenant du sel (NaCl 15 mM). Elles sont de nouveantrifugées dans les mémes
conditions et resuspendues dans le milieu de dia€l 15 mM, glycérol 10% (v/v). La
suspension doit étre alors ajustée a 2mg/mL deragihglle. La solubilisation dépend du
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rapport protéine/détergent, mais la chlorophylEnéplus rapide a doser, la concentration de
la suspension est ajustée en fonction de ce pamamigts protéines membranaires sont
solubilisées par I'ajout goutte par goutte d’'unedgént doux, le n-dodécyl lauryl maltoside
(Sigma) a une concentration mere de 5 % (p/v), agitation réguliere, jusqu’a arriver a une
concentration finale de 1 % (p/v). La solubilisatge poursuit sous agitation constante a 4°C
pendant 30 min. Le matériel non solubilisé est @épar une centrifugation de 30 min a

35000g. L’extrait en suspension peut alors étrargepar chromatographie.

VIII B.2 Séparation des protéines par chromatographie d'exclusion

VIII.B.2.1 Caractéristigues et préparation de la colonne

La chromatographie d’exclusion permet de séparemaaécules en fonction de leur
taille et de leur forme. Une premiére chromatogieph été réalisée avec une colonne de
matrice agarose, la superose 6 HR10/30 (Amershaam®gia), permettant une séparation
des protéines comprises dans une gamme tres l@ejeessai a permis d’affiner le choix
d’'une autre colonne afin de mieux cibler fenétreségaration pour le complexe d’intérét. La
colonne utilisée alors régulierement, la superd@® BR10/30 (Amersham Pharmacia), est
constituée d'une matrice composite de dextran etrasg. Les chromatographies sont
réalisées dans le systéme AKTA Purifier d’AmerstHimarmacia, guidé par informatique. Ce

contrble est assuré par le logiciel UNICORN.

Préparation et définition des parametres de la chr  omatographie :
Caractéristiques des Volume total de Pression Débit (mL/min) Gamme de
colonnes la colonne (mL) | maximale Mpa) fractionnement
(kDa)
Superose6 HR10/30 24 1,2 0,3-0,5 5-5000
Superdex 200 HR 10/30 24 15 0,25 -0,75 10 - 600

Tableau 3 : Paramétres de chromatographies sur figeet et Superdex S200.

Toutes les solutions utilisées doivent étre prdafabnt filtrées (filtre 0,2 pm). La
colonne est stockée dans I'éthanol 20%. Il estiéémpar un lavage de 2 volumes de colonne
(vc) d’'eau. Elle est alors préte a étre équilibedec un tampon approprié. Le volume

d’échantillon injecté ne doit pas excéder 1 a 3%volume de la colonne. Apres séparation
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d’un échantillon, la colonne est lavée avec au sm@inc d’'eau et conservée dans de I'éthanol
20% (v/v) (2 vc) a 4°C.

VIII.B.2.2 Etalonnage de la colonne

Les colonnes sont étalonnées avec des margueursadse moléculaire standard
(catalase,.240 kDa ; 2 mg/mL et gel filtration stards de BIORAD: thyroglobuline bovine
670 kDa ;y-globuline bovine 158kDa ; ovalbumine de pouletddk myoglobine de cheval
17kDa ; vitamine B, 1,35 kDa. La courbe étalon déduite est spécifitpiéa colonne et des
conditions expérimentales utilisées lors de la ctamgraphie. Le volume mort ¢}/ De la

colonne est estimé via l'utilisation du bleu detdex (2000 kDa ; a 1 mg/mL).

VIII.B.2.3 Elution des échantillons

Les colonnes sont équilibrées par 2 vc de tampochde osmotique ; NaCl 15 mM,
lauryl maltoside 0,1% (p/v). L’échantillon est iofé manuellement et élué par 1,5 vc de
tampon de choc; NaCl 15 mM ; lauryl-maltoside 0,1%s chromatogrammes sont établis en
fonction de I'absorbance des protéines (280 nntjeefabsorbance de la chlorophylle totale

et/ou caroténoides (652 nm et 450 nm respectivgraardours de I'élution.

VIII B.3 Analyse des fractions obtenues par gel filtration par SDS-

PAGE

VIII.B.3.1 Concentration des échantillons par précipitation au

JcA

Une aliquote des fractions collectées est précgates la glace pendant 30min a 1h en
présence d'1/10 de volume final de TCA. La sédirmon des protéines est accélérée par une
centrifugation de 10 min a 20 000 g. Le culot estéla I'acétone 80% (v/v), puis séché.
L’échantillon est alors repris dans du tampon dedtéle protéines, et dénaturé 10 min a

100°C.
VIII.B.3.2 Séparation et détection des protéines

Les extraits des fractions précipités sont alopguss par électrophorése en conditions
dénaturantes. Les dépots sont réalisés en doubldepouvoir d’'une part, observer le profil
d’élution et la séparation des protéines, et d&aptrt, détecter la ou les protéines d’intérét au

cours de I'élution par immunodétection .
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VIII.B.4 Etude d'interactions protéine-protéine la surface des

membranes

VIII.B.4.1 Pontage chimigue

Le pontage chimique est réalisé suivant plusieumgtiques sur des membranes
plastidiales d’épinard et d’arabidopsis obtenuesatitment aprés choc osmotique des
chloroplastes (comme vu précédemment). |l faut meget exclure, lors de la préparation de
membranes, l'utilisation de tout tampon source egements amines, ainsi que l'utilisation
d’agent réducteur dans les tampons. Des cinétigomsréalisées jouant sur la concentration
de DSP, la quantité de matériel a ponter, et l@éalde réaction afin d’optimiser les conditions
expérimentales. Le volume de DSP utilisé ne datgacéder 10% du volume réactionnel. La
réaction se fait dans un volume de 1ml, comprendes membranes de chloroplaste (quantité
ajustée en fonction de la quantité de chlorophgidre 0,5 et 2 mg) ; le DSP (concentrations
comprises entre 0,5 et 2mM) ; le volume final égnsté a 1mL avec du tampon de choc. La
réaction se déroule a température ambiante, sdtetiag, pendant 15 a 60 min. Elle est
stoppée par I'ajout de Tris pH7.5 a 50 mM finalradiu 15 min. Les réactions optimales sont
déterminées comme indiqué dans la partie suivdailes seront ensuite solubilisées et
fractionnées par chromatographie d’exclusion.

Les produits de ces réactions sont tout d’abordarédppar SDS-PAGE et les
complexes d’intérét analysés par immunodétectiondd contréler la spécificité d’action du
DSP. Les échantillons déposés sur gel sont cepepdéparés differemment. Pour chaque
réaction, les dépots sont doublés sur gel afinoér@ler I'action du DSP. Deux aliquotes de
chaque réaction sont dilués dans deux tampons qufit dé protéines (2X ou 4X concentrés)
contenant ou non du [3-mercaptoethanol, devant sepié 5% (v/v) du volume total de
'échantillon a dénaturer 5 min a 100 °C. L'utilisem de tampon sans agent réducteur
permettra de distinguer I'effet du pontage chimigua présence de [3-mercaptoethanol, au
cours de la dénaturation, permettra de dissociepdats disulfures engendrés par le DSP, et
de retrouver la protéine cible a I'état de mononmreindividualisée. Ces deux traitements
assurent la spécificité de I'action du DSP. Ap&sasation par SDS-PAGE, les polypeptides
sont transférés sur membrane de nitrocellulosa gtdtéine d’'intérét détectée par anticorps.
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RESULTATS

Chapitre 1 : Analyse d'une nouvelle famille de génes et protéines
chez A. thaliana

Le but de ce travail de thése est d’étudier une nouvelle famille de protéines
d’ Arabidopsis, identifiée par une approche double hybride chez la levure, comme facteurs de
transcription potentiels interagissant avec les ARN polymérases NEP. Il a fallu tout d’abord
effectuer une analyse bio-informatique afin de récolter quelques renseignements pouvant nous
guider dans nos recherches.

Ce premier chapitre présente les données disponibles dans les banques in silico, ainsi

que les recherches effectuées avec des outils bio-informatiques.

I. Analyse des génes NIP chez A. thaliana

I.A. Organisation des genes AtNIP

Les ADNc AtNIP1 et AtNIP2 ont été isolés a partir du crible double hybride effectué
en utilisant SORPOT ;2 comme appat. Une premiere recherche dans les séquences
génomiques d’Arabidopsis disponibles a 1’époque a mis en évidence un troisiéme gene trés
homologue aux deux précédents, appelé AtNIP3. Récemment, une recherche avec des criteres

de sélection moins stringents (recherche blastn sur http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ avec des

scores supérieurs a 100) a permis d’identifier un quatriéme geéne pouvant s’apparenter aux
génes AtNIP, nommé AtNIP4. Les genes AtNIPI1, AtNIP2, AtNIP3, AtNIP4 sont
respectivement localisés sur les chromosomes IV, II, V et I. Les données bio-informatiques
concernant 1’annotation de ces geénes sont présentées dans le tableau 3.

Ces geénes NIP d’A. thaliana sont caractérisés par une grande identité de séquence
nucléotidique au niveau de leurs séquences codantes. Les exons des genes AtNIPI et AtNIP2
présentent environ 80% d’identité. A¢tNIP3 est quant a lui plus proche de AtNIP2 que de
AtNIP1 (49% d’identité contre 34%). Le géne AtNIP4 est le plus éloigné puisqu’il ne présente
pas de similarité significative au niveau des séquences codantes avec les trois autres génes. La
comparaison des séquences du génome et des ADNc NIPI et NIP2 (comparaison blastn sur

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) a permis de positionner leurs introns. En fait, les
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quatre génes de cette famille présentent la méme organisation en 5 exons et 4 introns

suggérant une origine commune.

AtNIP1 AtNIP2 AtNIP3 AtNIP4
Locus At4g35840 |At2g17730| At5g66070 At1g74410
Clone AL031986 t17a5 K2A18 F1M20
Longueur de séquence codante Met-
711 723 666 672
Stop (pb) (1)
Accession EMBL AK118022 | AK118593 X AY050433
identité nucléotitidique sur séquences 100 80 34 Non
codantes (%) (2) AtNIP1 significatif
AtNIP2 100 49 _ Non
significatif
AtNIP3 100 _ Non
significatif
AtNip4 100X

Tableau 3 : Reécapitulation des données génomiques de la famille NIP chez A. thaliana.

(1) La séquence codante est définie par la phase de lecture ouverte la plus grande. (2) Les identités de séquences sont estimées a [’aide du
programme « bl2seq » sur http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi, permettant de comparer un couple de séquences d’intéréts
(nucléotidiques ici). Elles sont finalement rapportées sur la longueur de la séquence primaire la plus grande.

Seul le début de I’exon 1 se distingue par une plus grande variabilité de séquence —
excepté pour le couple NIP1/NIP2 - avec seulement 19% d’identité entre NIP1/NIP3 et 25%
entre NIP2/NIP3 bl2seq »

d’apres le programme «

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) (résultats non montrés).

Cette famille de géne AtNIP comporte donc trois membres particulierement proches,
suggérant des fonctions similaires. Le dernier gene identifi¢ AtNIP4 est plus distant.

Etant donné que les ADNc AtNIPI et AtNIP2 ont été isolés dans une banque d’ADNc
de rosettes, nous allons rechercher dans la partie suivante si les génes NIP sont exprimés dans

d’autres parties de la plante ainsi que dans d’autres organismes.

I.B. Analyse des EST («Expressed Sequence Taqg »)

La présence d’EST peut donner des indications sur le degré et le profil d’expression
tissulaire d’un geéne. Nous allons d’abord rassembler les ESTs disponibles dans les banques de
données chez A. thaliana puis nous allons élargir cette recherche aux autres organismes afin

d’identifier des homologues.
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I.B.1 Analyse des EST chez A. thaliana

Les recherches d’EST (« Expressed Sequence Tag ») sont faites par comparaison de
séquence a 1’aide de I’ADNc ou géne d’intérét sur I’ensemble des banques d’EST disponibles

(programme blastx, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ et http://mips.gsf.de/proj/thal/db).

Au début de mes travaux de thése, seul NIP2 présentait une EST détectée dans une banque
¢tablie a partir d’ARNm totaux de racines d’Arabidopsis (écotype Columbia Col-0). Toutes
les EST de cette famille apparues depuis sont rassemblées dans le tableau 4.

Nous constatons que les EST NIP2 sont les plus nombreuses, et semblent présentes
dans tous les tissus, et dans tous les stades : de la graine aux feuilles sénescentes. Les
transcrits NIP4 sont détectés dans les rosettes ainsi que dans un mélange de tissus de plantules
étiolées ou non. Les EST NIPI sont détectées uniquement dans des extraits issus d'organes
reproducteurs et N/P3 semble lui étre détecté majoritairement dans les banques obtenues a
partir d’extraits racinaires. Le profil d’expression n’est sans doute pas complet car
I’accumulation des messagers peut étre en dessous du seuil de détection des transcrits lors de

la fabrication d’une banque d’EST.

EST (Numéros d’accession)
Organes AtNIP1 AtNIP2 AtNIP3 AtNIP4
ou tissus sources
Al996823
RACINES AV539195 AV539195
AV551599 AV551599
FLEURS ET SILIQUES AU230118 AU239462
AU238872 AU230771
GERMINATION a GRAINE MATURE AV808117.1
FEUILLES SENESCENTES CD534166
ORGANES AERIENS (2 a 6 semaines) AV521888
MELANGE DE TISSUS (1) T21251
AA395606
ROSETTES AV784006

Tableau 4 : EST NIP trouvées dans les banques de données chez A. thaliana.

(1): plantules étiolées 7 jours + racines + rosettes + organes aériens (tiges, fleurs et siliques).
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Alors que le géne AtNIP2 semble étre exprimé de facon ubiquitaire, les génes AtNIP1
et AtNIP3 s’accumulent apparemment davantage dans les fleurs/siliques et racines

respectivement.

I.B.2 Recherche d'EST homologues

Un crible large d'EST a mis en évidence des EST homologues aux transcrits d'Arabidopsis chez
d'autres organismes. Quelques EST sont regroupées dans le tableau 5. Elles sont présentes
exclusivement chez les végétaux, et jusqu'ici, aucune EST n'a été identifiée chez les végétaux
inférieurs tels que les mousses et les algues.

Les homologies peuvent s’étendre depuis le milieu de 1’exon 1 jusqu’au codon stop.
Certaines EST débutent a un codon codant une méthionine, et présentent une phase ouverte de
lecture paraissant compléte. Elles sont retrouvées dans tous types d’organes et de stade de
développement (des graines au fruit). Les EST les plus représentées suggerent 1’existence de
deux génes chez les plantes monocotylédones, notamment le riz. Cette observation est
confirmée aujourd’hui grace au séquengage complet du génome nucléaire du riz. Les
séquences NIP identifiées chez Arabidopsis thaliana, sont présentes exclusivement chez les
végétaux supérieurs. Elles correspondent a des geénes exprimés dans différentes espéces et

organes, a divers stades de développement.

IT. Analyse bioinformatique des séquences primaires des protéines

NIP

II.A. Comparaison globale des séquences primaires d'A. thaliana

et I'épinard

Les génes AtNIP1, AtNIP2, AtNIP3, AtNip4, SoNIP codent des polypeptides de 236, 241, 221,
223, 235 résidus respectivement. Les protéines NIP sont donc de petites protéines d'environ 25
kDa. Elles sont caractérisées par une grande identité de séquence primaire (figure 11). Les
protéines NIP1 et NIP2 sont les membres les plus proches de cette famille avec 89% d'acides

aminés identiques.
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Espéce Origine de la Stade de développement ou Numéro
banque d’EST traitement d’accession
CVv085140 .1
Malus x domestica Fruit Différents stades de CVo083744.1
développement
(pomme) C0541112.1
CN995346.1
CB981280.1
Vitis vinifera fruits CB981214.1
(vigne) CF373044.1
feuilles Jeunes feuilles CF204100.1
feuilles Plantes de 4 semaines Al771987 .1
Lycopersicon racines Déficit en nutriments (1) BF09412.1
esculentum - - r S
ovaires 5 jours pré-anthése Al484098
(tomate) —
Méristéme BG126900
+plantules
hirsutum Fibres 6 j post-anthése Al729483
. immatures
Gossypium
arboreum fibres 7 a 10 j post-anthése BQ406243
raimondii plantule 1°" paire de feuilles C0094618
tabacum Cellules BY-2 Divers stades de la courbe de BP134837
S croissance
Nicotiana
attenuata plantules rosettes CA591726
CB658098
Oryza sativa feuilles Plantes agées de CB652459
(riz) 3 semaines CB658099
CB670349
Brassica napus graines CD813120
feuilles Apreés I'induction florale BQ534995
Saccharum officinarum =y Gtion tige - Jeunes plantes CA152732
racines
Divers stades BG874017
BM350726
Mélange de Idem avec traitement hormonal BM334459
tissus
Zea mays BM335855
Endosperme BM268656
Graines BM337671
germées +
plantules

Tableau 5 : EST homologues a la famille de genes NIP d’ A. thaliana
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(1) : déficit en Al ou Zn, ou P, ou K, ou Fe, ou N.

La comparaison des séquences montre que les protéines sont particuliérement proches
entre les résidus 52 et 149 (91% d’identité, relatif a NIP2) et a I’extrémité C-terminale
(résidus 195 a 239 soit 93% d’identité, relatif a NIP2) si on se base sur la séquence AtNIP2
(figure 11). La protéine AtNIP4 est la plus €loignée des trois autres protéines identifices
initialement, avec seulement environ 30 % d’identité (tableau 6). Ce pourcentage ne parait pas
important, cependant, comme en témoigne 1’alignement de leurs séquences primaires dans la
figure 11, les résidus identiques s’étendent sur toute la séquence primaire et en particulier sur
les deux blocs bien conservés au sein de la famille (résidus 52 a 149 et 195 a 239, voir figure
11).

La protéine NIP d’épinard présente a peu prés les mémes identités de séquence avec
les trois protéines d’ Arabidopsis, NIP1, NIP2 ou NIP3 (tableau 6). Cependant, un petit motif
(surligné en gris sur la figure 11) riches en acides aminés basiques (N), compris entre les
positions 177 a 181 sur la séquence primaire de SONIP, est retrouvé chez les protéines NIP1
et NIP2, et absent chez les protéines NIP3 et NIP4 d’Arabidopsis. Cette observation suggere
que la protéine d’épinard est 1’orthologue des protéines NIP1 ou NIP2 d’Arabidopsis. Les
protéines AtNIP1, AtNIP2, AtNIP3 et SoNIP sont particuli¢rement proches, sur toute la
séquence primaire et des les 20 a 30 premiers résidus. Deux blocs sont particuliérement
conservés (52-149 et 195-239). Nous observons également sur 1’alignement de la protéine
AtNIP2 avec d’autres orthologues que ces deux blocs sont bien conservés chez d’autres
especes (figure 12). Les alignements des séquences primaires (figures 11 et 12) montre une
conservation de résidus entre les paralogues AtNIP et entre les orthologues. Nous allons
maintenant analyser 1’organisation des protéines NIP et rechercher si ces deux domaines

conservés correspondent a des motifs connus.

Identité (%)
acides AtNIP1 AtNIP2 AtNIP3 AtNIP4 SoNIP
amines
AtNIP1 100 89 75 31 69
AtNIP2 100 73 26 70
AtNIP3 100 28 71
AtNIP4 100 33
SoNIP 100

Tableau 6 : Identité des séquences primaires des paralogues NIP d’A. thaliana et chez [’orthologue d’épinard.

Les pourcentages sont établis sur la longueur compléte des protéines, et non sur des régions limitées de la séquence primaire.
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AtNIP4
SoNIP
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AtNIP2
AtNIP3
AtNIP4
SoNIP
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10 20 30 40 50 60

| | | | | |

————— MASSRFQSGFCPISSCPSLENFIERIKDACRFTLSAVLGTILSAVLTFFFALVGT
MASSSSSSYRFQSGSYPLSSSPSLGNFVERIKDACHFLVSAVLGTIISAILTFFFALVGT
——————————— MDGYYSLSPISVL----HRIKDSFHFAVSALLANLFSALFTFFFALVGT
————————————————— MDTTLSPAVEAEQIADSTIDTVSRLIAGVEFSGALTGIFAMAGA
————— MEFYSYPSQRIA-SSSSILCDLGEKIRGTLSFAVSVILGSLFSAFFTFCFALVGT

70 80 90 100 110 120

| | | | | |
LLGALTGALIGQETESGFIRGAAVGAISGAVFSIEVFESSLVLWKSNESRFGCLLYLIDV
LLGALTGALIGQETESGFIRGAAIGAISGAVFSIEVFESSLDLWKSDESGFGCFLYLIDV
LLGALTGALIGQETESGFIRGAAVGAISGAVFSIEVFESSLLLWQSDESGIGCLLYLIDV
FTGAVTGAVAGRAAQYGVLRGAALGAVAGAILSVEVLEASRAYWYLELSGSRGPSSMADF
LLGAMTGALIGQETESGFVRGAAIGAISGAVFSIEVFESSVVLWRSDESGIGCILYLIDV

130 140 150 160 170 180

| | | | | |
IVSLISGRLVRERIGPAMLSAVQSOMGAVDSTFEELSSIFDTGGSKGLTGDLVDKIPKIK
IVSLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSOMGAVDTAFDDHTSLFDTGGSKGLTGDLVEKIPKMT
IASLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSOMGAVESQFQDHTDIFDTAISKGLTGDSLNRIPKVR
VEQLFRGRLVDEQLMSTMINSHHWOLRISDVSYEEREDVYGELEARGLSGDSLRKLPCYI
IASLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSOMGAVETNFEDITNIFDTGSVKGLSGDLVEKIPKIK

190 200 210 220 230 240

| | | | | |
ITGKNNLDASGNKDSCSVCLODFQLGETVRSLPHCHHMFHLPCIDNWLFRHGSCPMCRRD
ITGNNNTDASENTDSCSVCLODFQLGETVRSLPHCHHMFHLPCIDNWLLRHGSCPMCRRD
IT----- DTSPEIVSCSVCLQDFQVGETVRSLPHCHHMFHLPCIDKWLRRHASCPLCRRH
MSSE---MVRRQVTHCTICLQDIKTGEITRSLPKCDHTFHLVCVDKWLIRHGSCPICRQA
ITKNNNNDASGERVSCSVCLODFQIGETVRSLPDCHHLFHLPCIDKWLLKHASCPLCRRD

Figure 11: Comparaison des séquences primaires des protéines NIP d’Arabidopsis et d’épinard

L’alignement est établi a I'aide du programme Multialin de NPSA (http://npsa-pbil.ibcp.fir) . Les résidus identiques au sein de I’ensemble

des protéines sont représentés en rouge ; un acide aminé identique sur trois ou quatre protéines est indiqué en vert. Les positions présentant
des acides aminés a propriétés similaires sur une position conservée sur toutes les protéines sont indiquées en bleu. Le motif surligné en
gris est conservé entre AtNIP1, AtNIP2 et SoNIP.
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AtNIP2
O.sativa _chré6
O.sativa_chrl0
L.esculentum
T.aestivum

AtNIP2
O.sativa_chré6
O.sativa_chrl0
L.esculentum
T.aestivum

AtNIP2
O.sativa_chré6
O.sativa _chrl0
L.esculentum
T.aestivum

AtNIP2
.sativa_chré6
.sativa_chrl0
.esculentum
.aestivum

HEBOO
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10 20 30 40 50 60

| | | | | |
MASSSSSSYRFQSGSYPLSSSPSLGNFVERIKDACHFLVSAVLGTIISAILTFFFALVGT
—————————— MDPSGAFFHAAPRSGSNVSLASLARTAGGRRMMHRVFRGVITFIFAIAGL
——————— MDASPSSSSSSPVAPEVVQWAGGADGFGSAAIGFAC-RVLCAVATCVFAAVGS
XEKXXRKXXKXRKXKXKXKXKKXKXKK KKK KKK KK KKK KKK KK KKK KKK XK KKK KKK XK KFALVGT
XXXXXXXXXXXXXXRHESSSAPEPRQWAGGRPGLGSAALELAS-KVLCVVATCAFAAVGS

70 80 90 100 110 120

| | | | | |
LLGALTGALIGQETESGFIRGAAIGAISGAVFSIEVFESSLDLWKSDESGFGCFLYLIDV
FLGAVTGGLIGLATESGLFRGTGIGAITGALVSIEVVDSSIRVWRSRRSGISSICYVLNV
VVGAVTGSAIGLATESGMLRGAGIGAISGAVFSIEVAESSRDLWHSSDSAVWCLVYMVDI
LLGAMTGALIGQETESGFVRGAAVGAISGAVFSLEVFESSLLLWQSDESGIGCLLYLIDV
LVGAVSGSVIGLATESGVVRGAGIGAISGAVFSIEVAESSRDLWHTSDSSVWSVLFMVDI

130 140 150 160 170 180

| | | | | |
IVSLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSOMGAVDT-AFDDHTSLFDTGGSKGLTGDLVEKIPKM
IYSLLTGRLVREKVDPAVQRVVRSQMNAVDSSPFRESPDLFEIEGTNGMPRASIDKLPEV
ISSLLSGRLVREKVGPAVQSAVQSQISAISS-PFAETSDLFETGGTKGLPADTLRRLPATI
IASLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSQOMGAIES-AYDEFPNIFDVGGAKGLPGDSVEKIPKI
ILSLLSGRLVCEKVGPAVQSAVQSQISAISS-PFTEPSDLFETGGARGLPAHALRRLPAI

190 200 210 220 230 240

| | | | | |
TITGNNNTDASENTDSCSVCLODFQLGETVRSLPHCHHMFHLPCIDNWLLRHGSCPMCRR
RITEEYRRNAIGDLSGCSVCLQDFQTGEKVRSLPDCWHVFHVPCIDGWLIKHGSCPLCRR
KITGDNAVDSAGEPICCSVCLQODFRVGEMARRLPSCRHVFHVPCIDCWLVRHGSCPLCRR
VITNDNDVDDSGERVSCSVCLODFQRGETARCLPQCHHMFHLPCIDTWLLRHGSCPLCRR
KVGADTAVDEAGEALCCSVCLQODLEVGESARRLPGCRHVFHAPCIDRWLVRHASCPLCRR

DI
KL
DI
DL
DI

Figure 12 - Comparaison des séquences primaires déduites de certaines EST orthologues NIP avec la protéine

AtNIP2 .

L’alignement est établi avec le programme Multialin de NPSA (http://npsa-pbil.ibcp.fr). Les séquences sont déduites des EST comportant les
phases de lecture les plus longues. Les séquences débutant avec une méthionine sont complétes. Les EST utilisées sont, chez le riz (Oryza
sativa) : EST (C28330, cals de riz), géne correspondant dans le chromosome 6 (Chr6) ; et EST (AK119332) avec le géne correspondant dans
le chromosome 10 (chrl0) ; chez la tomate (Lycopersicon esculentum) : EST253087 ; chez le blé (Triticum aestivum) : EST20810778. Les
positions présentant des résidus identiques au sein de l’ensemble des protéines sont représentées en rouge ; un acide aminé identique
retrouvé sur aux moins trois protéines pour une méme position est indiqué en vert. Les positions comportant des acides aminés a propriétés
similaires sont représentées en bleu.

IT.B. Organisation structurale de la famille NIP chez A. thaliana

et épinard

Nous allons ici analyser les régions conservées d’un point de vue fonctionnel.

Les protéines NIP présentent un modele d’organisation conservé entre diverses

920

extrémité C-terminale comportant un motif RING finger.

especes (figure 13). Elles sont divisées en 3 domaines : une région N-terminale présentant les

caracteres d’une séquence d’import vers un organite; une région centrale membranaire; et une
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Séquence Région C3H2C3
WUl d’adressage | Transmembranaire RING COOH
putative Finger
B
10 20 30 40 50 60
| I I I I I
AtNIP1 ~ « ----- MASSRFQSGFCPISSCPSLENFIERIKDACRFTLSAVLGTILSAVLTFFFALVGT
AtNIP2 MASSSSSSYRFQSGSYPLSSSPSLGNFVERIKDACHFLVSAVLGTIISAILTFFFALVGT
AtENIP3 ~ W - MDGYYSLSPISVL----HRIKDSFHFAVSALLANLEFSALFTFFFALVGT
AtNIP4 = ————mm—— - MDTTLSPAVEAEQIADSTIDTVSRLIAGVFSGALTGIFAMAGA
SoNIP = --——- MEFYSYPSQRIA-SSSSILCDLGEKIRGTLSFAVSVTLGSLESAFFTFCFALVGT
70 80 90 100 110 120
I I | I I I
AtNIP1 LLGALTGALIGQETESGFIRGAAVGAISGAVFSIEVFESSLVLWKSNESRFGCLLYLIDV
AtNIP2 LLGALTGALIGQETESGFIRGAAIGAISGAVFSIEVFESSLDLWKSDESGFGCFLYLIDV
AtNIP3 LLGALTGALIGQETESGFIRGAAVGAISGAVFSIEVFESSLLLWQSDESGIGCLLYLIDV
AtNIP4 FTGAVTGAVAGRAAQYGVLRGAALGAVAGAILSVEVLEASRAYWYLELSGSRGPSSMADF
SONIP LLGAMTGALIGQETESGFVRGAAIGAISGAVFSIEVFESSVVLWRSDESGIGCILYLIDV
130 140 150 160 170 180
I | I I I I
AtNIP1 IVSLISGRLVRERIGPAMLSAVQSQMGAVDSTFEELSSIFDTGGSKGLTGDLVDKIPKIK
AtNIP2 IVSLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSQMGAVDTAFDDHTSLFDTGGSKGLTGDLVEKIPKMT
AtNIP3 IASLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSQMGAVESQFQDHTDIFDTAISKGLTGDSLNRIPKVR
AtNIP4 VEQLFRGRLVDEQLMSTMINSHHWQLRISDVSYEEREDVYGELEARGLSGDSLRKLPCYI
SONIP IASLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSQMGAVETNFEDITNIFDTGSVKGLSGDLVEKIPKIK
190 200 210 220 230 240
I I I I I I
AtNIP1 ITGKNNLDASGNKDSCSVC CHHMFHLPC CPMCRRDL--
AtNIP2 ITGNNNTDASENTDSCSVC CHHMFHLPC CPMCRRDI--
AtNIP3 IT----- DTSPEIVSCSVC CHHMFHLPC CPLCRRHL--
AtNIP4 MSSE---MVRRQVTHCTIC CDHTFHLVC CPICRQAVKD
SoNIP ITKNNNNDASGERVSCSVC CHHLFHLPC CPLCRRDL--

Figure 13 : Organisation structurale des protéines NIP

A : Schéma d’organisation des protéines ; B : Motifs conservés. B : alignement des séquences primaire réalisées sur NPSA. Les domaines
transmembranaires sont présentés en rouge, avec en amont une séquence d’adressage putative, le motif RING finger est représenté en gris
et ses résidus critiques invariants en bleu.

IT.B.1 Région N-terminale: bloc 1

Les séquences primaires des régions N-terminales peuvent permettre de prédire la
localisation subcellulaire de protéines. Les régions N-terminales des protéines NIP sont
relativement divergentes au sein de cette famille. Elles peuvent correspondre a des séquences
d’import organellaires. Les séquences AtNIP1, AtNIP2 et SoNIP sont riches en acides aminés
hydroxylés, et contiennent quelques résidus chargés, essentiellement basiques, propriété
typique des peptides de transit.

Les protéines AtNIP3 et AtNIP4 ne remplissent pas ce dernier critére, en outre elles

présentent des séquences N-terminales plus divergentes par rapport a celles des deux autres
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protéines. AtNIP1 et AtNIP2 semblent, elles, rassembler toutes les caractéristiques des
séquences d’import plastidiales énumérées par Peeters et Small (Peeters & Small 2001), soit,
une richesse en acides aminés hydroxylés,

quelques acides aminés basiques,

trés rarement des résidus acides,

et pas de leucine dans les dix premiers aminoacides.

