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Industries
Mines

Fumier
Eaux usées

Epandage des boues 
de station 

d’épuration

Air

Exposition 
humaine

Eau

Sol

Produits animaux

Céréales, légumes, tubercules

Produits de la mer

Engrais phosphatés 
et composés 

phytosanitaires

 Une industrialisation et une urbanisation croissantes entrainent une forte contamination des 

sols par différents composés toxiques tels que les métaux lourds. Cette pollution constitue 

actuellement un risque majeur pour l’environnement, l’