Ces séquences polypeptidiques ont été étudiées a 1’aide de divers logiciels de
prédiction de localisation subcellulaire (tableau 7). Le programme ChoroP conclut a une
localisation plastidiale si le score est au dessus de 0,5. Il est trés restrictif n’attribuant que trés
rarement des scores conséquents (par exemple, score de 0,572 attribué a la petite sous unité de
la rubisco RBCS). Le programme Predotar est lui surtout optimisé pour discriminer parmi les
protéines organellaires (mitochondrie et plaste).

Le programme Psort annonce NIP1 et NIP2 respectivement dans la mitochondrie et le
plaste. L’ensemble des autres programmes utilisés confirme la localisation plastidiale de la
protéine NIP2. La tendance générale prédit que ces quatres protéines sont associées a des
compartiments membranaires. Mais ces informations ne sont pas homogenes et probablement

pas assez significatives, et nécessitent bien str d’étre confirmées expérimentalement.

IT.B.2 Région centrale: bloc 2

Le logiciel TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED_form.html)

indique D’existence d’hélices transmembranaires localisées dans la premiére moitié N-
terminale de la famille de protéines NIP. Elles sont localisées dans le premier bloc conserve,
vu dans la comparaison globale des séquences primaires NIP (bloc 52 a 149 par rapport a
AtNIP2). Une topologie a 3 hélices transmembranaires (figure 13B), est proposée pour les
protéines AtNIP1, AtNIP2 et AtNIP3, et seulement deux hélices pour AtNIP4. Les scores
attribués par TMpred aux modeles proposés sont présentés dans le tableau 8.

Cette région, présentant plutot un profil hydrophobe, est la mieux conservée au sein de
la famille NIP d’Arabidopsis et dans d’autres organismes végétaux. Par conséquent, elle

pourrait constituer un domaine fonctionnel important.
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AtNIP1 AtNIP2 AtNIP3 AtNIP4 SoNIP
Membrane Membranes Membrane Membrane Membrane
interne thylacoidiennes plasmique plasmique plasmique
mitochondrie
0,704 0,97 0,6 0,6 0,6
Psort Membrane Mgmbrane Golgi Golgi Mgmbrane
lasmique interne 0.4 0.4 interne
Score P mitochondrie ’ ’ mitochondrie
o8 0,767 eml;;3 tllgglrl:? ue eml;;3 tllgglr:T ue 0,465
Thylacoides P q P q .
Stroma Golgi
0,3 0,3
0,467
0,704 .. 0,4
Golgi Thylacoides Peroxysome
Espace 0.26 03 Réticulum
0,4 thylacoidien ’ ’ endoplasmique
0,704 0,3
ChloroP Non Chloroplaste Chloroplaste Non Chloroplaste
Score chloroplastique 0,541 0,514 chloroplastique 0,525
0,488 0,476
TargetP ID Chloroplaste ID ID ID
Score 0,516 0,323 0,687 0,966 0,702
Predotar ID chloroplaste ID ID chloroplaste
Score 0,82 0,57 0,92 0,99 possible
0,26

Tableau 7 : Prédictions d’adressage des protéines NIP

Les prédictions ont été faites avec les logiciels Psort, ChloroP TargetP et Predotar
(http://psort.nibb.ac.jp; http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/; http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/; http://genoplant-
info.infobiogen.fr/predotar/predotar.html). Les résultats principaux pour chaque protéine sont surlignés en gris. ID : localisation
indéterminée.

AtNIP1 AtNIP2 AtNIP3 AtNIP4
Position Hélice 1 36 — 60 41 - 65; 26 - 50; 25— 48;
score 2621 2621 2584 2002
Position Hélice 2 73-99; 78 — 97; 63 — 82; 61 - 80;
score 1321 1256 1314 1462
Position Hélice 3 107 -125; 110 -130; 95 - 115; X
Score 832 1149 989

Tableau 8 : Modeles d’organisation des hélices transmembranaires de la famille NIP d’Arabidopsis

Ce tableau présente le positionnement des hélices transmembranaires suggéré par TMpred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html) pour les protéines AtNIP ainsi que les scores associés. Seuls les scores au dessus
de 500 sont considérés comme significatifs par le logiciel.
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IT.B.2.1 Région C-terminale: bloc 3

La région C-terminale est marquée par une signature de type C3H2C3 RING finger
ou RING-H2 Finger (Pfam PF00097 ; voir figures 13 et 14). Les acides aminés invariants de
ce motif sont rigoureusement conservés (Jackson et al. 2000):

Cys-X2-Cys-X(9-39)-Cys-X(1-3)-His-X(2-3)-Cys ou H1s-X2-Cys-X(4-48)-Cys-X2-
Cys.

Ce consensus riche en cystéines coordonne la fixation de 2 ions zinc en adoptant une
géométrie tétrahédrique (motif de fixation d’ion zinc, InterPro ID : IPR001841). Ces motifs
RING (Lovering et al. 1993) sont classés en 2 catégories suivant la nature du résidu (Cystéine
ou Histidine) en position 5: C3HC4 appelé aussi RING-HC, et C3H2C3 ou RING-H2.
Kosarev P et collaborateurs ont réalisé une étude a grande échelle passant en revue toutes les
prédictions de protéines a motif RING finger chez A. thaliana. Afin de certifier la discriminer
les « vraies » signatures RING finger d’autres domaines proches, ils ont établi 4 niveaux de
confiance basés sur les données structurales récentes d’arrangements structuraux métal-ligand

de protéines RING finger bien caractérisées (Kosarev et al. 2002).

Figure 14 : Représentation schématique de structures RING finger, et ici, un domaine RING-HC.

Un domaine RING finger de type HC comporte une histidine a la place d’une cystéine, en position des résidus invariants. Les paires 1 et 3
(vert) ligand métalliques coordonnent le premier ion zinc (bleu) et les paires 2 et 4 le second, suivant un arrangement dit en « bras croisé ».
Les espacements entre ces résidus critiques sont également indiqués. N et C désignent respectivement les orientations N-terminale et C-
terminale.

Les domaines des protéines AtNIP1, AtNIP2, AtNIP3 répondent a trois critéres de
certitude sur quatre, et AtNIP4 remplit tous les critéres, ils sont donc estimés par ces auteurs
comme des véritables signatures RING-H2 finger.

Le 3™ domaine identifié est un motif RING finger connu pour intervenir dans les

interactions protéine/protéine. Il pourrait donc étre impliqué dans la reconnaissance de
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SoRPOT ;2, ce qui est a vérifier bien siir expérimentalement. Au début de ces travaux, la
caractérisation de 3 facteurs potentiels de sélectivité associés a 3 ARN polymérases
organellaires de type phagiques chez Arabidopsis laissaient envisager une duplication
paralléle des génes codant pour I’enzyme et le facteur putatif associé. Mais la situation est
plus complexe, et il vient s’ajouter finalement une quatriéme protéine.

De récents travaux sur les protéines a RING finger associent la présence de ces motifs
a une activité ubiquitine E3 ligase (Jackson et al. 2000) ; (Freemont 2000). En effet, les
protéines a RING finger jouent un role critique dans de nombreux processus cellulaires tels
que le cycle cellulaire, la balance apoptose/prolifération (Tao & Levine 1999), la régulation
du niveau de protéines de la membrane plasmique et trafic cellulaire, la réparation de I’ADN,
la régulation de I’activité de facteurs de transcription nucléaires (Matsuda et al. 2001), ainsi
que dans le développement de la jeune plantule chez Arabidopsis (COP1) (Hardtke & Deng
2000). Les E3 ligases sont chargées de 1’étiquetage spécifique a 1’ubiquitine de substrats
protéiques spécifiques, soit destinés a une dégradation par le protéasome, soit présentant une
activité régulée par 1’ajout d’ubiquitine. Le protéasome est uniquement localisé¢ dans les
compartiments nucléaire et cytosolique. Les protéines NIP pourraient donc éventuellement
jouer un role autre que facteur de transcription vis a vis de la polymérase.

En résumé, les protéines NIP sont spécifiques des végétaux supérieurs. La famille NIP
chez A. thaliana comporte quatre protéines, deux d’entre elles, AtNIP1 et AtNIP2, les plus
identiques (89 % identité de séquence primaire) ont ¢té identifiées au laboratoire par crible
double hybride, et seraient susceptibles d’interagir avec I’ARN polymérase SORPOT ;2 chez
la levure. Les deux autres protéines, AtNIP3 et AtNIP4, ont ét¢ mises en évidence par
bioinformatique. L’organisation structurale des protéines de la famille NIP est conservée. Les
logiciels prédisent clairement un adressage de la protéine AtNIP2 dans le chloroplaste et une
insertion membranaire pour les 4 protéines (TMpred). Les protéines AtNIP possédent en outre
un motif d’interaction protéine-protéine RING finger. Les séquences polypeptidiques déduites
des EST homologues montrent une conservation relativement importante des régions
membranaires potentielles ainsi qu’une conservation stricte de la séquence RING finger a
I’extrémité C-terminale. Cependant, ces prédictions in silico ne sont que des indications et
nécessitent d’étre confirmées expérimentalement, comme nous allons 1’exposer dans les

chapitres suivants.
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Chapitre 2 : Caractérisation des anticorps anti-NIP et anti-NEP

Des anticorps ont été produits chez le lapin comé® protéines du systeme
transcriptionnel NEP, et NIP. Nous avons pris lie sie caractériser les antisera NIP et NEP,
car ils constituent des outils importants sur letsgjuepose une grande partie du travail
effectué pour la suite de I'étude ; notamment ldes la détermination des localisations
subcellulaires, ainsi que lors d’analyses biochuagdédiées a I'étude des interaction avec

les protéines cibles. Nous allons, tout d’aborégenéer ces outils dans ce chapitre.

I. Caractérisation des anticorps anti-NIP

I.A. Préparations des anticorps

Dans un premier temps, nous avons essayé de peatksranticorps dirigés contre les
protéines recombinantes AtNIP1 et AtNIP2. La prdduc de protéines recombinantes
AINIP1 et AtNIP2 a été faite par P. Jaiswal durant séjour post-doctoral dans notre
laboratoire. Les ADNc AtNipl et AtNip2 ont donc &ttt d’abord clonés dans des vecteurs
d’expression procaryotes de protéines recombinadiestype pET (voir Matériels et
Méthodes). Les protéines recombinantes obtenuesomiepas détectables dans les extraits
bactériens bruts ou purifiés, séparés par SDS-PAGEplorés au bleu de Coomassie ou au
nitrate d’argent. En outre, les anticorps monodlen@connaissant les étiquettes (motif poly-
histidines) ajoutées aux protéines recombinantegleBt par immunodétection une
accumulation des protéines recombinantes dans ates d’inclusion. Pour contourner ces
difficultés, P. Jaiswal a introduit ’TADNc AtNIP8ans un vecteur de type pBAD-His. Ce
systeme pBAD permet d’exercer un contrdle négatif I&xpression du transgene avant
induction. Il peut ainsi aider a limiter 'accumtitan des protéines NIP dans les fractions
insolubles. Finalement, le taux d’expression degémmes AtNIP2 n’a pas été suffisamment
augmenté pour permettre 'immunisation des lapins.

Etant donné qu’il n’a pas été possible de prodeirgquantité suffisante les protéines
recombinantes AtNIP1 et AtNIP2, des peptides deetld5 acides aminés ont été utilisés

pour immuniser les animaux.
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a) Choix _des antigénes

Les peptides ont été choisis a I'aide du logici®leptide structure ». lls sont présentés
et cartographiés par rapport a la séquence prinsairéa figure 15.Deux lapins ont été
immunisés pour chaque couple de peptides. Leseaatsont récapitulés dans le tableau 9.
Les protéines NIP ne comportent qu’'une seule régipouvoir antigénique localisée pres de
I'extrémité C-terminale, trés conservée dans dettdlle. Il est par conséquent nécessaire de

vérifier la spécificité des sera obtenus.

Immunisation
Protéine cible Couples de
peptides . .
antigénes Antisera produits
Peptides 52 + 53 Antisérum SE581
AtNIP1 , —
Peptides 52 + 53 Antisérum SE582
Peptides 54 + 55 Antisérum SE583
AtNIP2 _ —
Peptides 54 + 55 Antisérum SE584

Tableau 9: antisera produits chez des lapins, dreg®ntre des peptides des protéines AtNIP1 eP&tNI

Choisies sur AtNIP1 et AtNIP2, les séquences degiges sont proches de leurs
homologues situées sur les autres protéines NIRatidopsis et d’épinard. Seules les régions
correspondantes de la protéine AtNIP4 sont plusutlies avec des identités de séquences de
1/15, 8/15, 1/15, et 0/15 respectivement par rappox peptides 52, 53, 54, 55.

I.B. Spécificité et sensibilité des antisera dirigés contre NIP

I.B.1 Détermination de la sensibilité des antisera

La sensibilité des antisera a été déterminée parumodétection sur des quantités
croissantes de peptide (voir Matériels et Méthades} résultats ne sont pas reportés ici.
Testés sur des quantités importantes de peptidigeaes, les sera pré-immuns ne produisent
aucune réaction. Les antisera anti-AtNIP1 et atiiR2 reconnaissent spécifiquement les
peptides utilisés lors de leur immunisation. Despltantisérum SE581 AtNIP1 ne détecte

gu’'un seul des deux peptides utilisés lors de I'itmmsation : le peptide 53.

98



tel-00011722, version 1 - 3 Mar 2006

Chapitre 2 : Caractérisation des anticorps anti-NgPanti-NEP

Séquence Réd
NPA o dressage . eglObn _ C3H2_CB RING |COOH
putative ransmembranaire Finger
AtNIP1  peptides 52 53
AtNIP2 peptides 334 55
54
130 140 150 50 170 180
I
AtNIP1 IVSLISGRLV RERIGPAMLSAVQSQMGAVDSTFEELSSIFDTGGSKGLTGDLVDKIPKIK
AINIP2 IVSLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSQMGAVDTAFDDHTSLFDTGGSKGLTGDLVEKIPKMT
AtINIP3 IASLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSQMGAVESQFQDHTDIFDTAISKGLTGDSLNRIPKVR
AtNIP4 VEQLFRGRLVDEQLMSTMINSHHWQLRISDVSYEEREDVYGELEARGLSGDSLRKLPCYI
SoNIP IASLLSGRLVRERIGPAMLSAVQSQMGAVETNFEDITNIFDTGSVKGLSGDLVEKIPKIK
190 200 53 0 220 230 240
| |
AtNIP1 52 I\NLDASGNKDS CSVCLQDROLEGE TVRSLHEHAM FHLPCIDNWLFRHGSPMCRRD

AtNIP2 55 WINTDASENTDS CSVCLQDFQLGETVRSLFEHHVIFHLPCIDNWLLRHGEPMCRRD
AtNIP3 .. -DTSPEIVS CSVCLQDFQVGETVRSLEHHVIFHLPCIDKWLRRHAGPLCRRH
AtNIP4 MSSE---MVRRQVTH CTl CLODIKTGEITRSLPKCDHTFHLVCVDKWLIRHGEP| CRQA
SoNIP ITKNNNNDASGERVS  CSVCLODFQIGETVRSLPOHHLFHLPCIDKWLLKHAEPLCRRD

AtNIP1 L--
AtNIP2 [--
AtNIP3 L--
AtNIP4 VKD
SoNIP L--

Figure 15 : Position des peptides antigénes comesiant aux protéines AtNIP1 et AtNIP2

A: Les peptides choisis sont localisés sur un sehéiarganisation des protéines AtNIP1 et AtNIP2. 8équences primaires des peptides
sur un alignement de la partie C-terminale des @irsts NIP. Les peptides AtNIP1 et AtNIP2 sont retspmament surlignés en bleu et jaune.
Les résidus prédits dans les membranes sont p&sentmarron, les résidus constituant le domaifd@Riinger sont représentés en gris, et
les résidus critiques en bleu.

Le sérum anti-AtNIP1 SE582 reconnait, lui, uniquetre peptide 52, choisi juste en
amont du motif RING Finger. Il est par ailleurs beaup plus sensible que le premier sérum
SEBS81 car il peut détecter jusqu’a 5 ng de peptithntiserum SE583 dirigé contre AtNIP2
peut détecter jusqu’a 20 ng de peptide 54 et 208engeptides 55, alors que le second sérum
anti-AtNIP2 SE584, reconnait exclusivement le mkps5, dans les conditions utilisées.

D’aprés ces résultats, les antisera SE582 dirigéreAtNIP1 et SE583 dirigé contre
AINIP2 semblent plus sensibles. lls seront donlcsas le plus souvent dans la suite de notre
étude.
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I.B.2 Vérification de la spécificité des antisera AtNIP1 SE582 et

ATNIP2 SE583 par rapport aux protéines cibles

La spécificité et la sensibilité de détection detssara SE582 et SE583, dirigés contre
les protéines AtNIP1 et AtNIP2, ont été détermingasimmunodétection sur les protéines
recombinantes.

L’expression des protéines recombinantes a étédalord contrélée par détection
avec des anticorps monoclonaux produits chez lassetidirigés contre les étiquettes poly-
histidines fusionnées aux protéines AtNIP1 et AIBes résultats, obtenus par P. Jaiswal,
sont présentés dans la figure 16 A. lls révelenpalgpeptide de masse moléculaire attendue
dans les fractions induites, soit environ 25-27 kiaur les clones pET288ANIP1 et
pBAD/HisC ::AtNIP2, et environ 40 kDa pour le clone pET32&NIP1 Ce signal est
spécifique car aucun polypeptide n’est reconnu tiextraits de bactéries Top10 et dans les
clones recombinants non induits. Les anticorps-tastidines réagissent bien avec des
polypeptides de masse moléculaire attendue, etrownit par conséquent la production de la
protéine recombinante AtNIP1 et AtNIBar lesclones testés.

Au vu de ce résultat, les protéines recombinantd8P1 ou AtNIP2 sont exprimés en
quantité suffisante dans les extraits induits pmnmettre alors le contréle de la spécificité
des antisera SE582 et SE583 (Figure 16 B).

Nous avons par la suite utilisé les protéines rdéxoamtes AtNIP1 et AtNIP2 purifiées
par P. Jaiswal pour déterminer la spécificité deissara SE582 AtNIP1, SE583 AtNIP2.
(Figure 16B). Les deux seras SE582 et SE583 détaatepolypeptide de masse moléculaire
attendue, proche de 25 kDa, dans des extraits rcamitéa protéine purifiée correspondante.
Ce polypeptide n’est pas reconnu par les prélevesmmé-immuns. Chacun de ces antisera
semble donc reconnaitre sa proté€ine cible. De pardgjsérum AtNIP2 SE583 ne détecte pas
la protéine recombinante AtNIP1 dans les conditidas’expérience. L'antisérum AtNIP1
SE582, quant a lui, peut reconnaitre la protéimembinante AtNIP2 ; Nous pouvons donc
utiliser I'antisérum SE582 pour détecter a la fes protéines AtNIP1 et AtNIP2. Finalement
nous avons vérifié que ce polypeptide de 25 kDaégatement reconnu dans les extraits

protéiques brutes H. coli. Ce contrble, présenté a la figure 16C, a éténobdeec
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A
pET28a pET32a Ton10 pBAD/HisC
At NI P1 At NI P1 P At NI P2
— — ( AR \
NI I NI
NI VI _ NI 250 250
— 150 — 150
— * 100 = 100
- 75 =75
| > 50 = ™ 50
> - — e 25 >
= - -
15 -5
antisérum kDa antisérum kDa
poly-histidines poly-histidines
B Antisérum antisérum antisérum antisérum
AtNIP1 AtNIP2 AtNIP2 AtNIP1
SE582 SE583 SE583 SE582
4 N/ \ ' N7 \
Pl S PI S Pl S Pl S
- S — 50 — ’
- = 37 50— o
<] - == 25377
- ' 25— - -»-
41 =
— - - - (= 15 ; -, 55
pET28a kDa pBAD/His C
At NI P1 At NI P2
C

pET28a pBAD/HisC

AtNIP1  AtN P2
e W e
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- 75
P = 50
Antisérum SE582 - 37
AINIP1 e
o 25
kDa

Figure 16 : Immunodétection des protéines recomntitis AtNIP1 ou AtNIP2 produites chez E. coli gardera

spécifigues.

Conditions d’induction : clones pET28a ::AtNIP1ET32a :AtNIP1 : 2 mM d'IPTG ; clone pBADHiIsC :tMIP2 : 2% (p/v) L-arabinose,
pendant 4h a 37°C ;. Clone pET28a ::AtNipl: IPT®G InM ; clone pBAD/HISC ::AtNIP2 : O,1 % L-arabimodmmunodétection des
protéines recombinantes AtNIP1 et AtNIP2 en utilisaA: un anticorps dirigé contre I'étiquette poly-hdihes dilué au 1/3000 ; Bles

antisera SE582 (dilution 1/5000) et SE583 (diluti®f8000) ; C :lantisérum AtNIP1 SE582 (dilution 1/3000)> : polypeptide
correspondant & NIP produit. NI : extraits bactérgeNon Induits et | : extraits induits et purifiés.
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lantisérum AtNIP1 SE582, sur des fractions brutem induites et induites de
bactéries transformées avec pET28aNiP1 et pBAD/HisC :AtNIP2La réaction ne révéle
pas de polypeptide d’environ 25 kDa dans les dstrabn induits. Nous pouvons donc
conclure que le polypeptide observé est spécifigquenmexprimé lors de Il'induction et
détectable dans les extraits bruts. L’antisérum 82EEconnait donc bien les protéines
recombinantes AtNIP1 et AtNIP2.

Finalement, contrairement au sérum AtNIP2 SE588¢tem SE582 semble assez peu
spécifigue de sa protéine cible, AtNIP1. Nous alaonc utiliser le serum SE582 pour
rechercher, dans la partie suivante, une éventoédletion croisée sur les autres protéines
NIP: AtNIP3 et SoNIP.

I.B.3 Détermination de réactions croisées de l'antisérum SE582 sur

les protéines ATNIP3 et NIP d'épinard

L’ADNc codant la protéine AtNIP3 a été cloné daesviecteur pBAD/HisB. La
protéine de fusion AtNIP3-(Hig)roduite est détectée avec un anticorps monochinggé
contre cette étiquette (Figure 17A). Il révéle ridaient un polypeptide de masse moléculaire
attendue, soit environ 25 kDa, exclusivement dassektraits bactériens induits. La protéine
recombinante est donc bien produite. Nous pouvéors aérifier si I'antisérum SE582 est
également capable de reconnaitre la protéine AtNIRBnme le montre 'immunodétection
(Figure 17A), cet antisérum ne révele aucun poliidepde 25 kDa dans les extraits induits.
La figure 17B présente le résultat de 'immunodiébdeceffectuée avec I'antisérum AtNIP1
SES82 et le sérum pré-immun correspondant, subdetgries transformées avec le vecteur
pBAD ::SoNIP. L’antisérum détecte un polypeptidendiegsse moléculaire attendue, proche de
25 kDa, spécifiguement dans les extraits induits;eei, des 3h d’induction. Le signal de
détection augmente avec le temps d’induction. Des,ple sérum pré-immun ne présente
aucune réaction sur les extraits bactériens inghgtelants 16h. Nous pouvons donc penser
gue I'antisérum SE582 reconnait la protéine Solt®mbinante. Cette derniére expérience a
éte réalisée en collaboration avec JP. Alcarazé@dtat concorde avec le fait que I'anticorps
AINIP1 SE582 reconnait uniquement le peptide 52seoré dans les protéines AtNIP1,
AtNIP2 et SoNIP, comme le montre un alignements##giences primaires de ces protéines
(Figure 15).
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Figure 17 : Test de spécificité des anticorps a@thHP1 SE582 sur les protéines recombinantes AANF) ou
SoNIP (B).

Conditions d'induction : pBAD/HisB ::AtNIP3 : 4h 37°C et L-arabinose 0,1 % (p/v); pQE30 ::SoNIFPTG 1 mM pendant 3 et 16h &
16°C. : NI : Extraits non induits ; | : induits. imunodétections réalisées avec le sérum SE582, aliiig¢5000:Protéine recombinante : A :
ANIP3 et B : SoNIP : protéine NIP détectée.

En conclusion, I'antisérum AtNIP1 SE582 reconna$ protéines NIP1 et NIP2
d’Arabidopsis et d’épinard. Nous nous limiteronsidgouvent lors des analyses menées chez
les plantes a l'utilisation de cet anticorps antiRN SE582.

Ainsi, nous avons Vérifié dans cette étude quamdisérum AtNIP1 SE582 et AtNIP2
SES83, préparés a partir de peptides, reconnaissenprotéines cibles dans les extraits
bactéries exprimant les protéines recombinanteegmondantes. Nous allons maintenant

déterminer leur profil de réaction dans des exdna#igétaux.

I.B.3.1 Immunodétection sur des extraits protéigues totaux

Les réactions produites par les antisera dirigétredes protéines AtNIP1 et AtNIP2,
ainsi que par les sera pré-immuns, sur des pratéatales extraites de feuilles d’Arabidopsis
et d’épinard sont rassemblées sur la figure 18.sNmmstatons I'absence de réaction avec les
sera pré-immuns sur les extraitsAd'thaliana (Figure 18A).Chez I'épinard, ils ne produisent
pas non plus de réaction avec des polypeptidehesode la masse moléculaire attendue, soit
25 kDa (Figure 18B).
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Figure 18 : Profil de réaction des antisera dirigésntre les protéines AtNIP1 et AtNIP2, sur desagtst totaux
de feuilles d’A. thaliana et d’épinard

Les protéines totales extraites de feuilles d'ligma (A ; 30 pug) ou d’'épinard (B ; 40 pg) sonpaétes par SDS-PAGE (acrylamide
12%.). Aprés transfert, les pistes des membranesdscoupées puis incubées soit avec un antiséB)rdiigé contre AtNIP1 (SE581 et
SE582) ou AtNIP2 (SE583 et SE584) ou avec lesvem@lénts pré-immuns (Pl) correspondants (dilutiorl&000).

Les antisera SE581 et SE582 contre AtNIP1, recesaat un polypeptide de masse
moléculaire attendue voisine de 25 kDa, chez legpres totales Arabidopsis (Figure 18A)
et d’épinard (Figure 18B). Comme nous l'avons vagdéa partie précédente, I'antisérum
AINIP1 SE582 reconnait les protéines recombinaAteBP1 et AtNIP2 exprimées par des
bactéries transformées. Or, les séquences de aigsngs AtNIP ne différent que de quelques
résidus (Figure 15)jidentité de la protéine détectée par les antis@gE582 chez les extraits
végétaux ne peut donc étre définie. Aucun polypeptie taille attendue n’est en revanche
mis en évidence par les antisera AtNIP2 SE583 &B88ans les protéines totales isolées a
partir des feuilles &. thalianaet d’épinard.

Par conséquent, les anticorps dirigés contre AINBES83 et SE584, ne détectent
pas, dans les conditions utilisées, la protéindecitans des extraits totaux végétaux. Les
antisera SE581 et SE582 AtNIP1 reconnaissent uypeptide de 25 kDa environ chez
Arabidopsis et I'épinard. Le sérum SE582 sera daméd¢erentiellement utilisé au cours de
cette étude. Etant donné que nous ne pouvons si@sgdier entre NIP1 et NIP2 a l'aide des

anticorps, nous nommeront par la suite le sérunB3kSérum anti-NIP ».
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IT. Caractérisation des anticorps dirigés contre les NEP d'épinard

Plusieurs antisera ont été produits contre les NEPRinard et d’Arabidopsis. Nous

nous limiterons ici a I'étude des ARN polymérasesype phagique d’épinard.

II.A. Préparation des anticorps

Afin de s’assurer la spécificité des antisera wssade leur protéine cible, des peptides
ont également été choisis pour immuniser des lajfim®nt été sélectionnés par S. Mache a
'aide du logiciel « Peptide structure ». Nous dspns de deux lots deeradirigés contre
chacune des ARN polymérases plastidiales RPOTRP&T ;3 obtenus aprés immunisation
avec soit avec un peptide unique, soit avec unlealgpeptides (antisera noté alors « 2P »).

a) Choix des antigénes

Les peptides antigenes sont choisis dans la ré@gitarminale des ARN polymérases
monomeriques d’épinard. Leurs séquences primairdsues positionnements au sein des
protéines sont présentés sur un alignement desiséegl primaires des NEP (Figure 19).
Nous pouvons constater sur cet alignement, qu'au dene méme espéce, les régions
N-terminales des NEP présente une grande var@liét sequence. Des peptides antigenes
choisis dans cette partie des protéines peuvert potentiellement permettre de discriminer
les ARN polymérases au sein d'une méme espéece. lRmupolymérase donnée, tous les
antisera disponibles détectent un méme polypemtades des extraits protéiques totaux de
plantes séparés par SDS-PAGE. Cependant, nouss allmgquement nous focaliser sur la
caractérisation des antisera les plus utilisésasdigonstituer des outils solides pour ce travail
(Tableau 10).
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AtRPOT;2 1 MSSAQTPLFL ANQTKVFDHL IPLHK- FIS SPNPVSQSFP MWR- IKQAI SRS --- AARL 60
SoRPO;2 MSSSNISSFP AVLSQNFDPY IQIYKSRSNF LINPCFDSTIM - MXARNAAKQNI SIRPNLCLRE
AtRPOT;3 MASNAAAASP SLSLNPTSHF QHQTSLVTWL KPPPSSALF-- RKTLPFFE RHSLPISASS
SoRPO;3 MS¢-- TASFS PIPQVQIQKQ WRKPLKSHKK ASKTTHFSLF IPLSSKQLRI BHPLFPSSSS

T7 e e e
AtRPOT;2 NVSSQTRGL VSSPESIFSK NLSFRFPVLG SPCHGKGF- - CLSGITR EEFSKSERCL 120
SORPO";2 FSISRSYSFL GGTHDCGFSD RLKFRPFEL FCKNRSFSE VGFREGGSL VKEGIGEPV
AtRPOT;3 SSSSSSSTSL SVHEKPISNS Vi FHGNLIE ------ SFS- - ENQDSS YAGIKGASL
SORPO;3 SSNSFPSTLS LPSLTPKLGK TSFFQ === --ememeee - PSPQSQ IILDSPEEEL

T?7 e e s e -~ MNTINI AKNDFSDIEL

SoRPO’;2 2P,692

AtRPOT;2 SGTLAR - -oeev GYTS VAEEEVLS T DVEEEF- ---  EVDELLKEMK KEKKRESRS 180
SoRPO7;2 SGCLGNRLNF NVVCPKGYAS VVE AEVDSST DLEDDVVFD EIQELVEEMR KEEKRAKWF
AtRPOT;3 IEELEN---- - PVER NG LSGRRRL FMQDF-—--  WISALFLKGL SKMVDQTLKI
SORPO";3 AEKMDb--  =meee HFFN SDKIKGSSRI FMQDPF---  WVNTLFMKGL VDSN- LRL

T7 AAIPFN----  creceeee e e - TLADHYG ERLAREQLAL

AtRPOT;2 WRKKCN- QF GMGITKFQNL WRRQVKIETE EWERAAAEYM ELLTDMCEQK LAPNLPY\248
SoRPO;2 SHOQRQKMVA GMPLYKYQKL RNRQIKLETE SWQQAANEYK ELLADMCKBRRNLPYVKS

AtRPOT;3 ERKDID---- --- KRKFDSI RRRQKEETE AWERMVDEYR DLEKEMCEKN LAPNLPYV
SoRPO;3 EFKEIE ---- --- REKYNLL RRRQIKAETE AWESMVEEYR EFVREMRDKK LAPNLPQ\
T7 EHESYEM-- --- EARFRKI FERQLKAGEV AD------- ----  AAAKPL ITTLLPKMIA

AtRPOT;2 SLLGWFEPLR GDAIAKDQEL - RLGKSKAT YAHYLDQLPA DKISVITMHK LMGHLM-- 300
SoRPO72 LFLGWFEPFR DSIIEDQELI S- RQGKCRGA YGTYFDQLPA DMMAIITMHK LMGMLMT(
AtRPOT,;3 MFLGWFQPLK DVIEREQKLQ KNKSKKVRAA YAPHIELLPA D KMAVIVMHK MMLVMSGHE
SoRPO;3 LFLGWFEPLK FAIEKEQKSQ S- RSRKQAI YGYHIDMLPA DKMAVIVMHK MMSLLMVND

T7 RINDWFEEVK AKRGKRPTA---------- -- QFLQEIKP EAVAYITIKT TLACLTSA --

SoRPO’;3 786
Figure 19 : Peptides immunogénes utilisés dansdayrction des anticorps spécifiques des

ARN polymérases RPOT ;2 et RPOT ;3 d’épinard etadiflopsis

Alignement des régions N-terminales des séquerndasaies des NEP. Les peptides anti-RPOT ;2 et-BROT ;3 choisis sont surlignés
respectivement en bleu et en rose.

Propriétés des antisera

Protéine cible Nom de I'antisérum Peptides antig enes

SoRPOT ;2 692-2P Peptide 23 GFC
(grand prélevement ou saignée finale utilisés) -
Peptide 24 VVE

SoRPOT ;3 786 Peptide LKD
(saignée finale ou antisérum purifié sur peptide)

Tableau 10 : Antisera, produits chez le lapin, ieibés contre les ARN polymérases SoRPOT ;2 et 8RB

Afin de faciliter leur identification, les trois pmiers acides aminés de chaque peptide antigénénsiqués.
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II.B. Spécificité et sensibilité des antisera dirigés contre

SoRPOT ;2 et SoRPOT ;3

IT.B.1 Détermination de la sensibilité des antisera

Les peptides utilisés lors de 'immunisation dgsa sont déposés sur membrane de
nitrocellulose (technigque du « dot blot », voir Kidtls et Méthodes, partie V). Ces résultats
ne sont pas montrés. Aprés immunodétection, il$ smonnus spécifiquement par les deux
antisera SORPOT ;2 692-2P et SORPOT ;3 786, aveseuih de détection de 5 ng pour une
dilution de 1/1000. Les sera pré-immuns ne prodigecune réaction sur ces peptides. En
outre, dans cette expérience, I'antisérum SoRPGBR22P ne reconnait qu’'un seul peptide
antigene (peptide 23-GFC). Les deux antisera nenreissent pas de facon croisée les
peptides appartenant a la protéine NEP non ciblée.

En fait, au vu de ces résultats, chaque antisérigdetecte qu’'un seul peptide antigene
de la protéine cible uniquement. Nous allons maemé déterminer si I'antisérum SoRPOT ;2
692-2P reconnait la protéine recombinante.

IT.B.2 Vérification de la spécificité des antisera sur les protéines

IT.B.2.1 Immunodétection sur les protéines recombinantes

produites chez E. coli

Un fragment ADNc, codant environ le premier tieesld protéine SORPOT ;2, soit la
région N-terminale comprenant les deux peptidesgames, est cloné dans un vecteur
d’expression procaryote : pPBAD/ThioTopo. Ce clormt djénérer un polypeptide d’environ
50 kDa apres SDS-PAGE. Le profil de séparation pelypeptides, colorés au Rouge
Ponceau sur la membrane de nitrocellulose apadsfart (Figure 19A) ne montre aucune
accumulation notable de la protéine (résultat idert avec un gel coloré au bleu de
Coomassie, non montré ici). Le polypeptide est simuse tres faiblement accumulé.

L’expression de la protéine recombinante est dangramier temps contrélée avec
des anticorps dressés contre une étiquette thiwirezlo(environ 10 kDa) adjointe au
polypeptide d’intérét (37 kDa environ ; Figure19l} réagissent spécifiquement, dans les
extraits bactériens induits, avec un polypeptidendsse moléculaire attendue, voisine de 50

kDa. La protéine recombinante étant bien préseates ces extraits, nous pouvons alors
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vérifier si 'antisérum SoRPOT ;2 692-2P recontéén sa protéine cible. Or nous observons
sur la figure19C que le profil polypeptidique révlar ce sérum se superpose a celui révélé
par le sérum anti-thioredoxine (Figurel9A), soit pwlypeptide proche de 50 kDa, et un

polypeptide de 37 kDa, probablement issu de laatizgion de la protéine recombinante.

Le sérum anti-SoRPOT ;2 révélant un polypeptidendren 50 kDa, nous pouvons
conclure que ces anticorps reconnaissent la petédbie exprimée cheki. coli. Nous allons
maintenant vérifier le profil de détection des seta 692-2P et 786 sur des extraits totaux

végetaux.

A | B | C

NI 0,02% 0,2% NI 0,02% 0,2% |

NI 0,02% 0,2%

250 — [ — 250 LT
150 150 | o — SRS
100 — 100 S —
- 75 — 75 —
— - 50 — i < 50 - -ﬂ't-_:.'Q
- 37 - -— 37 -
e
- 25 - | 25 h e —
20 - 20 —
| s, |
kDa
Antisérum Antisérum
thioredoxine 692-2P
SoRPOT;2

Figure 20 : Vérification de la spécificité de I'asdrum SoRPOT ;2 692-2P sur des extraits bactérimmss
exprimant un polypeptide N-terminal SoRPOT ;2.

A. Coloration au Rouge Ponceau d’extraits bactériémats (clone pBADThiotopo :SoRPOT ;2 N-ter) ingluft) et non induits (NI)
transférés sur membrane de nitrocellulose aprésisdipn par SDS-PAGE. Les marqueurs moléculaire§slet 25 kDa sont colorés en
rose. B: Immunodétection réalisée avec les anticorps ralmmaux dirigés contre I'étiquette thioredoxine\imogen), dilués au 1/5000. C
Immunodétection réalisée avec I'antisérum de |&¥98-2P dirigé contre des peptides de la protéinRFBOT ;2 (grand prélevement) dilué
au 1/2000. Les bactéries sont induites pendant 3W°& avec 0,02% ou 0,2% de L-arabinose (p/v).

IT.B.2.2 Immunodétection sur des extraits totaux de feuilles

dépinard
Les immunodétections, obtenues sur des protéinakesode feuilles d’épinard apres
SDS-PAGE, avec les antisera SORPOT ;2 692-2P, SORPJ86 et avec les sera pré-

immuns correspondants sont présentées dans leeR2gur
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Le prélevement pré-immun 692-2P ne détecte auclypgutide parmi ces extraits
totaux (Figure 21A). Le sérum pré-immun 786 (FigQdeB) révéle un seul polypeptide a
environ 66 kDa, reconnu également par I'antisér@®. Zes deux antisera SORPOT ;2 692-
2P et SORPOT ;3 786 reconnaissent un polypeptide08ea 130 kDa environ (Figure 21),
correspondant a la masse moléculaire attendue B&kpolymérases de type phagique. Une
immunodétection réalisée avec l'antisérum 786 purdur peptide (voir Matériels et
Méthodes) confirme ces observations (résultat nontra).

B
SoRPOT;2 SoRPOT:3
2P, 692 786
N\ N\
PI S Pl S
250 1
116
100 —| [ < 7 =
75 =— 66 ’H\III.
45 —
50 —
37 —
kDa ' kDa

40 pg de protéines totales de feuilles d’épinard

Figure 21 : Réactivité des sera pré-immuns et detisera SORPOT ;2 692-2P et SoRPOT ;3 786 sur des
extraits totaux de feuilles d’épinard.

A: Immunodétection S: SoRPOT ;2 692-2P dilué A0d0 ; Pl: sérum pré-immun correspondant: Bnmunodétection S : sérum
SoRPOT ;3 786 dilué au 1/1000 ; PI : pré-imun cependant. Les protéines totales (40 pg) de feuillépinard sont séparées par SDS-
PAGE puis transférées sur nitrocellulose

Par conséquent, les antisera SORPOT ;2 692-2PRP@0 ;3 786 reconnaissent un
polypeptides de masse moléculaire correspondaglie@des protéines cibles, exprimées chez

des bactéries (SORPOT ;2) et chez les végétaux.
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Chapitre 3 : Etude de l'expression des géenes AtNIP

Nous allons étudier dans ce chapitre I'expressemgeneNIP chez Arabidopsis, en
étudiant l'accumulation des transcrits et des |me& correspondantes. Les profils
d’expression de géenes seront établis chez la ptant®urs de son développement, ou bien en
modulant les paramétres de croissance. Nous utifisedes approches ciblées, par RT-PCR
semi-quantitatives et immunodétections, ainsi qeedatudes plus larges du transcriptome par

analysdn silico de résultats de puces a ADN.

I. Expression des genes AtNIPen fonction des organes

I.A. Accumulation des transcrits

La premiere approche que nous avons adoptée amasistalyser 'accumulation dans
différents organes des messag&tiNIP, a l'aide de sondes spécifiques (technique du
« northern blot » ; Matériels et Méthodes). Les sagersAtNIP sont trés faiblement
accumulés, et cette technique ne s’est pas régélifisamment sensible. Nous avons alors
opté pour la technique de RT-PCR permettant l'diicption de matrices tres peu
représentées. Cette technique a uniquement étgappla I'étude des transcritcdNIP1,

AINIP2 et AtNIP3 car le gen@tNIP4n’a été identifié que trés recemment.

I.A.1 Analyse ciblée par RT-PCR semi quantitative

L’analyse des transcrit&tNIP chez la plante a été réalisée avec des expérieteces
RT-PCR semi-quantitative sur les ARN totaux exsraieé divers organes d’Arabidopsis. La
transcription inverse est effectuée a partir d’'seele amorce poly dT (poly €, s’hybridant
a la séquence poly A en 3' des ARNm nucléairestficacité de la réaction de transcription
inverse s’affranchit donc de toute variation liééhabridation d’amorces différentes, le taux
d’ADNCc est alors uniquement proportionnel a la gitdnde messagers présents. En outre,
'analyse de I'expression de plusieurs genes peeatréalisée a partir d'une méme réaction, et

donc d’'une méme source d’ADNC.

111



tel-00011722, version 1 - 3 Mar 2006

Chapitre3 : Etude de I'expression des genes AtNIP

Les profils d’expression des gend$P chez divers organes Al’ thaliana (rosettes,
feuilles, tige, siliques, racines et fleurs) soamésemblés sous forme de deux séries de RT-
PCR, dont les résultats sont présentés dans lag-gfu L’'accumulation des ADNc du gene
APT1 amplifies (Adénine phosphoryl transférase), coustiet ubiquitaire, est utilisée ici

comme contrdle de charge (Cowliagal. 1998).

A AtNIP  APT1 B apPm1 AtNIP

1 2 3 123
silique P..| &5 — b = Rosette
Tige |.-.| —_ - = umn ws| Feuille

Feuille - - |-

Racine - -d o
Fleur [N | =

Figure 22 : Profil d’'accumulation des transcritsMP dans différents organes d’A. thaliana.

Les résultats sont obtenus a partir de deux expéeie indépendantes,eA B Les organes sont prélevés sur des plantes matufteées en
terre. 2 pg d’ ARN totaux extraits de siliques.tides, de feuilles caulines, de racines, de fleatsje rosettes entrant en sénescence sont
amplifiés par RT-PCR (30 cycles ; amorces indiqugresnnexe 2 « tableau des amorces »). Les amplsomt séparés sur gel d’agarose
0,8 %. APT1 : Adénine Phosphoryl Transférase 1.

Les transcritAtNIP1, AtNIP2 et AtNIP3 sont détectés dans tous les organes analysés
(siliques, tiges, fleurs, feuilles caulines, rasiret rosettes entrant en sénescence). Les trois
messagers s’accumulent de fagcon importante dawesgame reproducteur, la fleur, et dans la
silique. Les transcritAtNIP3 sont, en outre, plus abondants quNIP1 et AtNIP2, en
particulier dans les tiges et racines. Les ARRNINIP2 se distinguent par une accumulation
dans les feuilles caulines et les rosettes. Nounstatons également que les quantités de
messageratNIP1 sont, globalement, un peu plus faibles par rappaelles des deux autres
transcrits.

Au vu de ces résultats, nous concluons que lesdrianAtNIP1 et AtNIP2 analysés
s’accumulent préférentiellement dans les fleurst Bidleurs, ces profils d’expression
présentent quelques particularités. Ainsi, lessitats AtNIP3 sont les plus abondants dans

tous les organes étudiés, et en particulier dangalgnes et les tiges. Les ARNKNIP2 sont
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préférentiellement détectés dans les tissus veotsmment dans les organes foliaires. Les

transcritsAtNIP1 sont présents en plus faible quantité, excepté @arfleurs et siliques.

I A.2 Etude large du transcriptome

L’équipe de Gruissem a effectué des études trgedadu transcriptome nucléaire,
dans différentes conditions. Nous disposons deaé@ksobtenues par analyse de populations
d’ARNm d’Arabidopsis hybridés sur une puce a ADNMgnoupant I'ensemble des genes

nucléaireslittps://www.genevestigator.ethz,dZimmermanret al. 2004; Zimmermanet al.

2005). Ces données fournissent des profils d’esmasd’'un ou plusieurs genes d’intérét,
dans un choix important de paramétres variables.

Les résultats de I'analyse transcriptomique pré&serd (Figure 22) proviennent de la
puce « Gene Atlas ». Elle permet de savoir commergene est exprimé dans les tissus ou
organes d'Arabidopsis. Chaque organe est décongioséus parties. Les données présentées
sont multiples. Par exemple, les résultats dispesibsur l'organe «fleurs» ou
« inflorescences » rassemblent les données de phwyeriées avec les ARN de l'organe
entier et les données de puces hybridées avec B&& ektraits de chacune de ses sous
parties : étamines, sépales, pétales, carpellesdételles. En revanche, chaque sous-partie ne
contient que les données de puces qui lui sontr@sppbtenues uniquement avec les ARN de
ces sous parties.

Les données récoltées pour les geAedIPl, AtNIP2 AtNIP3 et AtNIP4 sont
regroupées sur la figure 22 (A a E). Les profilacdumulation des transcritdlP dans les
divers organes de la plante thaliang montrent que ces genes sont faiblement exprirmgs d
toute la plante, si on compare aux valeurs obteaues un gene nucléaire fortement exprimeé

(voir RBCSen annexe 3). Chaque valeur définie provient diains trois réplicats.
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Figure 22 : Profils d’accumulation des transcritdNAP dans les différents organes d’Arabidopsis itrad

établis avec des puces a ADN

Les résultats sont obtenus sur les puces a ADN v@stigator, dans la catégorie Gene Atldstfs://www.genevestigator.ethz)ches
données fournies correspondant a au moins troiiaas effectués pour chaque tissu A : plantules;r&ines ; C : feuilles ; D : fruits et
graines ; E : organes floraux.
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L’allure générale des profils montre que les tratsae la famille d’ARNmMAINIP
s’accumulent préférentiellement dans les organg@sodecteurs, en particulier dans les
étamines. Les niveaux d’accumulation des messayérdlifferent en fonction de I'organe et
du développement de la plante. En effet, les messANIP3 et AtNIP4 sont plus abondants
gue les transcrittNIP1 et AtNIP2 Leurs profils d’accumulation présentent en optres de
variabilité. Hormis les organes reproducteurs, IMR AtNIP3 est plus abondant dans les
organes apparaissant dans des stades précocevalapgément (cotylédons et radicule),
ainsi que dans les feuilles matures et dans ta®i&raits racinaires. L’accumulation des
transcritsAtNIP4 se différencie nettement des autres dans lesegr@nfeuilles sénescentes,
soit au début et a la fin du cycle de vie de lanfgalLe gené\tNIP1 est faiblement exprimé,
mais le messager est présent dans tous les organlesplante. Les transcritsNIP2 sont
globalement plus abondants que les ARANIPL, en particulier dans les feuilles.

Par conséquent, les observations sont en accord avec les résultats de nos expériences menées
par une approche de RT-PCR semi quantitative. Nous constatons une accumulation préférentielle
des franscrits de cette famille dans les fleurs, et les hybridations sur puces permettent de
préciser dans les étamines en particulier. En outre, des transcrits AtNIP3 et AtNIP4 sont les
plus abondants. Les messagers AtNIP3 s'accumulent préferentiellement dans les racines, et les
ARNm AtNIP4 dans les graines et les feuilles sénescentes. Les résultats issus de l'analyse
transcriptomique sur « Gene Atlas » montrent que les deux autres transcrits AtNIPI et AtNIPZ,
s'accumulent moins, mais tous les messagers AfNIP sont retrouvés de fagon ubiquitaire. Le profil
d'accumulation des ARNm AtNIPZ est plutot spécifique des feuilles.

Cependant, l'accumulation des transcrits ne reflete pas toujours le profil d'expression des
protéines. Nous allons donc maintenant nous focaliser sur I'accumulation des protéines NIP chez

Arabidopsis.

I.B. Expression tissulaire des protéines ATNIP

Les protéines totales sont extraites de différéatais d’Arabidopsis et séparées par
SDS-PAGE (Figure 23). Apres coloration au bleu deor@assie (Figure 23A), nous
constatons, comme attendu, que les profils polygigpes varient considérablement en
fonction de I'exposition du tissu a la lumiere. &fet, ils sont tres différents entre les organes
aériens (fleurs, feuilles, siliques et tiges) et twganes ou plantules (racines et plantules

etiolées) développées a I'obscurité.
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Figure 23: Expression des protéines NIP reconnusmsl’/antisérum SE582 dans divers organes de |lanf@a
d’A. thaliana

A : Coloration au bleu de Coomassie de 30 pg pretitotales de divers organes d’A. thaliana (Fleufis ; Si :siliques ; Fe : feuilles ;
Ti:tiges ; Ra: racines ; Etio: plantules étioBéigées de 3 semaines) séparées par SDS-PAGHmmBunodétection réalisée avec
I'antisérum AtNIP1 SE582, (dilution 1/3000). Cesseivations sont issues de deux expériences difé&rele dépdt « fleurs » est répété
comme contréle

Un polypeptide de masse moléculaire attendue psuptotéines AtNIP, soit proche
de 25 kDa, est détecté par I'antisérum AtNIP1 e#oNIP2 SE582, uniquement dans les
organes exposés a la lumiere (Figure 23B) : fayjifleurs, siliques et tiges. Ce polypeptide
n'est pas détecté dans les racines et plantulek&ti ce qui suggere une régulation post-
transcriptionnelle des transcrasNIP1 et/ouAtNIP2

Aprées cette étude de I'expression des geAwdlP chez A. thaliang nous allons
observer comment les transcittP et protéines correspondantes se mettent en placeuss

du développement de la plante.
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IT. Expression des génes A*NIP au cours du développement de la

plante

II.A. Accumulation des transcrits

IT.A.1 Analyse grdace d une étude large du transcriptome

Les résultats de puces a ADN «Gene Chronologedisponibles sur

« Genevestigator » htps://www.genevestigator.ethz)chfournissent également une vue

d’ensemble des transcriptomes analysés au courdédeloppement de la plante. « Gene
Chronologer » permet de déterminer si un geneéiéntest préférentiellement exprimé a des
stades particuliers de la croissance d’Arabidopsis.

Les analyses ont été effectuées avec des ARN ®xagiartir de I'organisme entier
pour chaque stade de développement étudié. Le dgclée de la plante a été divisé en dix
stades allant de la germination de la graine jusd@’sénescence de la plante. Les profils
d’accumulation des gen@&HP au cours du développement de la plante sont repEs sur la
figure 24.

Nous pouvons remarquer tout d'abord que les traasAtNIP3 et AtNIP4 sont
globalement plus abondants. Leurs profils d’exposssu cours du développement de la
plante sont complémentaires. Alors que les tratss&tNIP3 s’accumulent plutét au cours de
la croissance et chez la plante mature, les messAg€IP4 sont majoritairement détectés
durant les premiers stades de développement dirada cycle de vie d’Arabidopsis. Le pic
de détection des transcritgdNIP2 et AtNIP3 apparait lorsque les organes reproducteurs se
forment (stade d'apparition des boutons florauxguke 24). Les messageAdNIP2 sont
également abondants dans la trés jeune plantubecliuimulation des ARNMtINIP1 varie
peu, elle tend a augmenter |égerement aprés ladéton, lorsque les plantes portent des

siliques.
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Figure 24 : Accumulation des transcrits AtNIP awrmdu développement de la plante, établis par gud®N

Ces résultats sont issus des puces annotées seme<@hronologer » (Genevestigator) (courbe AtNIRL®, courbe AtNIP2 violette,
courbe AtNIP3 rouge et courbe AtNIP4 en vert). U4nité Arbitraire ; j : jours. Les analyses ont é&#ectuées avec des ARNm extraits a
partir des plantes entieres. Les mentions portéealescisses indiquent le stade de développemelat ldate symbolisé par I'apparition
d’un organe donné.
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Ces observations confirment ce qui a été obsems ldapartie précédente (Figures 22
et 23). Il semble par conséquent que les trang&tiNgP présentent des profils d’accumulation
relativement différents. Les messagedNIP1 sont les moins abondants, leur profil
d’accumulation varie peu au cours du développerdena plante. Les transcritedNIP2 sont
majoritaires dans les tres jeunes plantules. LessageratNIP3 et AtNIP4 sont globalement
les plus abondants. lls sont également caractérms des profils d’accumulation

complémentaires.

II.B. Expression des protéines ATYNIP au cours de la formation

de la jeune plantule

Les polypeptides sont extraits de graines sechaseg imbibées et plantules entieres
aprées 0 a 8 jours de croissance. Le premier jauradlicule émerge de la graine. Le jour
suivant, la radicule sort davantage, et on devaréos une partie des cotylédons. Au stade

J3, les cotylédons sont complétement formés etifomeels.
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Figure 25: Biosynthése des protéines AtNIP au cdessstades précoces du développement de la mantul

A: Coloration au bleu de Coomassie de protéineslést (30 pg) de graines et plantules a divers stadprés séparation par SDS-PAGE.

Les jours sont décomptés dés la mise en chambiltiee avec stade O : stade graine seche ; staae 6tade graine imbibée. B
Immunodétection obtenue avec le sérum anti-AtNIP3A83 (dilution 1/3000). Afin de synchroniser au umida germination, les graines
sont imbibées et vernalisées pendant 72h a 4°Cl'ebacurité sur boite, puis incubées en chambreuw&ire (cycle 16h jour/ 8h nuit &
24°C). Les prélevements sont effectués a la méuore.he

Nous pouvons remarquer, sur la figure 25A, une froadion drastique du profil

polypeptidique total aprés 1 jour de culture. Hitefes échantillons prélevés aux stades 0, O
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et, 1 jour, contiennent majoritairement des praginle maturation de la graine, dont les
protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant proteil®ise & Tunnacliffe 2004)
comprises entre 35 et 16 kDa (Figure 25A). L’exposide la plantule a la lumiére se traduit
dans le profil polypeptidique dées J2 par I'apparitdes protéines impliquées directement ou
indirectement dans la photosynthése (protéinest@?edu photosysteme Il, Rubisco). Ces
protéines deviennent trés abondantes des le mmmésiur alors que les cotylédons se
développent.

Les protéines AtNIP ne sont détectables qu’a pdrtideuxieme jour de culture, au
moment ou les cotylédons sortent de la graine et egposés a la lumiere. Ces résultats
suggerent que la synthese des protéines AtNIPi@std la lumiére. Nous allons donc
approfondir ce point dans la partie suivante. emliéht 'accumulation des transcriddNIP

des protéines en faisant varier les conditions enmses au cours de la croissance de la plante.

ITT. Expression des génes A1NIPen fonction des conditions

d'éclairement

Nous allons étudier l'influence de la lumiére sargdrofil d’expression des genes
AtNIP au cours du développement de la jeune plantule. &halyse des transcrits par RT-
PCR semi-quantiative fournira les premiéres indicest, affinées par la suite par I'analyse

effectuée sur puce (« Response viewer », Genea&siig

IIT.A. Analyse de l'accumulation des transcrits A*¥NIP selon les

conditions d'éclairement

ITT A.1 Analyse de l'accumulation des messagers par RT-PCR semi-

quantitatives.

Les profils d’accumulation des transci&NIP1, AtNIP2 et AtNIP3 sont analysés par
RT-PCR semi-quantitative, chez des plantules agéesjours ou 3 semaines, développées a
'obscurité ou a la lumiére aprés normalisationg(@ffé 26). Nous remarquons que les
messagers semblent plus abondants dans les phlardtgées de 3 semaines que dans les
plantules de 7 jours. Les messagers sont alorsgxpsmeés ou plus stables dans les stades

tardifs du développement.
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Figure 26 : Accumulation des transcrits AtNIP_cigabidopsis selon les conditions d’éclairement

Les résultats sont obtenus a partir de deux expéeie indépendantes. Les plantules sont cultivégsrapendant 7 jours ou 3 semaines sur
du milieu supplémenté en sucre 1% (p/v). Les RT-EBDRcycles) sont réalisées sur 2 pg d’ARN totaxtrags a partir de plantules
entiéres. APT1 : Adénine Phosphoryl Transféragdisé comme controle de charge.

Nous constatons que les messagtliP2 sont majoritaires dans les plantules
photosynthétiques développées avec une photopé&tmdéh lumiere/ 8h obscurité pendant 7
jours. Aprés trois semaines de croissance, lesdramAtNIP3 sont les plus abondants. En
revanche, le profil d’accumulation des transcAtdlIP varie peu au sein de cette famille.
L’expression des gen@sNIP est plutdt constitutive chez des jeunes plantuletes plantes

de trois semaines se développant a I'obscurité.

IIT.A.2 Analyse des profils d'accumulation des ARNm AfNIP en

fonction des spectres lumineux

Les résultats de puces a ADN «response Viewer wrnigsent les premieres
indications sur les variations éventuelles du profccumulation d’'un transcrit selon de
différents parametres. Ils permettent d’approchesilico le rble de la protéine en étudiant les
variations de son expression. Nous nous sommefisésaur les analyses effectuées avec a
partir de plantules développées dans diverses wonslilumineuses (faible intensité, lumiere
bleue, spectre rouge lointain, lumiére rouge, banet UV-A, UV-AB). Les résultats fournis
correspondent aux valeurs obtenues a partir detgsla@clairées pendant leur croissance
rapportées a des plantes développées a I'obs¢liabdeau 12).

Les variations des taux d’ARNm observées sur cesPrefletent une modification de

'expression génique, au niveau transcriptionn&lpue au niveau post-transcriptionnel, en
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jouant notamment sur la stabilité des transcrits. €nséquent, nous sommes, dans cette
étude, dans l'incapacité de discerner l'influeneectiacun de ces deux niveaux de régulations

sur les résultats observés. De plus, toutes lesificettbns peuvent résulter d'un effet

indirect.
TRAITEMENTS AtNipl  AtNip2 AtNip3 Réplicats
lumiére, intensité : faible 0,67 0,91 0,98 6
lumiere, spectre : bleu 0,67 0,99 1,05 6
lumiére, spectre : rouge lointain 0,63 1,16 0,98 6
lumiére, spectre : rouge 0,63 1 0,96 6
lumiéere, spectre : UV-A 0,77 1,06 0,96 6
lumiére, spectre: UV-AB 0,65 0,91 1,37 6
lumiere, spectre : blanc 0,7 0,93 0,98 6

Tableau 12: Accumulation des transcrits AtNIP dates plantules d’A. thaliana cultivées dans diverses
conditions d’éclairement.

Les valeurs présentées correspondent aux rappegaleurs obtenues a partir de plantules déveleped présence de divers spectres de
lumiére sur celles obtenues a partir de plantulésedoppées a I'obscurité. Les rapports inférieunségaux a 0,7 sont surlignés en vert, et
les rapports supérieurs a 1,3 en jaune. UV-A etAB/: Ultraviolets A et Ultraviolets AB.

Nous remarquons une diminution significative deglentité de messagefgNIP1
lorsque Arabidopsis se développe en présence dereinCette observation est indépendante
du spectre utilisé. Nous pouvons donc penser quides transcritéAtNIP1 sont plus stables a
I'obscurité, soit le géne correspondant est plyzimé en I'absence de lumiére. Cet effet de
la lumiére est spécifiqgue des ARN&INIPL, puisque I'accumulation des autres messagers de
la famille ne montre pas de variations aussi homege En effet, nous constatons que
'accumulation de transcrit&tNIP2 et AtNIP3 semble étre peu modulée. En fait, la quantité
d’ARNm AtNIP3 augmente uniquement (x1.37) lors d’'une exposdiax UV-AB.

Nous pouvons donc conclure que les taux de traagdilIP1 sont les plus sensibles
aux conditions d'éclairement appliguées au cours lde croissance d’Arabidopsis.
L’accumulation des messageisNIP1 est diminuée lorsque le développement de la plante
s’effectue en présence de lumiéere. Ces variatiensgnt bien sar résulter d’effets indirects.

Nous allons maintenant vérifier si les conditioriécthirement peuvent également

influencer la synthese des protéines NIP.
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III.B. Accumulation des protéines ATYNIP en fonction des

conditions lumineuses

Des plantules d’Arabidopsis sont mises en cultuamsd différentes conditions
d’éclairement : obscurité, cycle 16h lumiere / 8bsaurité ou combinaison de ces deux
conditions, pendant 7 jours ou 15 jours. Les pqiyides extraits a partir des plantules
entieres sont séparés par SDS-PAGE, puis soitéokum bleu de Coomassie, soit transférés
sur membrane de nitrocellulose (Figure 27). Le reéBE582 est utilisé pour réaliser une
immunodétection. Un polypeptide de masse moléaibadisine de 25 kDa correspondant a
NIP est détecté dans les plantules apres 7 jougsird=27A) et 15 jours (figure 27B) de
croissance en présence de lumiere. Ce polypeptelet pas détecté dans les plantules
étiolées, mais le retour de la lumiére s’accompagdeelinduction de la synthése du
polypeptide AtNIP. Il faut cependant noter que adypeptide semble étre tres stable,
puisqu’apres 72 h a I'obscurité, le polypeptidetesjours détecte.

Il semblerait donc que la synthése ou la stahilig polypeptides NIP reconnus par le
sérum SE582 soit régulée par la lumiére confirnaamdi les observations faites sur I'étude de
'accumulation des protéines dans les organes ddalate (Figure 23). Nous ne pouvons
conclure dans cette expérience quant au réle dieatdirect de la lumiere dans I'expression

des protéines AtNIP.
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Figure 27 : Profil d’accumulation des protéines MMNdans des plantules cultivées avec des conditions
d’éclairement variables

A et D : Profils de séparation par SDS-PAGE deypeptides, extraits & partir de plantules entiérsprés au bleu de Coomassie ; B et
E : Immunoblot obtenu avec le sérum anti-AtNIP1&ESC et E : Photos des plantules correspondarides. plantules sont développées in
vitro sur milieu supplémenté en sucre 1% (p/v) pend jours (A,B,C) et 15 jours (D,E,F). Les phatopdes appliquées sont schématisées
,HC : Croissance en cycle jours long (16h lumiére/8h okitz) ; Il croissance a I'obscurité.

En conclusion, bien que les messag&tNIP soient présents dans tous les organes
analysés et au cours du développement d’Arabidopsigrs profils d’accumulation
comportent quelques spécificités. Les résultaterais par RT-PCR semi-quantitative et par
une approche génomique sur puces (« gene atlag gegte chronologer ») montrent que les
messageré&tNIP3 et AtNIP4 sont lesplus abondants. Leurs profils d’accumulation sest |
plus variables au sein de cette famille. lls sonestre outre complémentaires au cours du
développement de la plante. Les ARN&INIP3 sont majoritairement détectés dans les
racines, fleurs (étamines et sépales en partigubeidans les organes foliaires. Les transcrits
AtNIP4 s’accumulent préférentiellement dans les graibhéssesiliques.

Ces deux approches révélent aussi que les messA¢diB1l sont les moins
abondants. lls s’accumulent essentiellement dansthdes tardifs du développement, aprés
fécondation. (« gene chronologer »), ainsi que desisiliques et graines. Les analyses plus
ciblées (RT-PCR semi-quantitatives) suggerent éreamne accumulation dans les fleurs.

De plus, les études réalisées avec différentesitimmsl d’éclairement ont mis en
évidence une baisse de I'expression du g&teIP1l ou de la stabilité des transcrits
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correspondant. Le taux de messagers AtNIP1 estmetit diminué lorsque la plante se
développe a la lumiere.

Les transcritsAtNIP2 sont les plus exprimés chez la trés jeune plarftatgins de 7
jours). lls s’accumulent principalement dans lasliies et fleurs, et en particulier, dans les
étamines. lls sont en revanche peu détectés damadines.

Cette étude a été élargie a I'analyse de I'accutionlaes protéines NIP reconnues par
le sérum SE582. Les protéines NIP sont détectégférpntiellement dés que la plante est
exposee a la lumiére. Nous les retrouvons dansrggses aériens (rosette, feuilles caulines,
tiges, fleurs et siliques), et a partir du deuxi¢me de croissance, soit des que les cotylédons
émergent de la graine. L'expression des protéinés @st induite lors d’'une exposition de
plantules étiolées a la lumiere. L’'expression déedamille de geneatNIP semble donc étre
modulée par la lumiére, au niveau de I'accumulaties ARNm et des protéines.

Nous allons dans le chapitre suivant tenter d’agpeo davantage le rble des ces
protéines en vérifiant en particulier leur interactavec 'ARN polymérase SoORPOT ii2

Vivo.

125



2006

tel-00011722, version 1

CHAPITRE 4



tel-00011722, version 1 - 3 Mar 2006

Chapitre 4: Etude fonctionnelle des protéines AtNIP

Chapitre 4 : Etude fonctionnelle des protéines NIP

Les protéines NIP ont été identifiées par test tobhlbride en utilisant comme appat
I'ARN polymérase SoRPOT ;2. Nous avons vu danhépitre 1 que les protéines AtNIP1 et
AtNIP2 pourraient comporter une séquence d'imperswn organite. En outre, cette famille
présente un domaine d'interaction protéine-protéitee type RING Finger. Ces deux
informations nous conduisent tout d’abord a coetréi les protéines NIP sont effectivement
retrouvées dans les organites. Puis, nous coneasreme partie de cette étude a vérifier
l'interaction des protéines NIP et NEP par une aplpe différente, en utilisant les anticorps
caractérisés au chapitre 2. Ces expériences biapinds nous permettent d’établir un modeéle
structural et de présenter I'organisation des pregéétudiées. Nous finirons en présentant la
production et les prémisses d’analyse des mutdiieistés dans I'expression des geA¢N 1P

afin de comprendre le réle des protéines correspued.

I. Localisation subcellulaire des protéines NIP et NEP chez A.

thaliana et chez épinard

Les protéines NIP ont été mises en évidence parinéeractionin vitro avec 'ARN
polymérase organellaire SORPOT ;2. Cette interacist doublement hétérologue, puisque
nous avons utilisé une polymérase d’épinard pooleisdes ADNc codant des protéines
d’Arabidopsis dans la levure. Pour cette raisorest nécessaire de vérifier I'interaction
NIP/NEP par une autre approche. De plus, il s'aljiine expériencan vitro qu’il est
nécessaire de vérifier. Un premier point a déteemitans cette perspective, consiste a définir
la localisation subcellulaire de cette nouvelle iflarde protéines, chez Arabidopsis et chez

I'épinard.

I.A. Approche par transformation transitoire /n planta

Une approche souvent utilisée pour déterminer Galigation subcellulaire d’'une
nouvelle famille de protéines, est une appraohglanta La méthode utilisée repose sur une
manipulation du systéme de parasitage géenétiqeet @érAgrobacterium tumefacien€ette
bactérie du sol est capable de transférer et d&nséléatoirement un fragment d’ADN
linéarisé, '’ADN-T (ADN de Transfert) dans le génemucléaire de la plante infectée. Ces
propriétés sont détournées afin d’exprimer dansaatiele végétale cible, des constructions

chimériques, fusionnant des séquences codant poear puotéine d'intérét a un geéne
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rapporteur. Ce dernier, s’il est exprimé, permebderver la répartition de la protéine hybride
dans la cellule transformée. Le rapporteur utiliséest la protéine fluorescente eYFP
(« enhanced Yellow Fluorescent Protein », versicBl4ONETECH).

I.A.1 Constructions des vecteurs binaires recombinants

Le site de coupure d’'une séquence d’import ne puugte prédit de facon certaine
par un logiciel, nous avons préféré produire plusieconstructionsAtNIP respectant
I'organisation structurale des protéinédin de tester le potentiel d’adressage des réghbns
terminales des protéines NIP, des constructiomxjtrées des ADNBIIP, ainsi que’ADNCc
entier, ont étdusionnées au géeneYFP Finalement, elles sont introduites dans le vecteu
binaire EL103 au niveau des sites des restricti@arbH|l / 3'Xbal, situés en amont de
'ADNc eYFPcloné en 5'Xbal / 3'Sstl, afin de générer une dasiraductionnelle au niveau
du messager hybride (annexes 5).

Pour cela, les différents fragme®sNIP sont amplifiees par PCR a partir des vecteurs
pBluescript (annexes 5), contenant les ADNc ente@sespondants. Les oligonucléotides
utilisés comprennent un site de restriction adageur extrémité 5’ (séquences : voir annexe
2). lls sont, tout d’abord, introduits et amplifidans le vecteur pBluescript. Les séquences
clonées sont contrdlées par séquencage automatipgadir des amorces universelles sur les
promoteurs T7 et T3 du plasmide, avant l'insertforale dans EL103. La fusion est
également vérifiée par séquencage en utilisanachesces 5’ pour les fragmentdP partiels
(constructions A, B et C, Figure 28) ou une amarderne pour les ADNAIP entiers
(construction D, Figure 28). Les différentes étageslonage sont réalisées clezoli avant

d’introduire les plasmides binaires recombinantssdarobacterium tumefaciens
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Figure 28 : Cartes des constructions hybrides AtN&YFP produites

A a D: cartes des fragments ADN-T comportant un ADNdIRE, AtNIP2 et AtNIP3. E, F et G : cartes des ADNentroles de I'efficacité
de transfection et comme profils de localisatiolcaliulaire témoin (fournies par Dominique PontieH35S : promoteur 35s CaMV
(Cauliflower Mosaic Virus); Ter Nos : terminatedNopaline Synthase. En vert: région correspondariteatrémité N-terminale; en
marron : TM1, TM2 et TM3, hélices transmembranaite et 3 ; en bleu : région RING finger ; PT RECpeptide de transit de la
protéine RECA ; NLS : séquence de localisationéaict.

Un premier jeu de constructions testées (Figure) 28frespond a une courte région
5’ des ADNc codant pour un peptide de transit futdtiué juste en amont de la premiére
hélice transmembranaire (Figure 13). Des fragmehis longs comprenant également la
premiere hélice transmembranaire prédite par leillgTmpred sont également produits et
fusionnés au gene rapporteur (Figure 28). Un defatede constructions partielles inclut la
séquence codant l'intégralité des domaines transmamaires (Figure 28C). Les ADNMIP
complets sont également introduits dans le ved&a03 en amont deYFP(Figure 28D).

Nous disposons de trois constructions contrbles teamecteur binaire EL103 (Figure
28, E, F et G), bien caractérisées et fourniesDmminique Pontier (Matériel et Méthodes),
exploitant des régions ou motifs connus, nous ptamied'établir des profil témoins en
microscopie a fluorescence ainsi que de testefidafité de la transformation. Ainsi, la
construction E permet d'importer la GFP dans ldsroplastes (Figures 28E et 28A) ; les
noyaux sont observés en flanquant une séquencecdbshtion nucléaire a I'extrémité C-
terminale (NLS) du rapporteur eYFP (Figures 28B8R) ; la protéine eYFP seule se répartit
dans le cytosol et le noyau (Figures 28G et 28C).
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I.A.2 Détection des protéines hybrides ATNIP::eYFP /n planta

Les figures 29 et 30 présentent les images cordscabservées au microscope a
fluorescence, de feuilles de tabac transforméex@timant ces constructions témoins. Les
jeunes feuilles de tabac (cultivar Samsun NN) stahsformées par agroinfiltration
(Matériels et Méthodes) et les zones infiltréeseoles au microscope a fluorescence 48h
plus tard. Les bactéries entrent grace aux stamd épiderme inférieure, par conséquent,
ce sont principalement les cellules épidermiquassqut transformées par cette méthode.
Elles sont identifiées par une forme caractérigtign « puzzle », observée sur la figure 29C.

Ces observations, répétées a chaque nouvel ess@ndéormation en paralléles des
clones hybridetNIP, montrent de facon reproductible les images attesdchloroplastes
sur figure 29A ; le noyau sur la figure 29B ; etcigosol et noyau en 29C). La technique de
transformation transitoire est donc validée. Enanshe il ne nous a pas été possible
d’observer une accumulation significative d’'un sigmlans un compartiment précis en
utilisant les construction&tNIP ::eYFPprésentées sur la figure 30.

Les images confocales présentées dans la figure@6sentent les résultats obtenus
en utilisant les constructions A et C (Figure 28 pectivement pour AtNip2 et AtNip3. La
fluorescence de la GFP co-localise avec I'autotaoence de la chlorophylle (Figure 30A).
Cependant, le signal émis est faible par rappant &ui est habituellement obtenu lors de
transformations transitoires. La construction C A\ comprenant les trois hélices
transmembranaires, présente un profil indéterntingufe 30B) dans une cellule comportant
peu ou pas de chloroplastes (Figure 30B, volet (pus ne pensons pas qu’il s'agisse de
mitochondries car la surface est finement délimétaeous n'observons aucun filament.

Nous avons finalement décidé de revenir a un systbhomologue pour tenter de
déterminer la localisation subcellulaire des praéiNIP. Des transformations transitoires ont
ete effectuées sur de tres jeunes plantules d’dogisis (voir Matériels et Méthodes),
cultivéees en milieu liquide pendant 48h. Les plegusont mises en présence d’'un petit
volume de suspension d’agrobactéries pendant 3@hasdr une unité de filtration, en
chambre de culture. Elles sont alors observées @rosnope a fluorescence. Des
constructions témoins identiques a celles utiligges haut sont testées en paralléle. Cette
technique présente un taux de transformation épengque entre 80 et 90% des cellules
émettent un signal fluorescent avec les constmistiémoins. Cependant, il ne nous a pas été

possible d’obtenir de résultats concluants.
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Figure 29 : Observation en microscopie confocaldalglles de tabac aprés agroinfiltration

Cellules épidermiques exprimant : RECA ::GFP ; B: eYFP ::NLS ; C eYFP. (a) : fluorescence de la GFP ; (b) : alitofescence de la
chlorophylle ; (c) : vue en transmission; (d) : suposition). Le grossissement de I'objectif etdekelles sont indiquées sous les images.

Par conséquent, I'expression de protéines de fuei@iantane permet pas d'établir
de facon claire un profil de distribution cellukides protéines NIP. Aucune détection claire
n'a été observée avec les constructions compreftitPl et AtNIP3. Les 40 premiers
acides aminés d’AtNIP2 pourraient conduire le rafmo dans les chloroplastes mais le
signal émis est trop faible pour conclure. L'eftitd de la méthode employée ne peut étre
remis en question puisque les transformations tefées avec les constructions contréles ont

toujours conduit aux résultats attendus.
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®  xa .00 ®
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Figure 30 : Localisation des protéines AtNIP2 &ilR3 in planta chez le tabac

A Image confocale obtenue avec la constructiorfigue 28) pour AtNIP2, représentative de trois é&jignces ;_ B Image confocale
obtenue avec la construction C (figure 28) AtNIRGrésentative de deux expériences. (a) : fluorese@mise par le rapporteur eYFP ;
(b) : autofluorescence de la chlorophylle ; (c)uev superposée des deux images précédentes. lsisgawsent et les échelles sont indiqués
sous les images.

Les essais de localisation subcellulair@lantaprésentées n'ayant pas été concluants,
une seconde approche est mise en place. Les motHi® et NEP sont détectées, grace aux
anticorps dressés contre ces protéines, dans tiestexsubcellulaires purifiés chez les deux

organismes : Arabidopsis et I'épinard.

I.B. Localisation des protéines NIP et NEP déterminées par une

approche de fractionnement subcellulaire

I.B.1 Localisation subcellulaire des protéines NIP et SoNEP

Nous avons vu précédemment (Chapitre 1), que lédigiions bioinformatiques
suggerent que les protéines AtNIP1 et AtNIP2, ertiqudier, pourraient comporter une

séquence d’'import vers les organites, les dewesaute présentant pas de localisation claire.
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Les protéines NIP appartiennent en outre aux pre$eRING finger, connues pour étre
localisées dans le noyau, cytosol et dans les mambrdes peroxysomes (Fetnal. 2005).
Ces protéines n'ont pas encore été détectées eamsganites semi-autonomes. Etant donné
gue l'antisérum SE582 est susceptible de recomnbdt protéines AtNIP1 et AtNIP2 (voir
Chapitre 2), nous pouvons contréler si 'une d'enélles est détectée dans les extraits
nucléaires et de chloroplastes d’Arabidopsis (FE@IA).

Le sérum SE582 révéle un polypeptide de masse maléx attendue, environ 25
kDa, dans des extraits totaux et plastidiaux. Nousstatons I'absence de réaction dans les
extraits nucléaires. Une immunodétection effectagec un antiserum produit contre la
protéine ribosomale L4 de chloroplastes d’épindiifdq et al. 1998), permet de contrdler une
éventuelle contamination des protéines nucléairas ges protéines plastidiales. Une
coloration au bleu de Coomassie des profils polygees totaux et nucléaires montrent un
enrichissement en protéines histones, fournissasi an contréle de qualité des extraits
nucléaires. Nous n’observons pas de contaminaties doyaux par des protéines
chloroplastiques.

Au vu de ces résultats, les protéines NIP s’accantuluniquement dans les
chloroplastes. Nous allons maintenant veérifieresi protéines NIP peuvent également étre
adressées aux mitochondries. L'antisérum SE58At#isé sur des protéines des membranes
mitochondriales de cellules d’Arabidopsis (Jouttedl. 2004; Zimmermanet al. 2005) ainsi
gue sur les extraits totaux de cellules et de plasttotales (Figure 31 B et C). La souche de
cellules, fournie par le laboratoire de « Physi@dgellulaire végétale » (CEA Grenoble), est
peu photosynthétique, et particuliéerement richengiochondries. La figure 31B montre une
difféerence dans la charge en protéines. Alors e dxtraits totaux de plantules et
mitochondriaux sont présents en quantités eéquitedera quantité de protéines totales de
cellules déposée est plus faible. Le sérum SE58Jaéin polypeptide de masse moléculaire
proche de 25 kDa dans les extraits totaux de gestet dans les extraits mitochondriaux
(Figure 31C).
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Figure 31 : Immunolocalisation subcellulaire det@ines NIP chez A. thaliana

A Immunodétection des protéines NIP avec le séBEE®82 sur des protéines totales (T), nucléairesef\jhloroplastiques (CP) d’A.
thaliana séparées par SDS-PAGE puis transféréestmmbrane de nitrocellulolose.En parallele, lesratg totaux et nucléaires sont
colorés au bleu de Coomassie : Les protéines hest@ont indiquées par des fleches. L4 : immunoiiigteavec un antisérum produit
contre la protéine ribosomale d’épinard (1/1000).mBofils polypeptidiques de mitochondries (MM)déextraits totaux de plantules (To)
et de cellules d’A. thaliana (cel), séparées paSIPAGE et colorés au bleu de Coomassielmimunodétection des protéines NIP obtenue
avec l'antisérum SE582 NIP (1/3000) ; avec I'antis@ produit contre la protéine NAD9 de I'envelopméochondriale (1/10000) ; et
I'antisérum produit cotre la protéine ribosomiqué {1/1000.

L’absence de détection de polypeptide NIP, en@digir dans les protéines cellulaires
totales peut étre liée a une quantité insuffisaletgrotéines déposeées, située en dessous du
seuil de détection des anticorps SE582 (Figure 3u&)sérum produit contre la protéine L4
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reconnait la protéine cible dans les extraits toti plantules. Il révele également, mais plus
faiblement, le polypeptide cible dans les protéiesellules. En revanche, aucun signal n’est
détecté dans les extraits mitochondriaux, suggéraetces derniers ne sont pas contaminés
par des protéines plastidiales. L’'antiserum dirggitre la protéine membranaire NAD9
reconnait également sa protéine cible dans leaiextotaux et mitochondriaux.

Ces résultats pourraient indiquer une localisataes protéines NIP dans les
mitochondries dA. thaliang mais cette expérience reste a confirmer avecdéests de
protéines équivalents en charge, ou sur des pestéinitochondriales ou par une troisieme
approche : des tests d’impantvitro.

Nous allons maintenant contrbler la localisatiobcaliulaire des protéines NIP et
SoRPOT ;2 chez I'épinard. L'épinard offre notammdat possibilité de purifier des
mitochondries a partir des feuilles, contrairemanArabidopsis, et donc de rester avec le
méme matériel utilisé pour isoler les chloroplastess antisera NIP SE582 et SORPOT ;2
692-2P sont utilisés sur des extraits totaux, dercplastes et de mitochondries d'épinard
(Figure 32). Les IgG dressés contre NIP détectéaitement un polypeptide de masse
moléculaire attendue, voisine de 25 kDa, dansriedibns totales et chloroplastiques. Nous
pouvons également constater un enrichissement gdoalsiproduit avec les protéines
plastidiales par rapport aux protéines totales.s@am réagit également dans les extraits
mitochondriaux, mais le signal produit par la détecest plus faible que celui observé dans
les extraits totaux, et probablement di a une oontion des protéines mitochondriales.
L’antiserum 692-2P dirigé contre 'ARN polyméraseR¥POT ;2 révéle un polypeptide de
masse moléculaire attendue, comprise entre 10B@tkDa, dans les extraits plastidiaux
uniguement. Les profils de charges des protéines sontrélés par une coloration des
protéines sur les membranes au Rouge Ponceaungesair la figure 32A et 32B. Les
anticorps dirigés contre la protéine plastidialeR{AKétol Acid Reducto Isomérase; Dumas
et al. 1991), localisée dans le stroma, sont utilisésrmentémoins de charge des fractions
plastidiales. lls permettent également de controlar contamination des extraits
mitochondriaux d'épinard par des protéines plasligdi. Nous constatons la présence de
KARI dans la fraction mitochondriale, confirmannsii ce qui a été observé avec les IgG
SE582, ce qui signifie que la détection de NIP plEsedans la méme fraction peut étre due a
une contamination par des protéines plastidialesrdvanche, le sérum produit contre la
protéine T mitochondriale met en évidence un eigsgment important des protéines

mitochondriales dans la fraction purifiée par rappox extraits totaux (Vauclaet al. 1996).
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I montre en outre, que les chloroplastes ne sa® pontaminés par des protéines

mitochondriales.
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Figure 32 : Localisation subcellulaire des proté&dIP et RPOT ;2 chez I' épinard.

A et B : A gauchecoloration au Rouge ponceau de protéines tot@ligsdes protéines extraites de chloroplastes (@Pyle mitochondries
(Mi) d’épinard transférées apres séparation par SESGE. a droitejmmunodétection des protéines SORPOT ;2 (A) et(R)Ri’épinard
avec les antisera SORPOT ;2 692-2P et AtNIP1 SE8®2Zions 1/3000 et 1/2000). KARI : Ketol Acid Retb Isomerase (1/10000) ; T :
protéine T du complexe de la glycine décarboxy(a£3000).

Nous pouvons donc conclure que chez I'épinard, Bolt 'ARN polymérase
SoRPOT ;2 sont détectées dans le méme compartisudaeellulaire, c’est a dire dans le
chloroplaste. Cette localisation de SORPOT ;2, midepar immunodétection, ne correspond
pas a ce qui a été observé ch&z thaliang par transformationn planta avec des

constructions exprimant des fusion de polypeptiddserminaux avec un rapporteur
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fluorescent. Cette approche a conduit a des résuditiérents et assez mitigés. En effet, les
travaux de Hedtke et collaborateurs (Hedtkeal. 2000) ont aboutit a un double localisation
de la protéine dans le chloroplaste et la mitochendyrace a deux codons, codant une
méthionine, en phase, susceptibles d’initier latlsyse de deux polypeptides précurseurs.
Récemment, une équipe japonaise (Kabeya & Sato)20@%s en évidence que la région 5’
transcrite non traduite peut influer la nature dilypeptide formé et donc sur la localisation
subcellulaire de la polymérase. Ainsi, ils en oeéduit une localisation mitochondriale
exclusivement. Finalement, la localisation de 'ARMIymérase AtRPOT ;2 ne parait pas
encore bien claire chez Arabidopsis.

Par ailleurs, il semble par conséquent, au vu d@sultés rencontrées par expression
des hybrides NIP ::eYFI planta, et étant donné que le sérum SE582 puissent reitmna
plusieurs protéines NIP, la localisation subceitelprécise de chacune des protéines NIP ne
peut étre définie que par une autre approche :rimpwitro ou encore par immunodétection
apres fractionnement subcellulaire de transformdsthalianaexprimant une protéine NIP
fusionnée a une étiquette pouvant servir d’épi{@tiguette poly-histidines ou HA).

Nous allons désormais affiner la localisation sabftliale des protéines NIP et NEP,

et vérifier si elles concordent a nouveau.

I.B.2 Localisation subplastidiale des protéines NIP et NEP

Les protéines NIP sont localisées clairement dasschloroplastes. Afin de vérifier
s'il s’agit effectivement de protéines associées membranes, I'antisérum SE582 est utilisé
pour détecter les protéines NIP dans les fractoiplastidiales, séparées et purifiees ¢hez
thaliana (Awai et al. 2001) et chez I'épinard (Figure 33). Ces anticorggelent un
polypeptide unique, de masse moléculaire attendigne de 25 kDa, dans les chloroplastes
et membranes plastidiales (Figure 33B) chez I'épinls ne réagissent pas dans la fraction
soluble du chloroplaste. Ne constatant aucune iodadu prélévement pré-immun sur ces
extraits, cette détection est donc bien spécifidues. protéines SoNIP sont par conséquent
retrouvées dans un sous compartiment membranapéasdie. Ce résultat confirme également

les prédictions faites par analyses bioinformatsgiiegiciel TMpred, Chapitre 1).
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Figure 33 : Immunolocalisation sub-plastidiale gestéines NIP chez A. thaliana.

A: en haut Coloration au bleu de Coomassie de protéinesat#topsis (25 g environ) de chloroplastes (Cpgngtloppe (E), de stroma
(S) et des thylacoides (Tc) séparées par SDS-PEBBas Immunodétection des protéines NIP avec le sérdh83 (1/3000). PTOX :
Plastidial Terminal Oxydase (1/5000).: Bnmunodétection des protéines SoNIP avec le s&HBB2 dans des extraits plastidiaux totaux
(Cp), solubles (S) et membranaires (M) d’épinard. 4érum et le prélévement pré-immun (PI) sontséslia une dilution 1/3000. :C
Immunodétection des protéines dans les sous frectin chloroplaste d’épinard (dilution 1/3000). Lesra dirigés contre les protéines
ribosomale L4, IE37 (Inner Enveloppe 37) et D1 (Bime S1 du photosystéme D1) sont utilisés commiedbes (dilutions respectives
1/3000, 1/240000, 1/3000).

Pour définir plus précisément la localisation dePNét SoRPOT ;2 dans les
chloroplastes, des protéines de chloroplastesnatrenveloppe et thylacoides d’Arabidopsis
et d'épinard sont ensuite séparées par SDS-PAGE fransférées sur membrane de

nitrocellulose. Les immunodétections réaliséessalrec I'antisérum SE582 NIP sur ces
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extraits (Figures 33A et 33C) révelent un polypdpiile 25 kDa dans les thylacoides chez
thaliana et chez I'épinard. Plusieurs sera, dirigés codasg protéines appartenant a chaque
compartiment subplastidial, sont utilisés pour o@let le degré de pureté des fractions isolées
et analysées. La coloration des protéines d’Argistoau bleu de Coomassie présentée dans
la Figure 33A, permet d’observer la charge et ledilp des protéines déposees. Ces fractions
présentent des profils protéiques bien différembsis distinguons notamment une disparition
guasi compléte de la grande sous unité de la Rubsduble, mais présente en quantité si
abondante dans le chloroplaste qu’elle tend a ountx tous les sous compartiments. Des
IgG produits contre la protéine thylacoidienne PT@Xastid Terminal Oxydase ; Josseal.
2000), détectent le polypeptide correspondant desgprotéines plastidiales et membranes
thylacoides uniguement, démontrant ainsi que I'Epge et stroma ne sont pas contaminés
par des protéines thyalcoidiennes. Chez I'épirlardgtection obtenue avec le sérum produit
contre la protéine IE37 (Inner Envelope 37 ; Bletlal. 1991) de I'enveloppe interne montre
une enrichissement important des protéines dedleppe par rapport au chloroplastes totaux
et aux membranes. Ces anticorps mettent égalementévidence une trés légéere
contamination des thylacoides par des protéind'®ieeloppe. En revanche, les IgY dressés
contre la protéine D1 du photosysteme Il (Agriser@st pas décelée par les enveloppes,
montrant ainsi la pureté de cette derniére. Casaps anti-D1 révelent bien la protéine cible
dans les chloroplastes, dans les sous compartimmetgranaires et thylacoides. L'antisérum
L4 détecte la protéine ribosomale dans tous lesiexd’épinard testés. En effet, les protéines
ribosomales ont tendance a s’accoler aux membr&lms pouvons en outre remarquer que
ces anticorps parviennent a révéler dans les eppe$y un polypeptide de MM légerement
supérieure a celle de la protéine mature, corretgursans doute a la forme polypeptidique
précurseur en cours d’'import, et contenant encamepeptide de transit.

La lIégére contamination des thylacoides par deipes de I'enveloppe n’altere pas
les conclusions concernant la localisation subiolias des protéines NIP, puisqu’ aucune
trace n'est détectée par le sérum SE582 dans Vetoppes. D’autre part, cette contamination
est mis en évidence par un antisérum IE37 trésilden@ilution utile de 1/240 000),
représentant sans doute des quantités tres faibles.

Par conséquent, les protéines NIP sont localisdes, Arabidopsis et chez I'épinard,
dans les membranes thylacoidiennes. Nous pouvaorseipgue cette localisation puisse étre
conservée chez d’autres especes exprimant NIP.

Nous poursuivons toujours dans la démarche visapohéirmer l'interaction observée

chez la levure, en vérifiant si TARN polyméraseRRDT ;2 peut étre également localisée
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dans le méme compartiment que les protéines NIPmé&me approche est utilisée, et les
résultats présentés dans la figure 34.

Les protéines chloroplastiques, du stroma, desatbyties et de I'enveloppe sont
observées par une coloration au Rouge Ponceau dendmbrane utilisée pour
immunodétection de SORPOT ;2 (figure 34A). L'agium 692-2P correspondant révéle un
seul polypeptide, d'une masse moléculaire prochel2ié kDa, dans les chloroplastes et
fractions thylacoidiennes (figure 34B). Le signstl enrichi par rapport aux protéines totales
du chloroplaste, ce qui valide la purification. Desces sont observées légerement plus haut
sur la piste contenant les protéines de I'envelspp®uvant correspondre a une forme
précurseur ou une légere contamination de la @mactienveloppe par des protéines des
thylacoides.

Les 1gG dirigés contre SORPOT ;3 et purifiés suystioe, sont également utilisés sur
les mémes extraits, déposés en quantité plus iamgertlls détectent un polypeptide de masse
moléculaire attendue, proche de 120 kDa, dansxkesits plastidiaux et thylacoidiens (figure
34C). Nous pouvons remarquer en outre I'apparitiom signal entre 50 et 75 kDa dans le
stroma, résultant probablement d’'une réaction afgpée. Un polypeptide de MM voisine de
130 kDa, est également clairement détecté dansete®loppes. Etant donné que ce
polypeptide présente une masse moléculaire Iég@tesnpérieure a celle observée dans les
chloroplastes et thylacoides, elle pourrait évdlgoeent correspondre a la forme précurseur
de SoRPOT ;3 en cours d'import. La pureté desibtmstisolées et séparées par SDS-PAGE
est vérifiee en utilisant des sera dirigés conte protéines plastidiales bien caractérisées.
Nous avons utilisé a nouveau les IgG dressés cdB8®, et PTOX. Les anticorps dirigés
contre IE37 révelent un polypeptide de taille attendans les enveloppes, et dans les extraits
plastidiaux totaux. Un signal tres faible est pibdians les membranes thylacoidiennes
suggérant une trés légére contamination des thidesgar des protéines de I'enveloppe.
L’'antisérum PTOX détecte le polypeptide cible dées extraits totaux de chloroplastes et
dans les thylacoides. Ces deux immunodétectiongremdrun enrichissement clair du signal
produit sur des extraits subplastidiaux par rapparelui observé dans les extraits totaux. En

outre, les enveloppes sont pures.
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Figure 34 : Localisation subplastidiale SoRPOT tZeRPOT :3 chez I'épinard

A Coloration au rouge Ponceau de protéines (40 ig,: chloroplaste, S : stroma, Tc : thylacoides, éhveloppe) transférées aprés
séparation par SDS-PAGE. B et: @Gmmunodétection des protéines SoRPOT ;2 et SGRB@vec les antisera SORPOT ;2 692-2P et les
19G SoRPOT ;3 purifiés sur peptides 786, (dilutidris000 et dilué au 1/500). Les anticorps dress#gre les protéines IE37 (dilution
1/240 000), et PTOX (lapin 1, dilution 1/5000) seitisés pour contrdler le degré de pureté de<timns subplastidiales. Les fleches
blanches indiquent les polypeptides NEP détectdss dleches grises pointent, en B et C, un pgiige de plus haute masse moléculaire.

Au vu de I'ensemble de ces résultats, les ARN pélases SORPOT ;2 et SORPOT ;3
sont préférentiellement associées aux membranatididdes, et plus particulierement aux
thylacoides. Les deux polymérases ne présententdggwofil transmembranaire, de plus,
aucun motif de rattachement aux membranes, tell'qismut de sucre ou lipide, n'a été
clairement mis en évidence a ce jour. Elles doivesmat conséquent étre associées a la

membrane par une autre partenaire: un ou plusiparenaires de nature protéique,
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impliquant éventuellement les protéines NIP, ounbi&DN plastidial, comportant des
régions attachées aux membranes (voir Introductida)point va étre exploré dans la partie
suivante.

En revanche, nous avons vu que, d’apres les pi@akcidu logiciel TMpred, les
protéines NIP peuvent comporter des régions menabyem (Chapitre 1). Nous allons donc
continuer en vérifiant cela et en analysant la limgie des protéines NIP dans les membranes

thylacoidiennes.

I.B.3 Topologie des protéines NIP

La stabilité de I'association des protéines aux bames dépend de la force ionique
du milieu. Par conséquent, nous avons préparé deshnanes thylacoidiennes d’épinard, que
nous avons lavées avec des solutions de force uesiglifférentes. Nous avons ensuite
recherché par immunodétection, aprés SDS-PAGEesfert, la présence des protéines NIP
dans les fractions lavées ou non (Figure 35).

L’antisérum SE582 NIP détecte un polypeptide desemasoléculaire attendue, soit 25
kDa, dans I'échantillon témoin non traité, ainseqlans les membranes lavées avec NaCl 1M
et avec NaOH 0.1IN. Le signal produit ne disparads mvec les lavages, en fait,
'accumulation du polypeptide n’est pas du toutymdée. Nous avons alors effectué d’autres
immunodétections afin de valider cette expérierenggc des antisera dirigé contre la protéine
L4 d’épinard et contre la protéine OEC33 du phattewn Il (Oxygen Evolving Complex 33,
Hutin et al. 2002). Les ribosomes tendent a coller aux memBbrarais pouvons donc suivre
leur profil détection au cours de I'expérience. Blaonstatons, sur la figure 35, que les
anticorps dressés contre la protéine L4 reconndidsen leur polypeptide cible dans les
membranes non lavées, de plus, celui ci dispamagrende partie dés le premier lavage au
NaCl 1M. La protéine OEC33 est intégrée aux mengwdnylacoidiennes, et orientée vers la
face luminale. L’antisérum correspondant révele potypeptide de masse moléculaire
attendue, dans tous les extraits analysés, sdgsedites significatives du signal produit. Ces
lavages salins et a la soude ont permis de biescliét la protéine ribosomale L4, et en
revanche, ils n'ont pas modifié I'association detatéine OEC33, intégrée a la membrane.
Nous pouvons donc conclure que SoNIP est asseznferit associées aux thylacoides et

pourrait étre au moins partiellement intégrée dessnembranes.
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Figure 35 : Analyse de la topologie des protéind tlans les membranes thylacoidiennes (Tc) d’édinar

A : Immunodétection des protéines NIP d’épinard nbéavec le sérum SE582 (dilution 1/3000), dansweabranes thylacoidiennes (Tc,
20 pg) lavées avec NaCl 1 M, ou NaOH 0,1 _N.InBnunodétection réalisée sur les méme extraie d prélevement pré-immun SE582
(dilution 1/3000).

Afin d’analyser la topologie de l'insertion de SéNdlans la membrane, un traitement
réalisé avec la thermolysine sur des membranest@staLa thermolysine ne traverse pas les
membranes, et permet d’éliminer tous les polypeptiorésents a la surface des membranes.
L'activité de cette enzyme nécessite la présenaens’C&", I'ajout d’'un agent chélatant
(EGTA) inhibe donc son activité et nous permetiailescontroler la spécificité de la réaction
(Joyard et al. 1983). Les protéines SoNIP sont détectées avetidGaum SES582. Nous
constatons, sur la figure 36, que la thermolysiradait a la disparition des protéines SoNIP.
Cette protéolyse est inhibée en présence dEGTA.

A deéfaut d’autres anticorps dirigés contre une @na& thylacoidienne, a I'époque,
nous avons utilisé I'antisérum dresseé contre lagme ribosomale L4. Les protéines NIP sont
donc sensibles a un traitement a la thermolysines Epitopes choisis pour produire
antisérum SE582 sont localisés prés de I'extrén@itterminale de la protéine. Un dernier
contrle reste cependant a réaliser afin de vérlfietégrité des thylacoides suite a ce
traitement, en détectant par exemple une protémalifée sur la face lumenale des
membranes. Nous pouvons donc penser que sons égti€rterminale est orientée vers la
face stromale des membranes thylacoidiennes, dacdaluminale n’est pas accessible a la

thermolysine.
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Figure 36 : Topologie des protéines NIP dans lesmtiranes thylacoidiennes de chloroplastes d’épinard.

Haut: Coloration au bleu de Coomassie de protéinesniembranes thylacoidiennes d’épinard (Tc), traitéesc la thermolysine
(Calbiochem, 25 Ku) en I'absence (-) ou en présdrged’EGTA (20 mM)._Bas Immunodétection des protéines SoNIP (sérum SE582
dilution 1/3000). Le sérum anti-L4 est utilisé Zudilution 1/3000.

Par conséquent, SoNIP est fortement intégrée aumbmames thylacoidiennes, toutes
les topologies envisageables sont présentées stith@ement dans la figure 37. Elle peut étre
partiellement incrustée dans les membranes, padteninsi ses deux extrémités vers le
stroma, ou bien, comme le prédit le logiciel TMpriégheut s’agir s’'une protéine polytopique
comportant trois hélices transmembranaires, avedrémité C-terminale orientée vers le

stroma.
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Figure 37 : Topologie putative des protéines NIsiles membranes thylacoidiennes.

Modele présentant la protéine NIP intégrée danshgkacoides via trois hélices transmembranaires.

Les protéines NIP détectées par le sérum SE582dsétactées exclusivement dans les
thylacoides, chez I'épinard et chez ArabidopsikesE$emblent étre intégrées aux membranes,
avec leur extrémité C-terminale orientée vers lonsa. Les ARN polymérases NEP
d’épinard, SORPOT ;2 et SoRPOT ;3, semblent ellessiapréférentiellement associées au
compartiment membranaire de chloroplaste, SORPQOdtgt clairement détectée dans la
fraction thylacoidienne. Ces protéines sont donalisées dans le méme sous compartiment,
nous allons donc rechercher une proximité physapseprotéines NIP et SORPOT ;2 dans la

partie suivante.
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IT. Analyse des interactions NIP/NEP

Les protéines NIP sont donc insérées dans les nasmbrthylacoidiennes, chez
Arabidopsis et chez I'épinard. Nos résultats maritrégalement que les protéines NEP
SoRPOT ;2 et SORPOT ;3 sont exclusivement détectées le compartiment membranaire
du chloroplaste. Ce résultat est d’autant plusremgnt que les protéines NEP ne possédent
pas de domaine transmembranaire prédit ou de régidrophobe. Nous allons tout d’abord

tenter de préciser la nature des interactions d&€3 &uix membranes.

II.A. Nature de l'association NEP - membranes plastidiales

L’ADN plastidial, circulaire, peut étre en partiettaché aux membranes du
chloroplaste. Il semble maintenu par des protéiteelenveloppe par la protéine PEND (Sato
et al. 1998) ou par des protéines thylacoidiennes (MRRbnget al. 2003) selon le stade de
développement du chloroplaste. Il comporte desoregappelées « TAC » (Transcripionnal
Active Chromosome ; (Greenbergt al. 1984 ; Sucket al. 1996) ou chromosome
transcriptionnellement actif, associées aux mendwamNous savons que les ARN
polymérases sont actives et fortement associefARN’ dans ces régions (Krause K &
Krupinska K 2000). En effet, des travaux effectadezEugena gracillismontrent que ces
TACs sont essentiellement une région de productidBRNr (Rushlowet al. 1980), alors que
chez les plantes supérieures, elles pourraientienépre le lieu de synthese d’ARNm (Reiss
& Link 1985; Suck et al. 1996).

Nous avons donc cherché a vérifier si les NEP assbciées aux membranes par le
biais de I'ADN (Figure 38). Le protocole suivi gatésenté sous forme simplifiée dans la
figure 38A. Des membranes plastidiales ont étééeai avec des quantités croissantes de
DNAse | (Fermentas). Les fractions solubles (FSpeibranaires (FM) sont alors séparées.
L’efficacité des réactions est déterminée en olasdrla disparition de 'ADN plastidial dans
les fractions membranaires séparées par électréph@ur gel d’agarose (Figure 38B). Des
immunodétections sont réalisées sur ces extraits @g anticorps dressés contre SORPOT ;2
et les IgG 786 purifiés produits contre SORPOTFgre 38C).

La figure 38B montre une disparition de ’ADN plastl des la plus faible quantité de
DNase testée (piste numérotée 3). La protéine KARIqueur du stroma, n'est pas présente
dans les fractions membranaires précipitées. De enéanfraction soluble ne semble pas

contaminée puisque la présence de la protéine nagaipe PTOX n’est pas détectée.
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Figure 38 : Association des NEP aux membranesidiags: traitement a la DNase |

A: Schéma simplifié présentant le protocole suvsIdu traitement a

la DNase |.:BADN plastidial dans les membranes traitées a la

DNase | par électrophorése sur gel d'agarose (cation BET)_C: Immunodétection des protéines SoRPOT ;2 et SGR®quantités
équivalentes a 7,5 pg de chlorophylle respectivemesc les sera 692-2P et 786 purifié (dilutions0D0 et 1/200)). Toutes les expériences
effectuées sur des membranes plastidiales danbagtie, sont rapportées a des dosages de la cplyite (voir Matériel et Méthodes).
U : unité de DNase | (Euromedex). FM1 : Membranlestgliales; MO, M10, M20 et M40 : fractions memhbadres traitées avec 0, 10, 20

et 40 unités de DNase I; SO, S10, S20, S40 : draetsolubles traitées
Isomerase (1/10000) ; PTOX : Plastid terminal O»s&la(1/5000)

avec 0, 10, 20 et 40 uniééBNMase |. KARI : Ketol Acid Reducto
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Les profils de distribution des deux polypeptiddsA\ détectés par les antisera 692-2P
et 786, ne semblent pas étre modifiés par legimants a la DNAse I: quelque soit la quantité
d’enzyme utilisée, SORPOT ;2 reste associée auxhramas, et la répartition de SORPOT ;3
reste identique au contréle sans DNase | (figu@)3Bar conséquent, ces résultats montrent
gue les NEP ne sont pas associées aux membrandsnfgameédiaire de 'ADN méme
partiellement car elles ne s’accumulent pas dafradéion soluble aprés digestion.

Les NEP ne sont donc pas rattachées aux membréestdiples via 'ADN. Par
ailleurs, elles ne présentent pas de domaine dadixd’'un sucre ou de lipides évident. Il est
donc possible que cette association soit due aauteraire protéique. Les NIP sont des
protéines de la membrane thylacoidienne. L'intésadi|P-NEP ayant déja été suspectée par
I'expérience double hybride, nous avons voulu Igfieé. Nous avons choisi de rechercher
des protéines associées a NIP, et ainsi tenteetdauver 'association avec SORPOT ;2 par

une autre approche.

II.B. Recherche des protéines associées a NIP

Afin de confirmer l'interaction NIP/SoRPOT ;2 obgée chez la levure, nous avons
cherché a séparer les complexes des membranesliplastselon leur masse moléculaire en

conditions natives, et a vérifier si ces deux pnate co-éluent.

IT.B.1 Séparation des complexes associés aux membranes plastidiales

Cette démarche et ces protocoles sont inspiréSatemafiowet al. 1998).

II.B.1.1 Evaluation du protocole de solubilisation

Les membranes plastidiales sont isolées a partthttgoplastes d’épinard intacts par
choc osmotique et solubilisées selon la techniquee mpus avons mise au point. Elle est

décrite en détails dans Matériels et Méthodessetmée ici dans la figure 39.

148



tel-00011722, version 1 - 3 Mar 2006

Chapitre 4: Etude fonctionnelle des protéines AtNIP

Chloroplastes intacts
| Choc osmotique
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Membranes plastidiales stroma

Tampon hypotonique

+ NaCl 15 mM
Fraction Fraction soluble
membranaire FS1
FM1 Tampon hypotonique
+ NaCl 15 mM + glycérol 10 (v/v)
FM2 FS2

Solubilisation : n-dodécyl Lauryl ~ fS-maltoside
1%

Culot non _ o
Solubilisé Fraction de membranes solubilisées
FM3 FS3

Figure 39: Processus des solubilisation de memisaoiastidiales

FM1 et FM2 : Fractions membranaires 1 et 2 ; FSIF&R : Fractions solubles 1 et 2 ; FM3 : Fractiorembranaire insoluble ; FS3:
Fraction membranaire solubilisée.

Les extraits sont préparés en trois étapes depitaan. La solubilisation est obtenue
a l'aide d’'un détergent doux, non ionique, le n@wod-lauryl maltoside, qui préserve les
structures protéiques. Apres séparation des pdligesppar SDS-PAGE, et transfert sur
membrane de nitrocellulose, nous constatons parumodetection (Figure 40A), que la
solubilisation de SoNIP n’est pas compléte ; etduina une dégradation probable de NIP
dans les fractions demeurant insolubles. Ce prtgoacété également effectué a partir de
membranes plastidiales de chloroplastes. dthaliana, extraits sur des plantules de 3

semaines. Il met également en évidence une saatin partielle des protéines AtNIP.
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Figure 40: Solubilisation des protéines NIP et N&z |'épinard

A : Immunodétection des protéines SoNIP sur des exim@mbranaires plastidiaux solubilisés (FS3) on (fM3) obtenue avec le sérum
anti-NIP SE582 (dilution 1/3000). MW : Marqueurdypeptidiqgues de masse moléculaire standards (Eedax). B1 et B2 Coloration au
Rouge Ponceau des protéines (environ 40 pg), &aés$ sur nitrocellulose aprés séparation par SBSE. B3 et B4 immunodétection
des protéines SORPOT ;2 et SORPOT ;3 respectiveamentles sera 692, 2P (dilution 1/1000) et 786 porifié (dilution 1/750). FM1 et
FM2 : Fractions membranaires 1 et 2 ; FS1 et FS2actions solubles 1 et 2 ; FM3 : Fraction membragansoluble ; FS3 : Fraction
membranaire solubilisée. MW : Marqueurs polypeptids de MM standard (Dual color protein standarBEQRAD). Les polypeptides de
masse moléculaire attendue sont indiqués par dekdk noires.

Les polypeptides SORPOT ;2 et SORPOT ;3, détectés ks sera 692-2P et 786

respectivement (Figures 40B, 3 et 4) sont préf@minent détectés dans les fractions

membranaires. Nos conditions expérimentales ne peumettent pas d’observer les NEP
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dans les fractions solubles. Nous pouvons égalereerdrquer que la solubilisation n’est pas
complete.

Le protocole de solubilisation que nous avons nus p@int permet donc la
solubilisation, au moins partielle, des protéind® Wt NEP. Il nous a semblé suffisant pour
poursuivre notre démarche. Ce traitement tres doaixtient I'association des complexes de
forte affinité. L'étape suivante vise a séparerdemplexes des membranes plastidiales par
chromatographie d’exclusion, pour maintenir deditoons expérimentales natives.

IT.B.1.2 Séparation des complexes membranaires natifs par gel

filtration

Une colonne a spectre de séparation large, la 8sp& HR10/30 (5000 et 5 kDa), a
ete utilisée lors de nos premiers essais. Lestatsubbtenus nous ont amené a utiliser une

colonne a spectre résolutif : la Superdex 200 HRLOBeuls ces résultats sont présentés ici.

IT.B.1.2.1. Technique expérimentale

L’exploitation de résultats de chromatographiexdiesion requiere un calibrage des
colonnes avec des protéines ou marqueurs de tedlasues. L'étalonnage est effectué dans
les mémes conditions (débit et tampons) que lI'egpée d'intérét. Ainsi, les marqueurs
(« gel filtration standards », BIORAD, fournis sofmme de mélange lyophilisé ; et la
catalase de levure de 240 kDa), sont dilués avamdme tampon contenant les extraits
membranaires (MOPS 10 mM, Mgd@ mM, 15 mM NacCl, Glycérol 10% (v/v) et n-dodécyl-
lauryl-maltoside 1% (p/v) ; concentration finale d@el filtration standards 9 mg/mL, et la
catalase est utilisée a 2 mg/mL). Le calibrageeffsictué en injectant 1,4 mg de mélange
« gel filtration standards » ou 0,4 mg de cataldseyvolume mort de la colonne est déterminé
en injectant 0,5 mg de bleu de dextran (2000 kDag/inL). Il est élué dans les mémes
conditions, et correspond a un volume de 7,2 mL.

La quantité d’extraits membranaires solubiliséadiion FS3, Figures 39 et 40)
déposée est toujours estimée selon la concentratiathlorophylle totale, car ce dosage est
fiable et rapide. Une quantité de protéines égaitah 200 a 400 pg de chlorophylle est
déposée sur les colonnes préalablement équilibdées, le tampon d’élution (MOPS 10 mM,
MgCl, 4 mM, 15 mM NacCl, et n-dodécyl lauryl maltoside %,1p/v)). Les protéines sont
ensuite éluées avec le méme tampon. Elles sonttédéteen sortie de colonne grace a une

cellule de détection UV, en mesurant I'absorban28Gnm au cours de I'élution. Un débit de
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0,35 mL/min est conservé tout au long de I'expéeat du calibrage, et la pression ne doit

pas excéder 1,5 Mpa.

IT.B.1.2.2. Séparation des complexes membranaires plastidiaux

solubilisés par chromatographie d'exclusion

Recherche des protéines NIP

Les chromatogrammes étalon et de séparation ditxtneembranaires plastidiaux
solubilisés, sont établis par mesure de I'absoan280 nm au cours de I'élution. lls sont
présentés dans la figure 41A. Les polypeptidesecaust dans chaque fraction sont séparés par
SDS-PAGE. Nous constatons que le profil d’élutioésente des pics d’absorbance a 280 nm
bien définis.

L’analyse des fractions avec les anticorps SoNIRIRAL SE582 montre deux pics
d’élution des protéines SoNIP :(Figure 41B). Leypelptide cible d’environ 25 kDa est
reconnu,
dans les fractions centrées sur un volume d’élwt@mpris entre 12,5-13 mL
dans les fractions correspondant a un volume dd&luwentré sur 9 mL environ.

D’aprés I'étalonnage (Figure 41A, courbe grise} welumes d’élution correspondent
respectivement a des protéines ou complexes deemassléculaires proche de 150 kDa et
670 kDa. Par conséquent, les protéines NIP ne mmprésentes sous formes de protéines

monomeériques dans les membranes plastidiales.
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Figure 41 : Séparation des protéines SoNIP de datfon membranaire solubilisée (FS3) par chromasqgdnie
d’exclusion chez I'épinard.

A: profil d’élution des protéines solubilisées supar mesure de l'absorbance & 280 nm (courbe noiteélution des marqueurs
moléculaires est illustrée par les courbes griseggél filtration standards », BIORAD : la thyrogladine bovine 670 kDay - globuline
bovine 158 kDa, ovalbumine bovine 44 kDa, myogkmlia cheval 17 kDa ; ou avec la catalase 240 kDa)masse moléculaire des
marqueurs est indiquée au sommet de chaque pisarbnce des courbes étalon: Bahmunodétection des protéines SoNIP avec le sérum
AtNIP1 SE582 (dilution 1/2500) dans chaque fractiécoltée. Les polypeptides sont transférés aprésigtation au TCA, et séparation
par SDS-PAGE. Les extraits déposés sur la coloapeesentent environ 370 pg de chlorophylle. Tangpélution : MOPS 10 mM, Mggl

4 mM, 15 mM NaCl, et n-dodécyl lauryl maltoside?®,(b/v). Volume des fractions : 500 pL. Débit :3rBL/min, Pression maximale : 1,5
MPa. Ces résultats sont représentatifs d’'une s#gideux expériences indépendantes.
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Il semble donc que SoNIP soit associé dans les masmab thylacoidiennes, a des
complexes protéiques, éluant vers 12,5-13 mL el 9anprésentant une masse moléculaire
d’environ 150 kDa et 670 kDa.

Cette expérience a été également effectuée suexdests membranaires solubilisés
de chloroplastes d’Arabidopsis. lls ont été pusiféépartir de plantules agées de 3 semaines,
cultivées en terre, dans une chambre de culture de® conditions contrblées (voir Matériel
et Méthodes). Les membranes solubilisées (frad¥®8, figures 40 et 41) sont séparées par
chromatographie d’exclusion sur la colonne Superd@é® HR10/30. Le profil d’élution
obtenu est présenté dans la figure 42. Les pratésmmt détectées par mesure de leur
absorbance a 280 nm. Les protéines AtNIP sont relcées dans les fractions par
immunodétection avec I'antisérum SE582 AtNIP1. kefip de détection des polypeptides
AINIP comporte deux pics. En effet, ces anticompsonnaissent un polypeptide de masse
moléculaire attendue (25 kDa) dans la fraction &L8ans les fractions B3/B4 (figure 41B).
Les protéines AtNIP sont donc présentes dans demxplexes de masses moléculaires
différentes, éluant vers 9 mL et vers 12-13 mLFgre 41A). Ces résultats concordent avec
ceux obtenus chez I'épinard (Figure 41).

Nous pouvons donc conclure que les protéines NiEcties par le sérum SE582 ne
sont pas présente sous forme de monomeéres damemeranes thylacoidiennes d’épinard et
d’Arabidopsis. Elles sont retrouvées dans deux dexas de masses moléculaires différentes,

voisines de 150 kDa et légerement supérieures &B@0
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Figure 42 : Séparation des complexes AtNIP par pfatwgraphie d’exclusion a partir d’extraits membages
plastidiaux solubilisés d’A. thaliana

A: Profil d’élution des complexes membranaires dWidopsis (fraction FS3, figure 40), (courbe ndimmesurés a 280 nm.:B
Immunodétection (sérum SE582, 1/2000) des protéitiés® dans les fractions issues de colonne : 5@glchaque fraction précipités au
TCA, puis séparés par SDS-PAGE. Les plopypetidegrsmsférés sur membrane de nitrocellulose L@tahge est indiqué par des fleches
au dessus de I'immunoblot. L'équivalent de 200 pgchllorophylle est déposé sur la colonne. Débitudien : 0,35 mL/min ; pression
maximale : 1,5 MPa. ; volume des fractions: 700 @és résultats sont représentatifs d’'une série dex dexpériences indépendantes
réalisées chez Arabidopsis.
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Recherche des protéines SoRPOT ;2

Nous avons suivi la méme procédure de solubilisattes membranes plastidiales
d’épinard que précédemment. Les membranes sokdslisont séparées par gel filtration sur
la méme colonne (Superdex 200). Les protéinesrs@surées au cours de I'élution grace a
leur absorbance a 280 nm. (Figure 43A). Elles potipitées au TCA et séparées par SDS-
PAGE avant transfert sur membrane de nitrocellulbsmalyse des fractions avec le sérum
anti-SoRPOT ;2 692-2P montre que la protéine cé@he vers 9 mL, correspondant a un
complexe d’environ 670 kDa. Nous pouvons déja ameclque, comme attendu, 'ARN
polymérase n’est pas isolée sous forme de monoui@ns les membranes. Ce volume
d’élution concorde avec celui observé pour le gremplexe comprenant NIP. Les protéines
SoNIP et SORPOT ;2 éluent donc dans les mémesoinacters 9 mL.

670 240 158 44 17 kDa
\4 VvV vV Vv
8,2-10mL

.

Ve(ml) 2 2 & & o 2
250 T o T T
150 =" ! —
100 — .
kDa Anti-SoRPOT;2

Figure 43 : Immunodétection de la protéine SoRP®Wans des extraits membranaires plastidiaux d'&min
solubilisés par chromatographie d’exclusion

L’équivalent de 400 pg de chlorophylle est dépasdascolonne. Débit d’élution : 0,35 mL/min ; peésn maximale : 1,5 MPa. ; volume
des fractions: 600 pL. Les protéines de chaquetifracsont précipitées au TCA, puis séparés par BBSE. Les polypeptides sont
transférés sur membrane de nitrocellulose et lesgimes SORPOT ;2 sont immunodétectés (sérum 69242B0). L'étalonnage est indiqué
par des fleches au dessus de I'immunoblot. M : mamels plastidiales ; C : chloroplastes. Ces rédslisont représentatifs d’'une série de
trois expériences indépendantes réalisées chein#éh

Par conséquent, les protéines NIP détectées s@rden SE582 ne sont pas présentes
sous forme monomérique dans les membranes pldstidizpinard et d’Arabidopsis. Elles
sont regroupées majoritairement dans des compléeemasse moléculaire proche de 150
kDa, ne contenant pas SoORPOT ;2. Par contre, les pmtéines NIP et SORPOT ;2 sont
détectées dans un complexe de plus haute masseutagie (environ 670 kDa) éluant vers 9

mL. Ce dernier par ailleurs parait un peu moinsdaat.
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Nous allons maintenant tenter de comprendre poutesi@rotéines NIP sont réparties
en deux complexes de masses moléculaires diffé&reatenous focalisant sur I'analyse du
complexe d’environ 150 kDa. L'organisation de cemptexe denviron 150 kDa peut
correspondre a plusieurs combinaisons possibles :
une protéine NIP, de 25 kDa, associé a une proggoehe de 125 kDa
un ensemble de petites protéines formant une gteucte 150 kDa, mettant en jeu soit des
partenaires différents, soit un homopolymere NIP.

Pour mieux caractériser les protéines associéeB?amdus avons mis en place une

meéthode de pontage chimique des protéimesganella

IT.B.1.3 Pontage protéigue

L’'utilisation d’'un agent pontant est délicate car pontage doit refléter I'état et
I'organisation des structures protéiquesivo. Dans cette optique, nous avons donc choisi un
agent pontant présentant toutes les propriétéssexjet nécessaires pour une analyse de
complexes associés aux membranes : le DSP ou Bigh&uccinimidyl Propionate (PERBIO
ou PIERCE). Les membranes sont perméables a ceiprpdrmettant ainsi un pontage des
protéines membranaires. De plus, cet agent prédentebras de pontage trés courts, d& 12
et ne peut donc former un pont gu’entre 2 protéptesiquement trés proches. Il établit une
liaison disulfide via ses groupements -NHS-estéagissant avec les groupements amines
primaires des protéines. Cette caractéristiquengsessante car cette liaison amide covalente
est réversible en présence d'un agent réducteqgueele 3-mercaptoéthanol ou le DTT. Nous
pouvons donc ainsi vérifier la spécificité de laaton.

Par conséquent, nous avons tout dabord cherchééfiird les conditions
expérimentales optimales, soit les moins saturardfs de ne fixer que des interactions
réelles et spécifiques.

La figure 44 présente les résultats d'immunodéiactie SoNIP aprés pontage
chimique de membranes plastidiales d’épinard. Leslypts de réactions sont finalement
dénaturés a 100°C dans un tampon de dép6t cont@rami non (-) un agent réducteur (ici,
le B-mercaptoéthanol). lls sont séparés par SDSEPAG gel d’acrylamide avec gradient
linéaire 5-15% (Figure 44A) et sur gel d’acrylamit@®o (Figure 44B), puis transférés sur

membrane de nitrocellulose.
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Figure 44: Analyse de SoNIP aprés pontage chimapseprotéines des membranes plastidiales

Immunodétection des protéines SoNIP obtenue asetisérum AtNIP1 SE582 (dilution 1/2000) sur desaéts membranaires de plastes
pontés, transférés sur membrane de nitrocellulggeésaséparation par SDS-PAGE (dépéts équivalemtpg de chlorophylle sur,Agel
dénaturant avec gradient linéaire 5-15% et del dénaturant 10%). Les monomeéres NIP sont iigpar des fléches bleues, et les
différentes formes pontées de NIP par des flecbieem
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Plusieurs réactions ont été effectuées, en faisaidr les temps de réaction (0’, 15’ et
30’) et la concentration finale de DSP (0 ; 0.3 @aM). Les polypeptides SoNIP sont détectés
avec l'antisérum SE582 AtNIP1. Nous vérifions quéP Nest détecté dans les fractions
membranaires (piste M, figure 44A) utilisées pasg féactions. Des réactions ont été menées
en l'absence d’agent pontant afin de contrbler éventuelle dégradation de SoNIP au cours
du temps. Nous pouvons remarquer que la protéimst mas dégradée au cours de
I'expérience (Figure 44A). Nous observons que lisdtion de DSP dans nos conditions les
plus limitées (0,5 mM DSP ; 15 min), le sérum SEESZIle un complexe polypeptidique de
masse moléculaire proche de 50 kDa. Au fur et aureegue les deux parametres, temps de
réaction et concentration de DSP, augmentent, mgsgs détectent d’autres complexes de
masses moléculaires supérieures. Nous discernanailleairs, mieux les produits pontés a
partir de la séparation sur gel d’acrylamide 10%gyfe 44B). Le pontage semble mettre en
evidence l'apparition de complexes de masses miaiées multiples de 25 kDa : 50, 75, 100,
150 (figure 44A, piste 1 mM- 15’ ; figure 44B, @s0,5 mM-30’), voire méme 200 kDa
(figure 44B, piste 1mM-30’).Nous remarquons en |l sur la figure 44B, une diminution
des monomeres SoNIP a 25 kDa. Les réactions dageeiffectuées sont spécifiques car les
complexes de plus hautes masses moléculaires hpaodétectés dans les extraits dénaturés
en présence de réducteur. Par ailleurs, nous rnsguas observé la formation de complexes de
trés haut poid moléculaire. Nous n’avons donc pilssé@ des conditions saturantes : le
pontage est limité. Des résultats semblables antégalement observés chaz thaliang
confirmant ainsi que les protéines NIP, reconnues e sérum SES582, peuvent
s’oligomériser.

Le complexe majeur d’environ 150 kDa contenant Ndentifié par gel filtration sur
des extraits membranaires solubilisés d’épinardiA&tabidopsis, pourrait alors correspondre
a un homopolymere NIP intégré dans la membranadbyjdienne. Afin d’établir un modele
structural du complexe intégrant NIP dans les mamds, nous allons vérifier la capacité des
protéines NIP a s’oligomériser par une autre agpmrogue le pontage. Nous allons ainsi

contréler si les protéines NIP possedent une pgapmtrinseque d’autoassemblage.

IT.B.2 Propriétés d'oligomérisation des protéines NIP

Nos résultats montrent que le sérum SE582 antigéllR réagir avec des complexes
de masses moléculaires multiples de 25 kDa aprg@®ntage chimique limité de membranes
plastidiales. Ceci suggére une oligomérisationptetgines NIP chez I'épinard At thaliana
gue nous voulons mettre en évidence par une gopreche.
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IT.B.2.1 Propriétés dassemblage des protéines recombinantes

Nous voulons vérifier si les protéines recombinamesentent, de facon intrinséque,
des propriétés d’auto-assemblage. Cette expérgegteréalisée par P. Jaiswal.

Nous observons l'organisation des protéines AtN&IAINIP2 recombinantes en
fonction de la température (Figure 45). Les exdraitrifiés de bactéries exprimant une
protéine NIP recombinante, ont été incubés 5 ndivarses températures (0°C, 25°C, 50°C,
70°C et 95°C). Les protéines sont alors séparées SRS-PAGE. Les polypeptides
recombinants sont détectés a l'aide d’'un anticonpsoclonal dirigé contre une étiquette de
six résidus histidines ajouté a la protéine d'iétési I'on se réfere au chapitre 2, ces IgG ne
produisent aucune réaction sur des extraits deébestnon induits. En fait, ils révélent
seulement un polypeptide de 25 kDa environ danségeantillons induits, préalablement
dénaturés a 100°C pendant 5 a 10 min. La figure &5B montre les signaux obtenus apres
deux temps d’exposition différents. Nous remarqutmg d’abord que l'antisérum (His)
reconnait les polypeptides AtNIP1 et AtNIP2 monamées a 25 kDa (Figure 45A et 45C).
De plus, des produits de plus hautes masses maiksukoit 50 kDa sont détectés dans les
extraits bactériens exprimant AtNIP2. Cette obd@uasuggere que les protéines AtNIP2
pourraient s’agglomérer pour former des oligomédrsimunodétection réalisée sur la figure
45C, montre que le dimere NIP2 tend a disparaitee #augmentation de la température. La
température peut donc influer sur la dissociatiea dligoméres AtNIP2 dans ces conditions
expérimentales. Les protéines AtNIP1 dimérisentubeap moins dans ces conditions que les
protéines AtNIP2, puisque nous distinguons a peimesignal a 50 kDa aprés une longue
exposition sur la figure 45B. En conclusion, lestfimes AtNIP2 possédent la propriété
intrinseque de dimérisation et pourraient ainginer des oligomeres.

Les résultats présentés dans ce chapitre sembildiguer que les protéines NIP,
reconnues par le sérum SE582, et SORPOT ;2 puissesiuer a partir d'extraits de
membranes plastidiales solubilisées avec un détedgrix. Ces observations suggérent que
les interactions observées dans un contexte deelesm test double hybride pourraient se
confirmer in vivo. D’autres approches devront étre mises en placer pégitimer
définitivement ces interactions NIP-RPOT ;2. Lesn@&nts mis en évidence au cours de cette
analyse biochimique nous permettent cependant gigéser un modéle structural présentant
I'organisation des protéines NIP et SORPOT ;2, dassnembranes thylacoidiennes (Figure
46).
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Figure 45 : Immunodétection des formes oligomémsaies protéines AtNIP1 et AtNIP2 recombinantes

Les extraits bactériens (clones pET28a ::AtNIPIpBAD/HisC ::AtNip2) exprimant les protéines reconasites NIP fusionnées a des
étiquettes histidines sont purifiés sur colonnenidel puis dialysées. lls sont incubés a divetsegpératures (0°C, 25°C, 50°C, 70°C et
95°C) pendant 5 min avant d’'étre séparés par SDSP At transfert sur membranes de nitrocelluloses petéines NIP recombinantes
sont ensuite révéléewec un anticorps monoclonal anti-histidine (1/3DQA&s autoradiogrammes sont obtenus apres 1mixpd&tion (A

et 10 min d’exposition (BLes fleches noires et bleues pointent respentw les monomeres et les diméres NIP.

Nous avons tout dabord montré, par immunodétectidens des fractions
subcellulaires, que les protéines NIP et SORPOJor# localisées dans le chloroplaste. En
outre, 'ARN polymérase SoRPOT ;2 n'est pas détecatians les mitochondries chez
I'épinard (résultats en cours de publication); canément a ce qui a été démontré chez
Arabidopsis, par une approche de fusion de peptdesrminaux a la GFP (Hedtket al.
2000; Kabeya & Sato 2005). Une localisation plue filans le chloroplaste nous a permis de
conclure que les protéines NIP et NEP plastidiatest associées au compartiment
membranaire, et notamment, associées aux thylacoldss protéines NIP présentent des
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hélices transmembranaires prédites silico, et leur intégration dans les membranes
thylacoidiennes a été confirmée expérimentalemantdps lavages et des traitements a la
thermolysine sur thylacoides intacts. Leur extrém@-terminale, contenant le motif
d’interaction protéine-protéine RING finger, esieotée vers le stroma. En revanche, les NEP
ne contiennent apparemment pas de régions memimsnau de motif d’attachement
physique aux membranes prédit avec un bon sca@einvpartenaire de type sucre ou lipide.

Des traitements a la DNase effectués sur des meeblastidiales d’épinard nous
ont conduit a exclure un attachement des protéiid3 aux membranes via ’ADN plastidial.
Dans ce cas, le partenaire protéigue le plus ptelsabait les protéines NIP, identifiees selon
un critére d’interaction avec la polymérase SoRPDgEhez la levure. Des études effectuées
sur les complexes associés aux membranes, sépanés des conditions natives
(chromatographie d’exclusion) semblent indiquer dNi® et SORPOT ;2 co-éluent a un
volume d’élution correspondant a des masses maliéeslvoisines de 670 kDa. Ce résultat
tend donc a confirmer l'interaction observée endesible hybride. Par ailleurs, NIP participe
a l'organisation d’'un complexe majeur plus petié, 10 a 200 kDa. Ce dernier pourrait
correspondre a un octamere des protéines NIP @igBA). Le modele structural proposé
repose sur la détection de NIP dans deux compksasciés aux membranes thylacoidiennes.
Le premier complexe, plus petit, représente unnoeta NIP intégré dans les thylacoides
(Figure 46A). Nous ne pouvons pas exclure la gpeton d'autres protéines au complexe
gque NIP et NEP (Figure 46C). Le complexe d’environ0 kDa pourrait résulter de
I'association de 8 molécules NIP avec 4 moléculE® Nplus précisement SORPOT ;2, figure
46B).
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Stroma

Thylacoides

Figure 46: Modéle structural présentant I'assemtdddiP-NEP autour de la membrane thylacoidienne

A : Modele d’organisation du complexe membranaitégnant NIP d’environ 150-200 kDa, noyau des coxgaeB et C. Bet C: Modéles
d’organisation du complexe NIP-NEP de masse madéreuloisine de 670 kDa, avec un octamere NIP fixaNEP (ici, SORPOT ;2) a
proximité des thylacoides (B) et un complexe NIRRIgEs hétérogene comprenant une seule moléculegtliBRutres protéines (C).

Ce modele structural ne prend pas en compte SoRPQ&r la détection de
SoRPOT ;3 apres gel filtration reste encore a d@éfitn outre, il n'indique pas le rble de
I'interaction de SoRPOT ;2 dans les membranes. Afapprocher I'aspect fonctionnel de
cette interaction NIP-NEP dans les thylacoidegeetomprendre globalement le rble de cette
nouvelle famille de protéines, nous avons fabridaegé outils d’études génétiques, présentés

dans le chapitre suivant.
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Chapitre 5 : Caractérisation de mutants AtNip

Les protéines AtNIP sont détectées dans les chistgs et en particulier, dans les
thylacoides. Leur accumulation est modulée pautaidre. Les protéines NIP integrent un
complexe thylacoidien, rattachant probablementNIBEE plastidiale aux membranes dans les
choroplastes matures. Il reste maintenant a ddénible de ces protéines pour expliquer la
fonction de ce complexe membranaire. Afin de recter cette fonctiomous avons produit
des outils génétiques et débuté l'analyse des diyrm@utantes présentant une expression
dérégulée des genAsNIP.

I. Mutants d'insertion ADN-T

La génétique inverse permet de rechercher la famadiun géne interrompu par un
ADN exogene : ADN-T (ADN de transert) ou transpasBatte insertion peut éventuellement
conduire a une extinction de I'expression du gérengrainer ainsi une perte de fonction dans
I'organisme. Il s’agit alors de mutant nul ou « kk@ut » (KO).

Etant donné que les séquences aminoacides despsofNIP1, AtNIP2 et AtNIP3
sont trés proches, nous supposons qu’elles pontraiésenter des fonctions redondantes, en
particulier pour AtNIP1 et AtNIP2. Nous avons domcherché des lignées transformées
comportant une copie de 'ADN-T dans chacun dess tgenesAtNIP1, AtNIP2 et AtNIP3,
afin de produire des mutants multiples nuls poekgression d’au moins deux genes. La
probabilité d’insertion d’'un ADN-T est liée a lanigueur de la séquence réceptrice d’intérét.
Or les géene&tNIP sont relativement petits, nous n'avons donc obtgriune lignée mutante

pour le géne AtNIP1, fournie par D.B. Stern, dans la collection du Wissin

(http://www.biotech.wisc.edu/Arabidop¥iset une lignée mutante dans le g&iNIP2 dans

la collection du Salk Institute (La Jolla, Califeen http://signal.salk.edu Aucun mutant

d’insertion intéressant, c’'est a dire, comportarg ADN-T tres proche ou dans les séquences

codantes et introniques, n'a été mis en évideraejaur dans le gén&tNIP3
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IA.1Etude d'un mutant d'insertion d ADN-T (AtNipl) dans le

gene AtNIPI

I.A.2 Présentation du mutant AtNipl

Les premiers travaux de criblage et analyses die dghée mutante, issue de la
collection du Wisconsin, ont été réalisés par WiauPootakham dans I'équipe de DB Stern
(Boyce Thompson Institute, Université de Cornellp site d’insertion de I'ADN-T est
déterminé par séquencage a partir d’'une amorcédéeadans la bordure gauche. Ce travail a
montré que I’ADN-T est introduit dans le deuxiem®m du géne AtNIP1, a 368 pb en aval
de la premiere base du codon initiateur. De plaspdérdure gauche est orientée vers
I'extrémité 3’ du géne (figure 47). L’insertion det ADN exogene dans le geA&NIP1 est
suivie au cours des générations par PCR, en utilisa jeu de trois amorces. Un couple
d’amorces est choisi dans le géne de part et @alursite d’insertion, de fagcon a amplifier
spécifiguement l'alléle sauva@eNIP1 uniguement (amorce AtNIP1_5'UTR spécifique, voir
figure 47). Un oligonucléotide situé sur la bordgaache de '’ADN-T (JL202 ; figure 47),
combiné avec une amorce sélectionnée en aval ggmie, permet d’amplifier la jonction du
geneAtNIP1 avec la bordure gauche. Nous pouvons ainsi dééinirésence de l'allele muté

du gene d’intérét.

ADN-T JL202
! AtNipl 3'KO
AtNipl_5'KO <
= E1 |11 |{E2| 12 | E3| 13 | E4 | 14 | E5S — ANIPI
I | I Wisconsin
Codon initiateur + 368 pb Codon stop

+1 +1183 pb

Géne At4935840

Figure 47 : Carte du géne AtNIP1 avec insertion@MT dans le mutant AtNip1

Le géne AtNIP1 est représenté de facon schématgee,5 exons (E, bleu) et 4 introns (I, blanchtégration de 'ADN-T est orientée par
ses bordures droites et gauches (Right Border, RBeé Border, LB respectivement). NPTIl : géne aidla néomycine phosphoryl
transférase I(NPTII), enzyme conférant une résistance a la kawcame. Les amorces utilisées pour le criblage detanms homozygotes
sont positionnées par des fléches (tableau d’ansoeceannexe)

I.A.2.1 Tsolement de plantes hétérozygotes et homozyqgotes

Des graines da la génération T2 de la lignée meitant été semées sur milieu gelosé

sélectif contenant de la kanamycine. Des analy§#R & « Southern blot » (effectuées par
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Wirulda Pootakham) réalisées sur 'ADN génomiquepthntes résistantes a confirmé que
certaines possédaient une copie de I'ADN-T dangédee AtNIPL Ces plantes peuvent
eégalement comporter 2 copies de '’ADN-T dans leog&a Nous avons donc sélectionné une
plante hétérozygote (génération T4). Apres un cébisement, suivie d’une autofécondation
de la génération descendante, nous observons grégaéion de % de plantules résistantes et
Y, de plantes sensibles a la kanamycine. Les pemtdsistantes pour le gedeNIP1
comportent donc une seule insertion dans le g&NIP1. Nous avons sélectionné par
criblage PCR une lignée homozygote pour I'inserd@N-T dans le genAtNIPL

Il est cependant nécessaire de poursuivre ceeamneists en retour pour éliminer toute

mutation non détectable par une ségrégation anarkgcine.

T.A.2.2 Analyse moléculaire et phénotypigue du mutant AtNipl

Nous avons analysé l'accumulation des transaAtitiP dans la lignée homozygote et
chez une plante sauvage par RT-PCR (figure 48)camréle de la quantité et de la qualité
des ADNCc utilisés est obtenu an amplifiant les ADNRT 1ubiquitaires. Nous constatons tout
d’abord, comme attendu, que les transcAtBIIP1 ne sont pas présents chez la plante
homozygote. Le gen&tNIP1 ne s’exprime donc pas. En revanche, les ARAINIP2 et
AtNIP3 sont détectés dans la lignée homozygote. La ptaotante homozygote (Hm : 84-1-

7-1) pour l'insertion ADN-T dans le ged¢NIP1est donc bien un mutant nul.
Ws Hm Ws Hm Ws Hm Ws Hm
APT1 AiNIP1 AtNIP2 AtNIP3
500 pb 832 pb 777 pb 720 pb

Figure 48 : Amplification par RT-PCR d’ADNCc de knfille des génes AtNIP chez une plante homozygoie p
l'insertion d’ADN-T dans le géne AtNIP1

Les transcriptions inverses sont réalisées a padiér 2 pg d’ARN totaux extraits de feuilles de mansauvages, d’écotype Ws et
homozygotes (Hm). Les ADNc AtNIP sont amplifiés @R (30 cycles, hybridation a 65°C) puis séparés électrophorése sur gel
d’agarose 1%-TBE 0,5X. L’amplification des transerAPT1 sert de contrdle de charge (25 cycles, ilghon & 52°C). La taille des
fragments est indiquée en bas (pb : paire de bases)

Malgré [l'extinction du geneAtNIP1, nous n’observons pas de variations
phénotypiques évidentes entre les plantes mutagttesauvages. Comme les séquences
primaires des protéines AtNIP sont tres voisinesisSrpouvons supposer que ces protéines ont
une fonction redondante et que I'une d’elles corspdiabsence de AtNIP1. Pour trouver un
phénotype particulier, il faut le rechercher daes utants des autres génes ou établir des

mutants nuls multiples.
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I.A.3Etude du mutant d'insertion ADN-T dans le gene AtNIP2

I.A.4 Présentation du mutant

La lignée mutante d'insertion ADN-T dans le gend\NW2 a été disponible au
laboratoire, les mutants provenant de la banque Sdilk Institute. Les séquences
nucléotidiques flanquant la bordure gauche ontdétérminées pour I'ensemble des lignées

transformanteshttp://www.signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpressinsertion de I'ADN-T est

localisée 45 pb en amont du codon initiateur diedgNIP2, avec la bordure gauche orientée
vers I'extrémité 3’ du géene (voir figure 49). L'ieidion est suivie au cours des générations par

PCR, comme décrit dans la partie précédente.

—»
RB NPTII LB
AtNip2_3'KO
4_
Er| 11| E2| 12| E3] 13 |E4] 14| S} ATNPZ
—>» A Salk
AtNip2_5'KO -45 pb ] 1
Codon initiateur Codon stop
traduction +1171 pb

+1

Géne At2g17730

Figure 49 : Carte du géne AtNIP2 avec une inserd@N-T dans le mutant AtNip2

Le géne AtNIP2 est représenté de fagon schématigee,5 exons (E, bleu) et 4 introns (I, blances lamorces utilisées pour le criblage
des mutants homozygotes sont positionnées patéddes (pour leur séquences, voir tableau d’amqraesexes). RB : bordure droite ;
LB : bordure gauche ; NPTIl : géne codant néomyghesphoryl transférase.

Nous avons disposé des graines de la génératigigh8e 137112). Quelques graines
ont été semées sur terre et les plantes cultivBesakle de culture thermorégulée (voir
matériel et méthodes). Un premier criblage par RQ#artir ’ADN génomique extrait pour
chaque plante a mis en évidence, d’'une part, femce de lignées hétérozygotes et
homozygotes pour l'insertion ADN-T dans le gexi®IP2; et d’autre part, une insertion en
tandem de deux copies ADN-T (figure 50A). Leursduwes gauches sont dirigées vers
I’ADN génomique (figure 50C). Une plante hétérozygest utilisée pour réaliser un premier

croisement en retour.
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L'insertion de 'ADN-T étant située en amont desquence codante, il est nécessaire
de contrbler que le ger&NIP2 n’est pas exprimé pour définir si ces mutants hoymgotes

présentent une perte de fonction.

Amorces
A
LBbl + Nip2 KO 3

1 2 3 45 6 7 W

500
B Nip2 KOS5’ °Nip2 KO 3’
1 2 3 4 5 6 7 Wt

1000
500

pb
LBbl + Nip2 KO &'
C 1 2 3 4 5 6 7 Wt
LBb1 LBb1

<_NIP2_3’KO
— 7y AtNI P2 —
NIP2_5’KO -45 Pb | o |
Codon initiateur Codon stop

+1

Figure 50 : Criblage des plantes mutantes d’ingertADN-T dans le géne AtNIP2 par PCR

A: Amplicons correspondant a l'alléle muté prodaitec le couple LBb1l (amorce indiquée en noire) B12N3'’KO ; B: amplicons
correspondant a l'alléle sauvage AtNIP2 (amorce®NB'’KO et NIP2-3'’KO, représentées en marron) ; @llele muté amplifié par le
couple NIP2-5'KO et LBb1 ; Dreprésentation schématique de I'insertion erdam de deux copies d’ADN-T dans le géne AtNIPDNA
génomique est extrait a partir de feuilles de 7Tnpda (numérotées 1 & 7) issues de la génératioet BBnplifié par PCR avec différentes
paires d’'amorces (40 cycles, hybridation & 55°@s Iproduits amplifiés sont séparés par électropb®=ur gel d’agarose 1 % (p/v) —TBE
0,5X. Avec LB : bordure gauche ; RB : bordure tiroi

I.A5 Analyse moléculaire et phénotypique

Les plantes mutantes homozygotes semées sur mpeeaentent pas de phénotype
evident. Nous avons cherché si le gé&blIP2 était transcrit dans cette lignée. Les ARN
totaux sont extraits a partir de feuilles de dagrdes homozygotes. Les transcAtNIP2
sont alorsamplifiés par RT-PCR a l'aide d’'un couple d’amorsggcifiques de la séquence
codanteAtNIP2 (figure 51)
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Couples AtNIP2-5"  LBbl
d'amorces :  AtNIP2-3' AtNIP2-3’
< > < >
N O A DDA
M P8 P ELE
2000 1 ORI OIS
1600 =
1000 T o o — —
500 T
pb

Figure 51 : Détection des transcrits AtNIP2 chezidantes homozygotes par RT-PCR

Les ARN totaux extraits des feuilles de deux ptaméenozygotes (Hm1 ou 112-1 ; Hm2 ou 112-2) etadegs sauvage d’écotype Columbia
(Col) sont amplifiés par RT-PCR (30 cycles ; hyatioh a 55°C). Les produits amplifiés par les caspAtNIP2-5'/AtNIP2-3' (alléle
sauvage) et LBb1/AtNIP2-3’ sont séparés par élgttonese sur gel d’agarose 1% (p/v)-TBE 0,5X. M rquaurs de taille standards (1 Kb
Ladder, Invitrogen).

Un fragment de taille attendue pour I'ADNc AtNIP2jviron 700 pb, est amplifié
chez les plantes sauvages (figure 51, piste 2) rédgalement chez les deux plantes
homozygotes analysées (pistes 3 et 4). Ces plartssnt donc pas des mutants nuls. Nous
avons cherché a deéfinir I'origine de ce transdlbus avons donc réalisé une seconde
amplification RT-PCR en utilisant une amorce dédadure gauche de 'ADN-T (LBbl), et
un oligonucléotide situé en 3’ du géne (AtNip2 \BJir tableau amorces en annexes 5) (figure
51). Nous constatons alors qu'un ADNc peut étreegera partir de 'amorce située dans la
bordure gauche de 'ADN-T a partir des ARN totawkra&ts a partir des plantes homozygotes
(figure 51, pistes 6 et 7). Ce fragment est ailketattendue, soit environ 1000 pb ('amorce
LBb1 utilisée dans 'ADN-T étant située 110 pb enoat de la bordure gauche). Il n’est, en
outre, pas détecté chez la plante sauvage (figlyeiSte 5), il ne s’agit donc pas d'une
amplification aspécifique. L'extrémité de I’ADN-Toatient un promoteur 35S constitutif
(provenant du virus de la mosaique du chou flel®)@ pb environ, orienté vers la bordure
gauche de 'ADN-T et qui peut éventuellement cdnsti un promoteur ectopique en amont
du geneAtNIP2 (voir annexe 6). Ceci pourrait étre par conséquetibrigine de ADNc
amplifié a partir de 'amorce LBb1.

Au vu de ces résultats, il semble que les plantesozaygotes expriment un transcrit
contenant la phase coda®eNIP2, initié probablement dans 'ADN-T. Nous ne savpas
encore si ce transcrit est en phase et peut pedag protéine complete ou non. Quoiqu’il en

soit, le mutant d’'insertion AtNip2 n’est pas un amitnul.
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La descendance d’'une lignée homozygote est semémilseu gelosé contenant ou
non de la kanamycine. Les plantules de 21 jour$ gbatographiées et présentées dans la
figure 52.

Wt Col

Figure 52 : Phénotype apparent de la lignée mutgateinsertion ADN-T AtNip2

A : Plantules homozygotes AtNip, avec 1 et 4 : pl@stressemblant aux plantules sauvages ; et 2 @léhtules présentant un retard de
croissance et une dépigmentatiorn. Bantule sauvage d’écotype Columbia (Wt Colgs plantules sont cultivées in vitro. Une barren@u
servant d’échelle (5mm) est représentée en babkalgue photo.

Nous remarquons que sur milieu sélectif, la croissades plantules n’est pas
homogene (figure 52A)lJn lot de plantules (figure 52A, types 1 et 4) essble a la plantule
sauvage (figure 52B). D’autres plantules présentelids, un retard de croissance (figure
52A, types 2 et 3) évident, accompagné parfois el’'dépigmentation sur des régions bien
localisées, Ces anomalies de retard de croissdambe @epigmentation disparaissent lorsque
les plantes sont cultivées en I'absence de kanamycésultat non montré). Les plantules de
la lignée homozygote analysée ne présentent dancdeahénotype clair. Elles ressemblent
au type 1 présenté sur la figure 52A (résultat noontré). Il est donc probable que la
kanamycine perturbe le développement de ces mutantszygotes.

Ces plantes mutantes AtNip2, exprimant un trangt¢NiP2 hybride et ne présentant
pas de phénotype clair, ne sont pas utilisables ges analyses fonctionnelles. Ne pouvant
donc pas produire de mutants nuls multiples, noes donc développé une approche
différente permettant de modifier simultanémentpiession des trois genasNIP1, AtNIP2
et AtNIP3
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IT. Mutants exploitant le mécanisme d'ARNi (ARN interférence)

Les geneAtNIP présentant une forte identité de séquence nudiqoé et protéique
(chapitre 1), une redondance fonctionnelle peutoguasles effets de I'inactivation d’'un seul
géene de la famille. Nous avons donc choisi de daieri et débuter I'analyse des mutants
susceptibles d’'inactiver I'expression de plusiegenesAtNIP en exploitant le mécanisme
d’ARNi (ARN interférence).

II.A. Mécanisme d'ARN interference

Nous avons construit des lignées mutantes susteptibabaisser I'expression des
génes AtNIP : mutants « knock down ». Pour celasilpossible d’exploiter et de détourner
un mécanisme naturel de la plante, mis en placemmoent dans la défense contre certains
virus @ ARN double brin (Baulcombe 2004 ; Waterlwes al. 2001). Ce mécanisme
constitue également une voie de contrble postdrai®nnel de I'expression génique
(Waterhouse & Helliwell 2003). Les mécanismes ingpds dans ce phénoméne mettent en
jeu deux complexes Dicer et RISC et un ARN doubla bélivré dans les cellules de la
plante (Waterhouse & Helliwell 2003). Cette struetgonstitue une cible pour un complexe
endonucléolytique (Dicer), libérant des petits ABbUs forme de séquences double brin de
21 a 25 nucléotides. Elles sont exploitées par deptexe RISC (« RNAIi silencing
complex ») afin de conduire une dégradation sppaifides séquences ARN identiques

(exogenes ou endogenes), annulant ainsi 'expresigene correspondant.

II.B. Production de la lighée mutante

Nous avons élaboré une construction, présentda figure 53, destinée a produire un
ARN double brin ectopique chez Arabidopsis. Un finegt d’ADNc AtNIP2, correspondant
aux régions les plus conservées au sein de laléa#IP, est introduit en répétition inversée
de part et d’autre de I'intro SAG6 (sixieme intron du gendSA d’Arabidopsis) afin de
produire apres épissagevivo un ARN double brin (figure 53B et 53C). Le fragrhdgbute
a la fin de I'exon 1 et se termine au niveau duocostop (figure 53A). L'ADNAANIP2 a
été choisi car il est le plus similaire aux deuxresi ADNcAtNIPlet AtNIP3 (chapitre 1).
Plusieurs régions de plus de 21 pb sont strictemdentiques aveétNIP1 Ces régions sont
moins importantes aveBtNIP3 Nous espérons une extinction partielle d’au malesx

genes.
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La construction sur la figure 53B est produite dansvecteur navette nommé IP-1
(pBluescript SKII (-) comportant I'intron 6 du gem&Alcloné en 5’-Spel / Xba-3’)
E. col/Agrobacterium fourni par Dominique Pontier. Cettanstruction est ensuite insérée
dans un plasmide binaire pBI121 (voir carte en aes&) et introduite chexgrobacterium
tumefaciensLa souche ainsi produite est alors utilisée poamdformer de facon stable des
plantes adultes d’Arabidopsis (technique de I'imsiaenr florale, voir matériel et méthodes).

A
Codon initiateur traduction Codon stop
Et|E2|E3|E4 |65
3 » g
5 Fragment AtNip2 ARNi 3
570 pb
B
BamHI Spel XbaI SstI
1 1 1 1
Ter .| Intron 6 . Ter
E— Nos W2#79!x. 355>< AINIPZ ARNi roql | APz ARNG B
¢ ARN double brin épissé
AINIP2
AINIP2

Figure 53 : Carte de la construction ARNi introtuchez A. thaliana

A : Carte du fragment ADNc AtNIP2 introduit (E : exams bleu et |, introns en blanc).:ECarte de la région ARNi (ARN interférence)
produite ; avec RB et LB : bordures droite et gaichspectivement, 35S : promoteur 35S du virusdadsaique du chou fleur ; Nos :
promoteur du géne codant la Nopaline Synthase Ndgr. terminateur Nos ; TSAL :géne codant la Trypéme synthase 1 (chaine alpha).
C : ARN double brin produit in vivo aprés épissages schémas ne sont pas a I'échelle.

II.C. Analyse moléculaire et phénotypique

L’expression du transgeéne et donc le mécanisme NiABeuvent étre mis en place
dés la génération TO dans les plantes hétérozygotas'ADN-T. Les graines transformées

sont semées sur milieu gélosé sélectif (kanamyehelltivéesn vitro.
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Les plantules résistantes sont repiquées en ter?&éﬁejour. La plupart des plantules
résistantes présentent une anomalie du développeatasiracines par rapport aux plantules
sauvages de méme écotype (Columbia), méme agdtieEes dans les mémes conditions
(voir figures 54A et 54B)

A

TO Col TO Col

T1 Col

Figure 54 : Phénotype apparent des lignées ARNRMipues des générations TO et T1

Les graines sont semées et cultivées in vitro slieurgelosé supplémenté en kanamycinePlantes mutantes TO et sauvages (Wt Col)
isolées agées 21 jours (j).:hotographies aprés 18 jours de croissance dastps mutantes T1 et sauvages (Wt Col) présentéssmis
dense.

Les racines des transformants sont plus courtesejles des plantules sauvages, elles
présentent en outre beaucoup plus de ramificatiaérales. Cette observation est
particulierement visible sur les photographiespmlastes T1 agées de 18 jours prises sur boite
(figure 54B). Nous constatons que le phénotypergBsen TO est conservé chez la génération
descendante T1. Ces variations phénotypiques Hestamrrélées a une baisse des transcrits
AtNIP ? Pour répondre a cette question, nous allons eoifier si '’ARNi s’est mis en place

chez les transformants et ainsi tenter de cortétevariations phénotypiques observées a une
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baisse des transcrilgNIP. Nous avons alors analysé I'accumulation des tréag\tNIP par
RT-PCR semi quantitative. Les résultats sont ptésesur la figure 55, en utilisant les ADNc

APT1constitutifs comme contréles.

APT1

TO

711; 723 ;666 pb

Figure 55 : Analyse de 'accumulation par RT-PCRs dienscrits AtNIP _chez une lignée transformantéNAR
Nip2 TO

2 pg d’ARN totaux de feuilles sont amplifiés parAROR en utilisant des amorces spécifiques de chakbic AtNIP (30 cycles,
hybridation a 65°C). Les ADNc sont alors séparés gactrophorése sur gel d’agarose 1% (p/v) conteéndu BET. Les ADNc APTI,
ubiquitaires et constitutifs, sont utilisés commatodles (25 cycles, hybridation a 52°C). Ces rizgalsont représentatifs de deux lignées
transformantes indépendantes présentant des racmartes.

Nous constatons tout d’abord que tous les trassktitIP sont détectés par RT-PCR
chez les plantes sauvages et mutantes. NéanmasstranscritsAtNIP1 et AtNIP2
s’accumulent moins dans le transformant TO anajysédans la plantule sauvage (figure 55).
Il semble donc que l'interférence des ARN ait éiéaren place, conduisant a une réduction
sensible de la quantit¢ d’ARNMINIP1 et AtNIP2 En revanche, les ADNAtNIP3
s’accumulent plus dans les plantes transformant@saffalysées que dans les plantules
sauvages. Ces résultats suggerent que les tranderila familleAtNIP sont co-régulés au
niveau post-transcriptionnel, puisque l'analyse desssagers réalisée chez le mutant nul
AAINIP1 ne révéle aucune accumulation des trans&tN8P3 par rapport au témoin sauvage.
L’accumulation des protéines reste encore a analyse

Nous ne pouvons pas exclure que le phénotype abs#awms ces mutants sous
exprimantAtNIP1 et AtNIP2 soit d0 a I'accumulation des messagathliP3 Nous avons

donc cherché a comparer avec le phénotype de rswgargxprimant I'un des geni$P.
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ITT. Mutants surexpresseurs des genes AT NIP

III.A. production des lignées mutantes

Nous avons produit des constructions susceptibtessutexprimer les séquences
codantes des genes AtNIP1, AtNIP2 et AtNIP3. LedNa3ont introduits dans un plasmide
binaire, pFP101, permettant une sélection direete gtaines TO transformées sous lumiere
bleu, grace a la fluorescence émise par un rappo@&P (voir figure 56 et annexe 5). Ce
gene rapporteur est sous contrdle d’'un promoteécigpuement exprimé dans les graines.
Ainsi les plantes transformées peuvent étre sélewfies chez les graines TO transformées,

avant semis.
D e ok

Figure 56: Carte de la région introduite chez Aalthna en vue d’obtenir des mutants surexprimaiIRL, ou
AtNIP2 ou AtNIP3

L’ADNc entier AtNIP1, ou AtNIP2 ou AtNIP3 (reprégenen bleu) est introduit dans le vecteur pFP10ttp(//www.isv.cnrs-
gif.fr/jg/alligator/vectors.htmjl. Les promoteurs sont représentés en gris (promstAt2S3, promoteur du gene codant une protéae d
stockage dans la graine, Iisoforme 3 albumine Z8omoteur 35S du virus de la mosaique du chou)fleet les terminateurs en blanc
(terminateur de la Nopaline synthase Nos, et teaeinr 35S du virus de la mosaique du chou fleus): Bordure droite de 'ADN-T ; LB :
bordure gauche de 'ADN-T ; AtNIP : séquence codaktiNIP1 ou AtNIP2 ou AtNIP3.

Trois lignées de transformants sont obtenues pgmasun des génes AtNIP :
la lignée Nipl SE pouktNIP1 ;
Nip2 SE pouAtNIP2 ;
et Nip3 SE pouAtNIP3.

III.B. Phénotypes apparents des plantes transformées :

observations préliminaires

Nous ne disposons que de résultats phénotypigéémpraires pour les transformants
AtNIP1 et AtNIP3 Nousne présentons dans les figures 57 et 58 que quelgaesfarmants

les plus représentatifs de la population sélecgena différents stades du développement.
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355 AINIP1 |7

Wt Col Nip1 SE Wt Col Nip1 SE
TO- plante 1 TO- plante 2

Figure 57 : Phénotypes des transformants TO poligl#e Nipl SE

Les graines transformées sont sélectionnées sauigre bleue grace au rapporteur GFP. Elles sontéesrsur milieu gelosé, cultivées in
vitro puis repiquées en terre. Les plantules saega@ gauche) et plantules TO transformées (a erghotographiées sont agées de 36
jours.

La figure 57 montre des plantules agées de 36.j@es plantules semblent présenter
un retard de croissance par rapport a la plantuleage. Ce retard est observé tout au long du
développement, ainsi, les plantes sauvages présalge siligues commencant a sécher, alors
gue les plantes transformées TO comparées atteigrsta le stade de floraison. De plus, ces
dernieres sont généralement moins ramifiées etpatites.

La figure 58 présente des plantules de la lignge3NBE, agées de 18 jours. Nous
remarguons que les racines des plantules TO aut8 $ont plus courtes et plus ramifiées que
celles des plantules sauvages. Par ailleurs, nougops également observer que les feuilles
paraissent plus grandes. Ce phénotype rappelle aedumutants ARNi, accumulant plus de
transcrits AtNIP3 que dans la plante sauvage. Ces transformants Tipartent des
modifications morphologiques retrouvées assez taege pour une méme lignée transformée
TO. Ceci peut suggérer des perturbations dansdfil pfexpression des genestNIP. Le
criblage des mutants surexprimakiiNIP2 et les analyses moléculaires par RT-PCR seront
réalisées prochainement. Elles permettront évdetueht de relier les phénotypes observés a

des variations d’expression des geA#sIP.
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Ter
Nos!

AtNIP3

Wt Col Nip3SE WtCol Nip3 SE Wt Col Nip3 SE
TO TO TO
Plante 1 Plante 2 Plante 3

Figure 58 : Phénotypes des transformants TO poligl#ée Nip3 SE

Les graines transformées sont sélectionnées gracapporteur GFP. Elles sont semées sur milieugfelet cultivées in vitro. Les plantules
sauvages (Wt, écotype Columbia, ou Col) et troantples transformées issues de la génération TBsgmtant des anomalies de
développement des racines, sont photographiées d@r¢purs de croissance.

Ce retard de croissance des racines, observé ebdigihées mutantes ARNi Nip2 et
Nip3 SE est probablement lié & une surexpressiotrahscritAtNIP3. La lignée Nipl SE
présente un retard de développement tout au lotey\de de la plante par rapport aux plantes
sauvage. Nous pouvons souligné que le mutant nkattion ADN-T dans le géne
AtRPOT ;2caractérisé par Baba & al (Babaet al. 2004) présente également un retard de
croissance. lls ont isolé ce mutant au cours dhiflage de mutants possédant des anomalies
du développement des racines. L'expression deigsrgenes plastidiaux dans le mutant
semble étre diminuée par rapport aux plantules aggas: En revanche aucune variation
significative n'a été mise en évidence pour lesegemitochondriaux. Nous disposons
également de mutants d’insertion ADN-T homozygatass le génétRPOT ;2,0btenus et
caractérisés apres trois croisements en retourécatifs par A. Cottet et R. Mach&ne
analyse plus approfondie de I'ensemble de ces nsutdip et Nep d’Arabidopsis, par une
approche de puce a ADN contenant des sondes sp&sfides genes plastidiaux, pourraient
aider & mieux définir le réle des protéines NIPavigs de la polymérase RPOT ;2. La mise au
point de cette technique est en cours de développeau laboratoire.
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DISCUSSION, CONCLUSION ET PERSPECTIVES

DISCUSSION

La famille de protéines AtNIP a été identifiée pame interaction avec I'ARN
polymérase SoRPOT ;2, définie par un test doubleritty chez la levure. Ce crible a été
effectué dans l'objectif d’isoler des facteurs gedficité des ARN polymérases de type
phagiques organellaire ch@z thaliana Nous avons donc cherché a caractériser d’un geint
vue structural et fonctionnel les protéines deecettuvelle famille.

Analyse bioinformatique des séquences primaires des protéines NIP

Nos travaux ont montré que les protéines AtNIP gwésentes uniqguement chez les
végétaux supérieurs. Elles sont particulieremenilaires, et organisées en trois blocs. Ainsi,
la région N-terminale présente une séquence d'amides ressemblant a des séquences
d’'import vers le chloroplaste (AtNIP2) et vers laeohondrie (AtNIP1). Le bloc central des
protéines AtNIP est tres riche en résidus hydrophpb’arrangeant probablement en hélices
transmembranaires. Les protéines NIP comportenguére, dans la région C-terminale, un
motif d’interaction protéine-protéine, de type RINi@ger, qui pourrait étre a l'origine de
l'interaction avec 'ARN polymérase monomérique ebge chez la levure. En effet, une
analyse récente des protéines a motif RING ann@iéesn caractérisées chez Arabidopsis a
mis en évidence que la région C-terminale des medéAtNIP présente bien tous les critéres
requis pour former une structure RING finger (Stenal. 2005).

Les facteurs possédant des motifs RING finger aidt j@squ’ici, uniquement
caractérisés dans les compartiments nucléairessaliques et dans les membranes des
peroxysomes. lls sont généralement impliqués damtainos processus de régulation de
protéines cibles tels que la régulation de I'atéivd’'un facteur de transcription grace a 'ajout
d’'une ou plusieurs ubiquitines, ou bien la stabilites ribosomes (Conaway al. 2002;
Spenceet al. 2000). Les protéines RING finger participent égaat au renouvellement des
protéines via une dégradation spécifique faisatnenir le protéasome. (Freemont 2000).
Chez les végétaux, la protéine COP1 (Constituth@dmorphogenic 1) est impliquée dans le
mécanisme de dégradation spécifique par le pratéaset controle la transition entre le
développement a l'obscurité (skotomorphogenese)leetdéveloppement a la lumiere

(photomorphogenese). Il semble maintenant admislgp@ommunauté scientifique que le
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systeme de dégradation spécifique ubiquitine dégetndlu protéasome n’est pas présent dans
les chloroplastes. La séquence RING finger despres NIP est donc probablement mise en
jeu dans d’autres phénomenes de reconnaissancéigoeat Les résultats de l'analyse
bioinformatique des protéines NIP sont égalemergrenants dans la mesure ou la séquence
primaire ne montre aucun domaine conservé de hadbtADN. Il est donc peut probable que
les protéines NIP soient des facteurs de transmmipsensu stricto Les facteurs de
transcription capables d’interagir avec I'ADN mis évidence dans les organites sont peu
nombreux. Seuls deux facteurs de transcriptionraigires ont été mis en évidence par des
approches biochimiques : CDF2 chez le chloropld'gfeinard et p63 chez la mitochondrie du
blé (Bligny et al. 2000; Ikeda & Gray 1999a). Cependant, leur actemble tres ciblée et
limitée a I'expression d'un seul géne, respectiveimimpéron ADNr et le geneox2 En
revanche, il a été démontré récemment que les ABNn@rases des mitochondries de
levures et de mammiferes reconnaissent spécifiguele® séquences promotrices (Gaspari

al. 2004a; Matsunaga & Jaehning 2004b) et peuvemiirsgeules une transcription efficaoe
vitro si la matrice est partiellement ouverte (Matsun&gdaehning 2004a; Matsunaga &
Jaehning 2004b). Les facteurs de type TFA et /oB,Thssociés a la polymérase
mitochondriale pour constituer I'holoenzyme fonotielle, interviennent uniquement dans le
positionnement de I’ADN et I'ouverture de la douhkdice. Aucun facteur de type TFA et/ou
TFB n'a été a ce jour identifié dans les chloro@asou les mitochondries de cellules

végetales.

Les protéines NIP sont localisées et exprimées dans les plastes

Les analyses d’expression des geAtdlP ont montré que les transcrits sont détectés
de facon ubiquitaire dans la plante et au courssoe développement. Leurs profils
d’accumulation présentent cependant quelques sptsft Ainsi, les transcrittNIP1 sont
les moins abondants, de plus ils s’accumulent prafiellement dans les organes ou tissu
non exposés a la lumiere. Il faut par de plus nqter cette derniére observation peut étre
commune a beaucoup de protéines mitochondriales. rhessager#\tNIP2 sont plutét
détectés dans les feuilles et dans les organesdwgieurs. Les profils d’accumulation des
ARNmM AtNIP3et AtNIP4 sont complémentaires au cours du développements Adue
AtNIP4 est observé majoritairement dans les stades méaidardifs du développement, les
messageré&tNIP3 s’accumule préférentiellement au cours de la samise de la plante. Ce

dernier est également particulierement abondarg racines.
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Nous avons également mis en évidence que l'acaiionl des protéines NIP est
influencée par la lumiére. En effet, elles sontoetées uniquement dans les organes aériens,
et a partir du é2“‘3jours de croissance, soit dés que les cotylédpparaissent. De plus,
'accumulation des protéines NIP est induite daes plantules étiolées incubées 24 h dans

des conditions de cycle « jour long » (photopérib6le lumiére/8h obscurité).

Les protéines NIP et NEP sont colocalisées dans les plastes

Nous avons préparé et caractérisé chez I'épinachet Arabidopsis des anticorps
spécifiqgues des protéines NIP et des polyméraseB. NEhez Arabidopsis comme chez
I'épinard, les protéines NIP ont été localisées ipamunodétection apres fractionnement
cellulaire et suborganellaire dans la membraneiudacoides. Par protéolyse ménagée de la
surface des membranes, nous avons également d@&tefanitopologie de l'insertion des
protéines NIP dans ces membranes. L’extrémité @ubale des protéines fait protrusion dans
le stroma alors que I'extrémité N-terminale estbatdement dirigée vers le lumen, la
membrane thylacoidienne étant traversée par lestiédices transmembranaires potentielles.
Les expériences de chromatographie d’exclusion sam@ubilisation des membranes
thylacoidiennes montrent que les protéines NIP igdatérisent dans la membrane,
probablement sous forme d’octaméres.

La localisation subcellulaire des polymérases NERsdles cellules végétales est
encore actuellement controversée. En utilisant piesites d’Arabidopsis transformées
exprimant le gene rapporteur GFP en fusion tradonglle avec la région N-terminale des
polymérases NEP, il a été montré que AtRPOT ;aésissée au plaste alors que AtRPOT ;2
est adressée aux deux compartiments, mitochoretrighstidial (Hedtket al. 1997; Hedtke
et al. 1999a). Des résultats plus récents, utilisant |lé@mm approche de fusion
transcriptionnelle incluant cette fois une parteeld région 5’ non traduite de la polymérase
AtRPOT ;2 indiquent un import mitochondrial exclushez la moussBhyscomitrella pattens
et chezA. thaliana(Kabeya & Sato 2005). En outre, dans le mutantabfdopsis nul pour le
gene AtRPOT ;2 aucune variation significative de I'accumulatiodes transcrits
mitochondriaux n’a été mise en évidence (Babal. 2004). Seule la transcription plastidiale
semble étre affectée. Ces observations ne condopdsnavec une localisation de RPOT ;2
dans les mitochondries. Par ailleurs, des expé&genenées au laboratoire avec des protéines
de fusion NIP-GFP et SIG4-GFP montrent que la Isaibnin plantagrace a des fusions
traductionnelles avec un gene rapporteur fluordscefalisées chez le tabac ou chez

Arabidopsis, est parfois source d'artéfacts. Lastmction hybride introduite est sous
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contr6le d’un promoteur fort et constitutif, ne @spondant pas aux conditions d’expression
du gene d'intérét. Le métabolisme et la physioladgela cellule végétale sont alors tres
souvent perturbés par la transformation transitmirstable.

Nous avons donc choisi une approche différente peuer cette contradiction. Nos
résultats montrent trés clairement par immunodéecsur des fractions subcellulaires et
subplastidiales purifiées que, comme les protéiN#3, SoRPOT ;2 et SoRPOT ;3 sont
exclusivement localisées dans le chloroplaste.

De plus, nous avons montré que les ARN polymérddE® plastidiales sont
préférentiellement associées aux compartiments maralbes de |'organite. Les NEP
plastidiales d’épinard sont rattachées aux thytben)i SORPOT ;3 pouvant étre également
associée a l'enveloppe. Ce résultat est originakcatstitue la premiére démonstration
biochimique de I'association des NEP aux membradesqu’a présent, aucune des études
systématiques des protéomes des organites et e deus-compartiments par séquencage
peptidigue n'a jamais réussi a déceler les NER@feti al. 2004; Kleffmanret al. 2004; Kruft
et al. 2001; Peltieet al. 2002). Il est donc probable que le nombre de nutdscde NEP dans
le chloroplaste est situé sous le seuil de détect&ocette technique.

Dans certaines conditions expérimentales, une Igss chloroplastes permet
'obtention de deux fractions transcriptionellemeattives et présentant des affinités
différentes pour I'ADN :d’'une part une fraction asg®e aux membranes, capable de
transcrire des ARN sans ajout de matrice exogenmregment liée a 'ADN, le TAC,

« Transcriptionnally Active Chromosome » et d’aytat une fraction soluble, moins affine
(Krause K & Krupinska K 2000).

Parmi les protéines impliquées dans la transcnpdio plastome, seule la sous umité
de 'ARN polymérase multimérique PEP a été idedifdans les TACs par immunodétection
(Suck et al. 1996). Ceci n’exclut cependant pas la présence NIEB puisqu’aucune
immunodétection sur des extraits purifiés de TA@&aréalisée. Des traitements a la DNase |
effectués sur des membranes plastidiales contdaanpolymérases NEP ont montré que
'association des NEP aux membranes ne reposagipase liaison a I’ADN plastidial. Nos
résultats infirment donc I'hnypothése généralememiae selon laquelle les polymérases sont
associées aux membranes uniquement par 'ADN.

Les facteurs NIP sont par conséquent localisées ldaméme sous compartiment que
'ARN polymérase SoRPOT ;2. Il faut noter que lgu#Ence primaire des ARN polymérases
NEP ne contient ni séquence transmembranaire peltenhi motif apparent de rattachement

physique aux membranes (ajout d’'un groupementidjpelou de sucres, zone riche en acides
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aminés hydrophobes). L’association des polymérsé&® Mux membranes plastidiales
implique donc un ou plusieurs partenaires proté&gudous avons voulu vérifier si NIP
participait a ce complexe protéique.

Les protéines NIP et NEP sont associées dans la membrane des

thylacoides.

Nous avons analysé par immunodétection les pratésmubilisées a partir des
fractions membranaires plastidiales en conditicat$vas. Des complexes protéiques ont été
solubilisés par un détergent doux et non ioniques péparés selon leur masse moléculaire
apparente par chromatographie d’exclusion. Les pagltides NIP participent a deux
complexes : un complexe majeur de masse molécwpparente voisine de 150-200 kDa et
un complexe de masse moléculaire voisine de 670 kRapolymérase SoRPOT ;2 est
exclusivement éluée avec les protéines NIP dandrdetions correspondant au complexe
d’environ 670 kDa,. Bien que ces fractions ne dopas pures, cette observation conforte
'idée, in planta, d’interaction physique NIP-NEP observée chez laude. Ces deux
expériences indépendantes tendent donc a confiti@estence d'une interaction NIP-
SoRPOT ;2. Par ailleurs, le complexe d’environ 280- kDa implique sans doute des
oligoméres NIP éventuellement associés a d’autretedirs encore inconnus. Ces résultats
nous conduisent a proposer deux modeles structimguothétiques définissant I'organisation
des protéines NIP et SORPOT ;2 dans les membrag&coidiennes (Figure 59 et Figure
40). Des complexes d’environ 150-200 kDa, compredas oligoméres NIP, sont intégrés
dans la membrane des thylacoides. Une partie deareplexes est organisée au sein d'un
complexe plus grand, de masse moléculaire supéri@@70 kD, incluant une ou plusieurs
molécules de I'ARN polymérase SoRPOT ;2 ainsi, éwlement, que d’'autres partenaires
non identifiés. D’aprés la taille finale du compeXNEP-NIP (voisine de 670 kDa),
SoRPOT ;2 pourrait en effet exister sous forme wibt&traméres (masse moléculaire voisine
de 480 kDa). Les interactions NIP-SoRPOT ;3 réstanore a vérifier.

Modéle fonctionnel de |'association NIP-NEP

Nos résultats bouleversent le modéle fonctionnagdement admis selon lequel la
polymérase NEP s’associe avec 'ADN pour la trapsion, la localisation membranaire des
ARN polymerases étant due a l'association de 'ABdK membranes. Deux hypotheses
peuvent étre envisagées pour expliquer le foncéorant de la polymérase RPOT ;2 chez
I'épinard.
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Tout d’abord, le rattachement physique des ARN pélases de type phagique aux
membranes du chloroplaste pourrait s’'inscrire dams coordination de la transcription, la
maturation des messagers et la traduction. Ceftethgse est basée sur une analogie avec les
mécanismes d’expression génique des génomes mitdchox de 'Homme et de la levure
Saccharomyces cerevisiadlous avons rappelé dans lintroduction que leshimeries
transcriptionnelles des mitochondries de 'Hommelaetevure mettent en jeu des ARN
polymérases de type phagiques, respectivement POLERIMRPO41. RPO41 est également
associée aux membranes mitochondriales (Rodehd&felShadel 2003). Les génes
mitochondriaux des eucaryotes supérieurs codermntsiement des protéines de nature
hydrophobe, participant a la chaine respiratoiresda membrane interne mitochondriale.
Chez la levure, leur insertion dans la membrane@strolée par une translocase, située elle
aussi dans la membrane interne. Certains facteutsaduction sont également intégrés dans
la membrane interne de l'organite (Green-Willres al. 2001; Mantheyet al. 1998;
(McMullin et al. 1990; McMullin & Fox 1993 ; Wiesenberger & Fox 199

Activateurs traductionnels _ _
COX Autres activateurs traductionnels

~

Membrane interne mitochondrie

NAM1
ARN naissant

ADN

Figure 59 : Organisation de I'expression du génomiochondrial autour de la membrane interne chez S
cerevisiae (d'aprés Rodeheffer & Shadel 2003).

Modele du couplage transcription / traduction a xiroité de la membrane interne mitochondriale cteeliure S. cerevisiae. L’ARN
polymérase, via son extrémité N-terminal (ATD)eragit avec NAM1, protéine matricielle intervenatdns la traduction et dans la
maturation d’ARNm précurseur et avec SLS1, uneépretde la membrane interne en restant associéenaaléoides et & I'ADN
mitochondrial.

Il a été suggéré que lefficacité de I'expressiam génome mitochondrial d§.
cerevisiaereléve d’'une coordination des phases de trangmmigt traduction Rodeheffer MS
et Shadel GS (Rodeheffer & Shadel 2003). En efies, travaux ont démontré qu’'une seérie
d’interactions aménent les complexes de transoripitontre la membrane interne de
'organite. Un modele présentant I'organisationl@gpression génique des mitochondries
centré sur la membrane interne a donc été progeigéré 59). Un « pont protéigque » se
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formerait entre le chromosome et la membrane iatenitochondriale pour manipuler et
coordonner toutes les étapes de I'expression gémlgez la levure.

Dans le chloroplaste, deux translocases ont étgifiges : la protéine ARTEMIS dans
'enveloppe interne (Funext al. 2004) et la protéine ALB3 dans les thylacoidesh{Ket al.
2005). Ces protéines sont chargées de linsertiesm protéines dans leur compartiment
membranaire et forment avec la protéine mitochatelriOXAl de la levure et leur
homologue bactérien, YIDC une famille de translesadJn tel mécanisme de couplage
transcription/traduction est retrouvé égalementzdbe bactéries ou la translocase YIDC est
capable a elle seule d’intégrer a la membranera®ipes en cours de synthese (Hanagtka
al. 2005). Les protéines ALB3 et ARTEMIS contribuertidsertion post-traductionnelle de
protéines polytopiques dans les thylacoides ouvékppe respectivement. Par ailleurs,
I'existence d’'un facteur de maturation et de traidncde I'opéronpshbB (psbB-psbT-psbH-
petB-petD associé aux membranes thylacoidiennes a été méeehmis en évidence par
Sane AP et collaborateurs (Sane, Stein, et al.)2@5plus, ce facteur a motif R-TPR (RNA
TétratricoPeptide) integre des complexes protéigigeplus hautes masses moléculaires. Par
conséguent, nous pouvons supposer qu’'un systéemeglad@ena celui des mitochondries de
levure existe chez le chloroplaste, permettantaggnocher physiquement des membranes
une partie des appareils impligués dans les diseétapes de I'expression génique. Ce
systeme inclurait un ancrage de la polymérase RRQ@Ix membranes thylacoidiennes par
lintermédiaire d'un oligomere NIP, afin dassuremn couplage des phases de
transcription/maturation/traduction (modéle A, figu60). Ce modele implique probablement
une certaine mobilité de 'ADN plastidial. Dans teehypothése, la protéine RPOT ;2 serait
active. Ce point reste a vérifier expérimentalendgms nos extraits. Ce modele A est a
rapprocher des observations faites au cours dulajgement plastidial chez le mais, selon
lesquelles la quantité de la polymérase NEP dimmaés I'activité transcriptionnelle croit
avec la différenciation plastidiale (Cahoetral. 2004).

Dans une deuxieme hypothese, I'association des BIBEP membranes plastidiales
dans les chloroplastes pourrait constituer une éod® sequestration de I'enzyme dans une
forme inactive. En effet, la difféerenciation desoplastes en chloroplastes s’accompagne
d’'une augmentation spectaculaire des activitésstrgotionnelles. L’activité NEP serait
prépondérante dans les stades précoces du déveleppelastidial, ou elle transcrirait
notamment les sous-unités de la PEP. Elle seesitvite relayée, voire débordée par I'activité
PEP dans les stades plus tardifs. Dans des trasgaemment rapportés, Hanaoka & al

(Hanaokeet al. 2005) suggéerent, grace a des expériences réailise® une inhibition de la
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NEP d’Arabidopsis au cours de la différenciation proplaste en chloroplaste. Cette
inhibition pourrait étre engendrée par la fixatgpécifique d'un ARN de transfert plastidial,
I’ARNtE, exclusivement transcrit par 'ARN polymérase PERtte molécule assurerait par

conséqguent le basculement des activités transamipdiles du chloroplaste de la NEP a la
PEP au cours du développement. Leur hypothésegseula possibilité de maintenir une
enzyme sous forme inactive dans I'organite. Dasscoaditions, nous pouvons imaginer que
l'interaction NIP-NEP dans les membranes thyla@sides pourrait constituer une forme de
stockage de I'ARN polymérase NEP sous forme inactians les chloroplastes matures
(Figure 60 B). Cela supposerait que les NEP so@atguées dans certaines conditions pour
devenir actives, suite a un stimulus encore ind@te¥ par exemple. Dans ce contexte, 'ARN
polymerase serait mobile, et pourrait se déplaeelohg du chromosome plastidial pour

transcrire ses genes cibles.
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ADN plastidial

ARNm naissant

Stroma

Thylacoides

enveloppe
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Stade de développement?
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ADN plastidial

ARN naissant

Figure 60 : Modeéles de fonctionnement des NEP igiagts dans les chloroplastes matures de plantes
dicotylédones

A Amélioration de I'efficacité de I'expression gémig optimisant la succession des évenements deesgnet maturation d’ARNm (gris, 1)
et de la traduction (2). BSéquestration des NEP a la membrane en vue dhantivation et d'un stockage. NH2 : extrémité Nxigrale du
polypeptide en cours de synthése (bleu). MFP1 téome de liaison de I'’ADN aux thylacoides.
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La transcription du génome plastidial chez les teagé supérieurs est donc un

phénomene trés complexe mettant en jeu trois ARMperases différentes. La question du
partage de I'expression du plastome par ces ARMpélases reste encore controversée. Des
approches d’analyses du plastome par puces a ADMaesepar Krauset al. Lengenet al.

ont montré que I'ensembles des génes plastidiauxgient étre transcrit par la NEP dans des
cellules de tabac déficientes en PEP (Kraetsal. 2000 ; Legeret al. 2002). Depuis ces
dernieres années, difféerentes observations supriéssion des génomes organellaires des
eucaryotes supérieurs, et en particulier chezHegaplastes, conduisent a porter un nouveau
regard sur I'expression des organites semi-autoapree particulier les mécanismes de
coordination des activitts PEP/NEP dans le plastesi que le fonctionnement des ARN
polymérases de type phagiques. Nos travaux monirerdgttachement physique des NEP aux
membranes des chloroplastes matures, impliquattaptement des protéines insérées dans
ces membranes. La famille de protéines NIP que awass caractérisée d’'un point de vue
structural et fonctionnel intervient probablemeansl I'attachement des NEP aux membranes,
et plus précisement SoRPOT ;2 puisque une interacBORPOT ;3/NIP reste encore a
démontrer. Afin de vérifier une implication des f@oes NIP dans la régulation de
'ensemble de la famille des ARN polymérases de typagique, il est nécessaire de définir
avec précision la localisation subcellulairede cimgcdes NIP. Les approches et outils utilisés
ne le permettant pas jusqu’ici, d’autres moyensidat étre mis en place pour répondre a
cette question. Nous pouvons penser a des expésiafionportin vitro ; ou encore des
immunodétections apres fractionnement subcellulait® transformants d’arabidopsis
exprimant une protéine NIP fusionnée a une étiqguettuvant servir d’épitope (poly-
histidines ou étiquette HA par exemple). L'assaciatNIP-NEP peut étre également
déterminée par des tests d’interaction tels qu’'eoeémmunoprécipitation de protéines
produitesin vitro. Afin de s’affranchir des problémes de surproductdes protéines NIP
observées cheiz. coli, les protéines NIP et NEP pourraient étre produypi des systemes de
transcription-traductiom vitro (« TNT coupled wheat germ extracts systems », PEGK).
Bien que les quantités produites soient plus éaibla détection de I'un des polypeptides
produits peut étre amplifiee grace a un marquagkoaatif des méthionines (S35). La
fonction des protéines NIP, et notamment une initeeéventuelle dans I'expression du
génome des organites, peut étre également apprqidréene étude des mutants AtNip

produits chez Arabidopsis. Il faudrait tout d’abattline part contrbler si les membranes
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plastidiales peuvent incorporer et étre le siegmel’activité transcriptionnelle. Ce premier
point peut étre mis en évidence grace a des testsadscription non spécifiques, réalisés a
partir d’extraits membranaires, en présence oustabce d’antibiotiques ciblant les ARN
polymérases PEP ou NEP, ou encore de matricesfignési aprés digestion de I’ADN
plastidial. L'activité transcripionnelle devraitrétperturbée chez des mutants AtNip. D’autre
part, le role des protéines NIP dans le plastelaes I'accumulation de messagers, pourrait
étre également abordée par une étude transcripiengicice a une puce « plaste spécifique »
disponible au laboratoire. Un second point pouamiribuer a définir le réle physiologique
des protéines NIP implique l'identification d’awdreartenaires, ceci pouvant étre notament
réalisé en poursuivant I'enrichissement des frastiobtenues par gel filtration communes
contenant NIP et SORPOT ;2, en ajoutant une secs@paration chromatographique (autre
chromatographie d’exclusion avec une colonne ptéasenine séparation plus importante, ou
chromatographie d’affinité/échangeuse d’ions avec pxemple une colonne héparine-
sepharose). Le contenu de ces fractions enricloi@sait étre finalement étre déterminé grace
a un séquencage peptidique sur ce mélange liqoitglexe.

Si I'on se focalise sur le plaste, les ARN polynsésa SoRPOT ;3 et SORPOT ;2 ne
semblent pas présenter la méme affinité vis-a @ssmembranes, car en effet, les expériences
de traitements a la DNase de membranes plastidiaest également conduit a un
détachement partiel de SORPOT ;3 en fin de réaotiboe, indépendamment de 'enzyme. I
s’agit d’un premier trait permettant de différemcaes deux polymérases plastidiales. Ces
etudes d’interaction NIP/SoRPOT ;2 et NIP/SoRPOpPg8rraient par conséquent aider, en
partie, a definir le partage respectif des tacheses ARN polymérases plastidiales dans
'expression du plastome tout d’abord, puis plusggdaent, dans le développement du
chloroplaste ou de la plante. Finalement I'enserdelees études pourrait aider a discriminer

entre les modeles fonctionnels NIP-NEP proposes ici
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Annexes

Annexe 1: séquences des peptides antigéniques

Antisérum et protéine cible

Peptides antigéniquesumgro et

séquence)

SE581 et SE582 (AtNIP1)

peptide52 : TGKNNLDAFGNKDSC

peptide 53 : QLGETVRSLPHCHP

SES583 et SE584 (AtNIP2)

peptide 54 : FDDHTSLFDTGGSKG

peptide 55 : ITGNNNTDASENTD

692-2P (SORPOT;2)

Peptide 23: RERGGSLVKEGIGER

Peptide 24: AGVDSSTDLEDDV

786 (SORPOT;3)

AIEKEQKSQRSRKQK

Tableau récapitulatif des peptides antigéniquelssés pour la production des antisera NIP et NEP
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Annexes

Annexe 2: séquences des oligonucléotides utilisés

nom séquences (5'-3") utilisation
JA13 GGATCCATGGCCTCTTCTAGATTCCAATCTGGG |clonage dans EL103::eY FP (NIP1, chapitre 2)
JAl4 GGATCCATGGCC TCGTCATCATCATCA clonage dans EL103::eY FP (NIP2, chapitre 2) et RT-PCR
JA2 GGA TCC ATG GAT GGT TAT TAT TCT CTG clonage dans EL103::eY FP (NIP3, chapitre 2) et RT-PCR
JA4 TCT AGACAA AGCTCCAGTAAGTGCTCC clonage dans EL103::eY FP (NIP1, construction A,chapitre 2)
JA5 TCTAGAAAGGCCCCTAGCAATGTGCC clonage dans EL103::eY FP (NIP2, construction A,chapitre 2)
JA6 TCTAGATTCTTGGCCGATCAAAGCCCC clonage dans EL103::eYFP (NIP3, construction A,chapitre 2)
JA10 TCT AGA GGA GAG GGT GAA ACG ACA TGC |clonage dans EL103::eYFP (NIP1, construction B,chapitre 2)
JA1l TCT AGA AGA GAC AAG GAA ATG ACA AGC |clonage dans EL103::eYFP (NIP2, construction B,chapitre 2)
JA12 TCT AGA AGA GAC GGC GAA ATG GAA GGA |clonage dans EL103::eYFP (NIP3, construction B,chapitre 2)
NIP1-TM3 XBA TCTAGATCCCATCTGACTTTGAACCGC clonage dans EL103::eYFP (construction C,chapitre 2)
NIP2-TM3 XBA TCTAGATCCCATTTGACTTTGCACTGC clonage dans EL103::eYFP (construction C,chapitre 2)
NIP3-TM3 XBA TCTAGAAGCTCCCATCTGACTCTGGAC clonage dans EL103::eYFP (construction C,chapitre 2)
JAL TCTAGATTACAGATCGCGTCTACACATTTG  [clonage dans EL103::eYFP (NIP1, construction D,chapitre 2) et RT-PCR
LysR2 Fusion GFP | TCT AGA AAT ATT ACG TCT ACA CAT CGG GC |clonage dans EL103::eYFP (NIP2, construction D,chapitre 2) et RT-PCR
JA3 TCTAGATCAAAGATGTCTTCTGCACA GGGAC |clonage dans EL103::eYFP (NIP3, construction D,chapitre 2) et RT-PCR
JA7 ACCGGTGGCTCAAAGGGG contréle de fusion NIP1::eYFP dans EL103
JA8 CTTTTTGATACAGGAGGC contrdle de fusion NIP2::eYFP EL103
JA9 ATGGGAGCTGTGGAGTCC contrdle de fusion NIP3::eYFP EL103
nip3 5'-Bgl Il AGATCT ATG GAT GGT TAT TAT TCT CTG Clonage dans pBAD/HisB
nip3 5'-Ecorl GAATTCTCAAAGATGTCTTCTGCACA GGGAC |Clonage dans pBAD/HisB
nip2-5Pstl CTGCAGGAACGCATTAAAGACGCTTGC Clonage dans pBAD/HisC
nip2-3EcoRl GAATCCTTAAATATCACGTCTACACAT Clonage dans pBAD/HisC
SPI RPOX 181 TTTTCTATTTCACGTAGTTACAG Clonage de SoRPOT;2 dans pBAD/thiotopo
SPI RPOX SE3 GAGCTCCTTCAGGTCACCTTGAGAATC Clonage de SoRPOT;2 dans pBAD/thiotopo
JL202 CATTTTATAATAACGCTGCGGACATC criblage mutant AtNip1 (Wisconsin)
AtNip1_5'UTR GATCCTACCGTAGATCGTTTCGAGTC Criblage mutant AtNip1 et RT-PCR
AtNip1_5'KO TGAAGAGCCAATTGTCTATGCAAGG Criblage mutant AtNip1 (appelée aussiLys R1 PS)

SALKNIP2_5' KO

AAAGTTCTTTGCCCCGTGAGC

criblage mutant AtNip2 (Salk)

SALKNIP2_3' KO

GCTCACCAAGTAGAGAAAACAT

criblage mutant AtNip2 (Salk)

LBB1 GCGTGGACCGCTTGCTGCTGCAACT criblage mutant AtNip2 (Salk)
NIP2 RNAIi-Xba GTCCTAGAGGGCACATTGCTAGG amorce 5', clonage dans IP1 et pBI121 (sens)
NIP2 RNAI-Sacl GGAGCTCAATATTACGTCTACAC amorce 3', clonage dans IP1 et pBI121 (sens)
NIP2 RNAi-Bam HI GCGGATCCAATATTACGTCTACAC amorce 3', clonage dans IP1 et pBI121 (antisens)
NPT 11 5 AGATGGATTGCACGCAGGTTCTC criblage mutant KanR
NPT 11 3 TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGC criblage mutant KanR
APT1-2 amorce 5' TCCCAGAATCGCTAAGATTGCC RT-PCR
APT1-1 amorce 3' CCTTTCCCTTAAGCTCTG RT-PCR
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Annexes

Annexe 3 : Profil d'accumulation des transcrits RBCS établi par analyse

transcriptomique (« gene atlas »)
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Avec UA : Unités Arbitraires du niveau d’expression
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Annexe 4 : Vecteurs binaires utilisés
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Annexe 5 : Vecteurs d'expression procaryotes utilisés
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Annexe 5 (suite): Vecteurs d'expression procaryotes utilisés
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Annexe 6 : Carte du vecteur binaire utilisé pour produire les mutants

d'insertion du Salk Institute
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ABSTRACT

Plant plastids contain a circular genome of ~150 kb
organized into ~35 transcription units. The plastid
genome is organized into nucleoids and attached to
plastid membranes. This relatively small genome is
transcribed by at least two different RNA poly-
merases, one being of the prokaryotic type and
plastid-encoded (PEP), the other one being of the
phage-type and nucleus-encoded (NEP). The pre-
sumed localization of a second phage-type RNA
polymerase in plastids is still questionable. There is
strong evidence for a sequential action of NEP and
PEP enzymes during plant development attributing
a prevailing role of NEP during early plant and plastid
development, although NEP is present in mature
chloroplasts. In the present paper, we have analysed
two different NEP enzymes from spinach with respect
to subcellular and intra-plastidial localization in
mature chloroplasts with the help of specific antibo-
dies. Results show the presence of the two different
NEP enzymes in mature chloroplasts. Both enzymes
are entirely membrane bound but, unlike previously
thought, this membrane binding is not mediated via
DNA. This finding indicates that NEP enzymes are not
found as elongating transcription complexes on the
template DNA in mature chloroplasts and raises the
question of their function in mature chloroplasts.

INTRODUCTION

The plastid genome is transcribed by at least three different
RNA polymerases. According to their different coding origins
these enzymes are called plastid-encoded plastid RNA poly-
merase (PEP) and nucleus-encoded plastid RNA polymerase
(NEP). PEP is a multimeric enzyme of the prokaryotic
type and NEP enzymes are monomeric enzymes of the
phage-type (1-3). The number of genes coding for NEP

enzymes differs in different plant species, e.g. only two
genes have been reported for monocotyledons (4—6) and for
the moss Physcomitrella patens (7,8), but three genes exist in
dicotyledons like Arabidopsis thaliana (9,10) and, correspond-
ingly, six genes have been reported in Nicotiana tabacum, a
natural allotetraploid plant (11). The localization of the cor-
responding proteins is not yet clear and the functional signifi-
cance for this multiplicity of enzymes is not well understood.
Results using transit peptide-GFP fusion constructs are con-
troversial. It had been shown for Arabidopsis that one of the
three phage-type RNA polymerases (AtRPOT;3) is imported
into chloroplasts, one (AtRPOT;1) is imported into mitochon-
dria and the third one (AtRPOT;2) is targeted to the two
organelles (9,10). The dual targeting of AtRPOT;2 has been
recently contradicted by Kabeya and Sato (12) who showed
exclusively mitochondrial localization of this enzyme. Again
in contradiction to an exclusively mitochondrial localization
of AtRPOT;2 are results obtained from characterization of
knock-out mutants that show changes only in plastid gene
expression but not in mitochondrial gene expression (13).

Also not clear is the nomenclature of these enzymes. In
different papers, the mitochondrial enzyme is named
RPOT;1 or RPOY or RPOTm. The plastid enzyme is
named RPOT;3 or RPOZ or RPOTp, and the dual targeted
enzyme is named RPOT;2 or RPOX. In the present paper, to
assure easy understanding, we will use the nomenclature
RPOTm (for mitochondrial enzyme), RPOTp (for plastid
enzyme) and RPOTmp (for dual targeted enzyme; mitochon-
dria and plastid).

On the biochemical level, chloroplast RNA polymerases
have been characterized so far in two different ways. Either
they have been purified as soluble enzymes from supernatants
of osmotically shocked and sheared chloroplasts or as protein—
DNA complexes (named TAC for transcriptionally active
chromosome) after solubilization from plastid membranes
by Triton X-100 treatment [for a review see (14)]. A large
portion of this DNA-bound RNA polymerase activity can be
released from the protein-DNA complexes by salt treatment;
but part of the RNA polymerase activity remains tightly bound
to DNA, even after high-salt treatment (15,16).
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Soluble RNA polymerases have been characterized by anti-
body cross-reactions and by protein sequencing of polypep-
tides present in highly purified transcriptionally active extracts
(17-20). These experiments have shown that PEP as well as
NEP enzymes can be recovered in form of soluble enzymes
from chloroplast extracts. On the other hand, the membrane
bound part of the chloroplast enzymes has been much less
characterized with respect to the RNA polymerases that are
present. Although some major polypeptides have been
enriched in purified TAC fractions, none of these polypeptides
has been identified unambiguously as subunit of a RNA poly-
merase (15,16,21). Actually, only the presence of the
a-subunit of PEP has been demonstrated in high-salt TAC
complexes by immuno-cross-reaction (22) thus indicating
the presence of PEP in membrane bound TAC complexes.

Also, the nature of membrane binding of transcriptionally
active protein—-DNA complexes is not yet clear. It is generally
assumed that RNA polymerases are localized to plastid
membrane fractions via anchoring of its DNA templates.
DNA-binding proteins like PEND (plastid envelope DNA-
binding protein) and MFP1 represent reliable candidates for
anchoring plastid DNA to plastid membranes (envelopes or
thylakoids, respectively) (23-25).

In order to get more information on NEP enzymes, in the
present paper we characterize two NEP enzymes from spinach
in more detail (accession nos Y 18852 and Y18853). These two
enzymes are homologous to the Arabidopsis RPOTp and
RPOTmp enzymes, i.e. to the plastid located and to the pre-
sumably dual targeted NEP enzyme. By using specific peptide
antibodies to each of these enzymes we address the questions
of whether both NEP enzymes are localized in plastids and
whether both (one) of the enzymes are (is) attached to plastid
membranes.

MATERIALS AND METHODS
Cloning of the spinach RPOTp and RPOTmp cDNAs

The two cDNAs have been isolated from a commercially
available Lamda ZAP®II Library (Stratagene). In a first
step, 5000 phages have been screened using a PCR-
amplified DNA fragment. Primers (5-TCGTGGTCGGGCA-
TATCC-3' and 5'-CACCTTCCTTCCAGTGGC-3') had been
designed using the sequence of a gene fragment that had been
communicated by A. Weihe. From this experiment, one clone
corresponding to a partial sequence of RPOTmp was obtained.
In a second step, this clone was used to re-screen the library
and to obtain full-length clones of RPOTmp and RPOTp.

Building up the phylogenetic tree

Sequences have been aligned by Multalin (http://npsa-pbil.
ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_server.
html) and gaps have been removed manually. Only the most
conserved C-terminal 441 amino acids (Supplementary Figure
1S) have been selected for tree construction using the PHYLIP
program. The alignment was reformatted in PHYLIP using the
CLUSTALW program. Trees based on parsimony as well as
on distance were constructed by Protpars and Protdist pro-
grams, respectively, which are available on the Pasteur server
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/phylogeny/intro-uk.html).
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Distances have been obtained by the Jones—Taylor—Thornton
Matrix and the phylogenetic tree was constructed by the
neighbour-joining method. Bootstraps have been performed
before each analysis. The numbers on the branches correspond
to bootstrap confidence levels obtained for 100 replicates.
Only values above 50 are indicated.

Antibody preparation and purification

Peptide antibodies have been prepared in rabbits by Eurogen-
tec using their standard protocol. Peptides that have been used
for RPOTmp and RPOTp antibody production are indicated in
Figure 1B. To prepare antibodies against the o subunit of
spinach PEP the following peptides have been used: H,N-
WKCVESRTDSKCL-CONH,; H,N-HAEENVNLEDNQHK
VC-CONH,. For purification of specific IgG fractions the
corresponding peptides have been coupled to activated immu-
noaffinity supports (Bio-Rad) and the sera have been purified
according to the supplier’s protocol.

Protein analysis

Proteins have been isolated and analysed by western immu-
noblotting as described previously (26). Briefly, protein
extracts were prepared according to Hurkman and Tanaka
(27). Protein concentrations were determined by using the
BioRad DC protein assay and BSA as standard. After separa-
tion of equal amounts of protein by SDS—PAGE and subse-
quent transfer to nitrocellulose membranes (Schleicher &
Schuell) proteins were either stained by Ponceau S or analysed
for antibody reaction using the ECL western blotting detection
system (Amersham Biosciences).

Chloroplast sub-fractionation

All operations were carried out at 0-5°C. Intact chloroplasts
were obtained from spinach leaves and purified by isopycnic
centrifugation using Percoll gradients according to Douce and
Joyard (28). Stroma, thylakoids and the envelope fractions
were purified from lysed chloroplasts by sucrose gradient cen-
trifugation as described in Douce et al. (29).

Preparation of mitochondria

All steps were carried out at 0-5°C. Intact mitochondria were
prepared from spinach leaves by isopycnic centrifugation
using self-generating Percoll gradients as described by
Neuburger et al. (30). Mitochondria accumulate as a white
tight band near the bottom of the gradient, whereas thylakoids
remain near to the top of the gradient. Mitochondria were then
concentrated by centrifugation and finally re-suspended in
phosphate buffer (10 mM, pH 7.2) containing Mannitol
(0.3 M), EDTA (1 mM) and DTT (1 mM).

Membrane washing and DNase treatment

Aliquots containing purified intact chloroplasts corresponding
to 60 ug of chlorophyll were lysed in hypotonic medium
(10 mM MOPS, pH 7.8; 4 mM MgCl,; 1 mM phenylmethly-
sulfonyl fluoride) and centrifuged immediately at 35 000 g for
30 min. The pellets (which is still contaminated by soluble
proteins) were re-suspended in hypotonic medium and treated
in a final volume of 600 ul with different concentrations of
DNase by gentle agitation at room temperature for 1 h. The
DNase reaction was stopped by addition of 10 mM EDTA
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Figure 1. Sequence analyses of the two spinach plastid phage-type RNA polymerases. (A) Phylogenetic analysis of the two spinach enzymes. The alignment that has
been used for tree construction is shown in Supplementary Figure 1S. The parsimony tree is shown including bootstrap confidence values obtained from parsimony
(upper values) and neighbour-joining (lower values) analyses. (B) Conservation of functionally important amino acids and motifs in the two spinach phage-type RNA
polymerases. Numbering on the top of the conserved sequence blocks indicate the position of the corresponding amino acid and annotations below the sequence
blocks indicate the name of the corresponding motif in the T7 RNA polymerase sequence. Abbreviations and accession nos are At (A.thaliana, Y08463, YO8137,
AJ001037), Ca (Chenopodium album, Y08067), Hv (Hordeum vulgare, HVU507395, AJ586899), Ns (Nicotiana sylvestris, AJ302020, AJ302019, AJ416568), Pp
(P.patens, AJ416854, AJ416855), So (Spinacia oleracea, Y18852,Y18853), Ta (Triticum aestivum,U34402, AF091838), T7 (T7 RNA polymerase, AAB28111) and
Zm (Zea mays, AF127022, AJ005343). The Cm (C.merolae) sequence has been obtained from the entry of the Cyanidioschyzon project page (CMJ257C) and the

sequence has not yet been experimentally verified.

and reaction mixtures were centrifuged at 5000 g for 15 min.
Proteins of the soluble fractions (S2, 4, 6 and 8) were pre-
cipitated by TCA (10% final volume) and directly solubilized
in loading buffer for SDS-PAGE. Proteins of the pellets (M1,
3, 5 and 7) were solubilized in 20 ul of hypotonic medium.
Aliquots corresponding to 7.5 g of chlorophyll have been
used for western immunoblotting. Chloroplast DNA degrada-
tion was controlled by analysing aliquots of the DNase treated

membrane fractions (equivalent to 4 g of chlorophyll) by gel
electrophoretic separation on 0.8% agarose gels and ethidium
bromide staining of DNA.

Thermolysin treatment

Thermolysin treatment was performed essentially as described
by Joyard et al. (31). Briefly, the chlorophyll concentration of
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Figure 2. Characterization of RPOTp and RPOTmp specific antibodies. (A) Alignment of the N-terminal parts of the Arabidopsis and spinach RPOTmp and RPOTp
amino acid sequences. Predicted target sequence cleavage sites are indicated by closed (TargetP) or open (ChloroP) triangles. In the case of SORPOTmp and
SoRPOTp, Target P and ChloroP indicate the same cleavage sites. Peptides that have been used for production of specific antibodies are boxed. (B) The antisera (lane
2) and the pre-immune sera (lane 1) of the RPOTmp (left panel) and RPOTp enzymes (right panel) have been analysed by immunoblotting using 40 (g of total spinach
protein extracts. (C) The specificity of the RPOTmp and RPOTp antibodies has been verified by dot blot analyses on all three peptides. 5, 50, 100, 150 and 200 ng
(lanes 1-5, respectively) of peptides (indicated as RPOTp, RPOTmp2 and RPOTmp! on the left panel of the figure) have been spotted onto nitrocellulose filter and
the antibody cross-reactions have been tested using purified antibodies, i.e. peptide specific IgG fractions of the RPOTmp (left) and RPOTp (right) antibodies.

isolated intact chloroplast was adjusted to 1 mg/ml. Plastids
were incubated for 1 h at 4°C in buffer A [MOPS-NaOH, 10
mM, pH 7.8 containing 0.33 M of Sorbitol, 1 mM of CaCl, and
different concentrations of thermolysin (Sigma)]. As control,
EGTA had been added from the beginning to one of the reac-
tions (10 mM final). All other reactions were stopped after 1 h
by addition of EGTA (10 mM). All reactions are loaded on a
Percoll cushion (40% in buffer A) and centrifuged at 5000 g
(JS 7.5 rotor; Beckman) for 25 min in order to eliminate
broken chloroplasts and thermolysin. The pellet of intact
chloroplasts was re-suspended in buffer A and remaining
Percoll was eliminated by dilution in 10 vol of buffer A
and subsequent centrifugation (10 min at 3000 g). The pellet
of intact chloroplasts was finally re-suspended in buffer A and
sub-plastid fractions were obtained as described above.

RESULTS

Bioinformatic analysis of two different phage-type RNA
polymerases from spinach

To get a first idea to which type of the enzymes, RPOTm,
RPOTmp or RPOTp, the two spinach NEP sequences belong,
we performed a phylogenetic analysis using hitherto known
NEP sequences including monocotyledonous plants and the
red alga Cyanidioschyzon merolae. Parsimony and neighbour-
joining analyses have been used to construct the corresponding
trees. Figure 1A shows the parsimony tree with bootstrap
confidence values for branching above 50 out of 100 replicates
using the two methods.

The tree shows distinct clades grouping plastid RPOTp(s)
away from mitochondrial RPOTm(s) and RPOTmp(s). Within



tel-00011722, version 1 - 3 Mar 2006

440 Nucleic Acids Research, 2006, Vol. 34, No. 2

the RPOTm/mp group only the monocotyledonous RPOTm
enzymes form a solid clade. The two spinach phage-type
enzymes analysed here group with RPOTp and RPOTm/
RPOTmp, respectively. Although SORPOTmp groups together
with other RPOTmp(s) bootstrap values are not solid and do
not permit clear separation of RPOTm(s) and RPOTmp(s).

The two P.patens RPOT sequences are clearly separated
from C.merolae but are also not directly related to the plastid
and mitochondrial groups. The two P.patens genes resulted
probably from a duplication of an ancestral gene. The two
proteins are located in mitochondria as shown recently
using specific antibodies (12). Altogether, the phylogenetic
data suggest that the plastid NEP appeared after the emergence
of terrestrial plants as presented here by the bryophyte
P.patens.

The predicted size of the two spinach phage-type RNA
polymerases RPOTp (Y18853) and RPOTmp (Y18852) is
about 101 and 111 kDa, respectively. Sequence alignment
with T7 RNA polymerase shows that amino acids that have
been shown previously by analysis of mutated T7 RNA poly-
merase to be important for RNA polymerase activity [D537,
R627, Y639, G640, H811, D812; (32)], stabilization of the
RNA:DNA hybrid during early stages of transcription initia-
tion [motif DX2GR, residues 421-425; (33)], RNA binding
[E148; (34)] and discrimination between NTPs and dNTPs
[Y639; (35)] have been conserved (Figure 1B). This indicates
that both spinach phage-type enzymes represent a priori tran-
scriptionally active RNA polymerases.

Characterization of RPOTp and RPOTmp specific
antibodies

Figure 2A shows the N-terminal part of the protein sequences
of the Arabidopsis and spinach RPOTp and RPOTmp
enzymes. In order to avoid immunological cross-reaction
between the two enzymes immunogenic peptides have been
designed in the least conserved parts of the protein sequences.
The three peptides that are marked by open boxes have been
chosen for antibody production. Two-peptides have been used
to prepare antibodies against RPOTmp (Double X Program;
Eurogentec) and one-peptide has been used to prepare anti-
bodies against RPOTp. Both antibodies reveal polypeptides of
about 110 kDa, i.e. of the expected size, but also some addi-
tional proteins of lower size are detected (Figure 2B). To
reduce the unspecific reactions the antibodies have been pur-
ified on the corresponding peptides (Materials and Methods).
After purification, the unspecific reactions are much reduced
(data not shown).

To exclude cross-reaction between RPOTp and RPOTmp
antibodies completely, both antibodies have been tested on
different quantities of all three peptides that have been used
for antibody production (Figure 2C). This experiment shows
that only one of the two RPOTmp peptides has been immu-
noreactive, but both antibodies, anti-RPOTmp and anti-
RPOTYp, are completely specific.

Two phage-type RNA polymerases, RPOTp and
RPOTmp, are localized in chloroplasts in mature
spinach plants

Analysis of total, plastid and mitochondrial protein extracts by
western immunoblotting reveals that both enzymes, RPOTp
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Figure 3. Both phage-type RNA polymerases, RPOTmp and RPOTp, are
localized exclusively in plastids. Peptide specific IgG fractions have been
obtained from the RPOTp and RPOTmp antisera as described in Materials
and Methods. Equal amounts (40 pg) of total protein extracts (lanes 1 and
4), purified chloroplasts (lanes 2 and 5) and purified mitochondria (lanes 3
and 6) have been separated by PAGE. After transfer to nitrocellulose mem-
branes the proteins have been stained by Ponceau S (lanes 1-3) or have been
analysed by immunoblotting using antisera prepared against RPOTp, RPOTmp,
ProteinT and KARI (lanes 4-6).

and RPOTmp, are exclusively localized in plastids. No immu-
noreactive protein could be detected in mitochondria
(Figure 3). The purity of the mitochondrial and plastid frac-
tions has been verified by antibody reaction using antibodies
made against KARI [acetohydroxy acid reductoisomerase,
(36)] as plastid control and anti-ProteinT antibodies as mito-
chondrial control (37). These control reactions show that the
mitochondrial fraction is contaminated by plastids, but, impor-
tantly, the plastid fraction is not contaminated by mitochon-
dria, i.e. the immunoreactive RPOTp and RPOTmp proteins
that are present in the chloroplast fraction do not result from
mitochondrial contamination.

The two different plastid phage-type enzymes are
membrane bound

Next we have analysed the sub-localization of the two NEP
enzymes within plastids. To this aim, proteins of total chlor-
oplast extract (P) have been separated together with proteins
from soluble plastid extracts (S), thylakoid membranes (Tk)
and envelope membranes (E) by SDS-PAGE. The correspond-
ing fractions have been further characterized by immunoblot-
ting using antibodies made against the plastid ribosomal
protein L4 (38), the plastid inner envelope protein IE37
(39) and the membrane bound plastid terminal oxidase
[PTOX, (40)] (Figure 4A). As expected, IE37 is only revealed
in the envelope fraction and PTOX is only present in the
thylakoid fraction thus indicating that the two membrane frac-
tions, envelope and thylakoids, are not cross-contaminated.
The r-protein L4, which has been shown recently to co-
purify with the spinach T7-like transcription complex (41),
is present in all fractions. The presence of L4 in the two
membrane fractions might reflect the presence of membrane
bound ribosomes and/or it might also reflect co-purification
with at least one of the phage-type enzymes since analyses of
the same fractions using the antibodies prepared against
RPOTmp and RPOTp show that both enzymes are also present
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Figure 4. RPOTmp and RPOTp are bound to plastid thylakoid and envelope membranes. Aliquots (30 pg) of total chloroplast proteins (P), soluble chloroplast
proteins (S), proteins obtained from purified thylakoid (Tk) and envelope (E) membranes have been separated by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
membranes. Membranes were analysed either (A) by staining with Coomassie (left panel) or by antibodies raised against plastid inner envelope protein IE37 (IE 37)
plastid ribosomal protein L4 (L4) and plastid terminal oxidase (PTOX) (right panel) or (B) by purified anti-RPOTmp IgG (Figure 3B, left panel) and by purified anti-
RPOTYp IgG fractions (Figure 3B, right panel). (C) Aliquots of purified intact chloroplasts have been treated either with buffer (Co, lanes 1 and 2) or with different
concentrations of thermolysin (lanes 3—12) in the absence (lanes 3—10) or in the presence (lanes 11 and 12) of EGTA (Materials and Methods). After purification of
thylakoid and envelope fractions equal amounts of protein (30 and 15 pg, respectively) have been analysed by immunoblotting using antibodies made against RPOTp,

RPOTmp and outer envelope protein 24 (OE24).

in thylakoids as well as envelopes (Figure 4B). The two
phage-type enzymes are not present in the soluble protein
fraction where the presence of L4 reflects probably the
presence of ribosomes.

In order to verify whether the envelope-bound enzymes
correspond to not yet imported precursor protein we performed
thermolysin treatment of isolated plastids. After thermolysin
digestion thylakoid and envelope fractions were analysed by
western immunoblotting using RPOTp and RPOTmp specific
antibodies (Figure 4C). Thermolysin is active in the range of
50-800 pg/ml as shown by the shortening of outer envelope
protein 24 (lanes 6, 8 and 10; OE24) (30) and the addition of
EGTA inhibits the cleavage reaction (lane 12). The two phage-
type RNA polymerases, RPOTp and RPOTmp, do not disap-
pear in the envelope fraction after treatment with thermolysin

indicating that both enzymes are positioned at the inner face of
the envelope and do not correspond to precursor proteins.

Membrane binding of the two NEP enzymes is not
mediated via DNA

Having determined membrane localization of the two plastid
phage-type enzymes we wanted to know whether the enzymes
are localized to the membranes via the plastid DNA which is
known to be attached to membranes. To answer this question
we performed different DNase treatments of plastid membrane
fractions (Figure 5). Different DNase concentrations have
been used which all digest plastid DNA completely as
shown by ethidium bromide staining after separation on agar-
ose gels (Figure 5C, ptDNA). None of the three DNase
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Figure 5. DNase treatment of purified plastid membrane fractions. (A) Sche-
matic representation of the experiment. (B) Aliquots of fraction M1 correspond-
ing to 60 pg of chlorophyll (A) have been re-suspended in low salt buffer. The
solubilized membranes have been kept at room temperature for 1 h in the
absence (—DNase, lanes 1 and 2) or presence (+DNase) of 7.5 pg (lanes 3
and 4), 15 pg (lanes 5 and 6) or 30 g (Ianes 7 and 8) of DNase before separating
into membrane (M) and soluble (S) fractions by centrifugation. After separation
of proteins by SDS-PAGE all fractions have been analysed using purified
RPOTmp and RPOTp antibodies and antibodies made against the soluble
plastid KARI and the membrane bound plastid terminal oxidase (PTOX).
(C) DNase activity was verified by analysing the membrane fractions [M1,
M3, M5 and M7, (A)] without (—, lane 1) and after DNase treatment (7.5, 15 and
30 ng of DNase, lanes 24, respectively) on agarose gels and staining the DNA
by ethidium bromide.

concentrations used influence the membrane localization of
the two NEP enzymes (Figure 5B, RPOTmp and RPOTp,
upper panel) indicating that their membrane binding is not
mediated via DNA. However, in contrast to RPOTmp that
remains completely attached to the membrane fraction during
the 1 h incubation period, RPOTp solubilizes partly from the
membranes. As controls for the soluble and the membrane
fractions, the stromal ketol-acid reductoisomerase (KARI)
(36) and the membranous terminal oxidase (PTOX) (40)
have been analysed by antibody reaction (Figure 5B, lower
panel).

DISCUSSION

The existence in chloroplasts of a monomeric RNA polymer-
ase that could be of the phage-type has been first demonstrated

in 1993 (42). Later on, the cloning of cDNAs coding for phage-
type enzymes confirmed their existence in monocotyledon as
well as dicotyledon plants (4—11,43,44). But the function of
the phage-type enzyme(s) in plastids is not yet clear. It is
believed that phage-type enzymes are especially important
during early phases of chloroplast differentiation and PEP
represents the principal transcriptional activity in mature
chloroplasts (45,46). Although NEP as well as PEP enzymes
are present in mature chloroplasts (20,47), specific NEP tran-
scriptional activity has not yet been isolated from mature
chloroplasts (20) and transcripts, corresponding to transcrip-
tion initiation on NEP promoters, are present only at a very low
level in photosynthetically active tissues. Therefore, many
NEP promoters have been mapped using either plant material
in which the PEP transcription system is not functioning or
largely reduced [for a review see (48)] or using in vitro tran-
scription systems that have been established from PEP defi-
cient plant material (49,50). The down-regulation of NEP
transcriptional activity during chloroplast biogenesis might
be due to direct binding of glutamyl-tRNA to the enzyme
(51). However, the biological meaning of this down-
regulation is not yet clear and the question of the function
of phage-type enzymes in mature chloroplasts remains
unanswered.

As a first step to characterize phage-type enzymes from
green plant tissues biochemically we have produced specific
antibodies against two spinach phage-type enzymes that
should correspond to RPOTp and RPOTmp enzymes as
revealed by amino acid sequence alignment of hitherto
known phage-type enzymes (Figure 1). By using these anti-
bodies we could demonstrate that both enzymes are present in
mature chloroplasts. Regarding the contradiction concerning
plastid localization of Arabidopsis RPOTmp that has been
raised from the papers of Hedtke er al. (10) and Kabeya
and Sato (12) our experiments confirm plastid localization
of RPOTmp in mature leaf chloroplasts of higher plants
(Figure 3). Whether the localization of RPOTmp in plastids
varies between different higher plant species or whether the
use of GFP fusion constructs to locate proteins might give
unpredictable artefacts needs further investigation. Also, the
fact that we could not detect RPOTmp in mitochondria does
not exclude that the enzyme might be present in mitochondria
in other developmental stages. However, at least one phage-
type enzyme should be always present in mitochondria. There-
fore, we suggest that a third enzyme, corresponding to
RPOTm, should exist in spinach. The corresponding mRNA
might be rare compared with RpoTp and RpoTmp since we
could not isolate a third cDNA from the cDNA library that had
been prepared from actively growing leaves (Lamda ZAP®II
Library; Stratagene).

Sub-fractionation of purified spinach chloroplasts show
further that both phage-type enzymes are membrane bound.
They are associated to thylakoid membranes as well as to
envelope membranes (Figure 4A and B). Envelope localiza-
tion could correspond to un-cleaved precursor proteins that
have not yet been imported into the plastid. However, the
analysis of thylakoid and envelope fractions, isolated after
thermolysin digestion of purified intact chloroplast, shows
that the two envelope-associated RNA polymerases are not
subject to digestion (Figure 4C). From this result we can
conclude that RPOTp and RPOTmp are bound to the inner
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face of the plastid envelope. To elucidate the functional impli-
cation(s) of either envelope or thylakoid membrane binding of
the two phage-type RNA polymerases represents a challenge
for future studies.

The affinity of the two different phage-type enzymes to the
membranes seems to be different. While RPOTmp remains
associated to the plastid membranes during a 1 h incubation
period at room temperature, RPOTp solubilizes partly
(Figure 5B). This difference might be used in further experi-
ments to separate the two different enzymes for in vitro tran-
scription studies. The question of how the two enzymes are
attached to the membranes cannot be answered yet. Bioinfor-
matic analyses of the amino acid sequences do not reveal
transmembrane domains or hydrophobic motives that could
indicate direct membrane binding of the enzymes. On the
contrary to what was believed previously, the localization
of the two phage-type enzymes to the membrane fraction is
not mediated via template DNA. This could be shown by
DNase treatment of the membrane fractions (Figure 5).
From this result the question raises of whether these membrane
bound NEP enzymes are engaged in transcription complexes
in mature chloroplasts. Since NEP initiated transcripts are of
very low abundance in mature chloroplasts, it is likely to
assume that NEP enzymes are sequestered to membranes
for (or after) inactivation.

Studies to analyse in which way the two phage-type
enzymes are attached to the thylakoid membranes and whether
they are transcriptionally active are currently under way in our
laboratory.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Résumé :

Les ARN polymérases de type phagique, codées danmsoyau (NEP ;_Nclear
Encoded RNA Blymerase), assurent une partie de la transcrigtiogénome plastidial des
végetaux supérieurs. Ces travaux mettent en évedéexistence d’'une nouvelle famille de
protéines dA. thaliana susceptibles d’interagir avec les NEP des planiestydédones : les
protéines NIP _(IEP Interacting Potein). Les protéines NIP sont retrouvées uniquerdans
les végétaux supérieurs et leur synthése est daptnde la lumiéere. Elles présentent un
domaine d’interaction protéine-protéine RING finger C-terminal. Nous avons montré pour
la premiere fois par immunodétection que ces pmeisont intégrées aux membranes
thylacoidiennes et qu’elles retiennent probablententNEP plastidiales a la surface de la
membrane. Cette interaction avec les membranegagibapporter une nouvelle vision du

fonctionnement des NEP dans le chloroplaste deggsalicotylédones.

Abstract:

The phage-like RNA polymerases, encoded in thensc(®EP ;_Niclear_Ecoded
RNA Polymerase) ensure partially plastidial genome tapson in higher plants. This work
underlined the existence of a new protein familyeptally able to interact with NEP in
dicotyledon plants: NIP proteins BY Interacting_Potein). NIP proteins are only present in
higher plants and their synthesis is light dependBmeir C-terminal region presents a RING
finger protein-protein interacting domain. Usingnnundetection, we show the first time that
NIP proteins are integrated into thylakoid membsarieeping probably NEP close to the
membrane on the stroma side. This association tabrenes offers new insights into NEP

activity in chloroplasts of dicotyledon plants.



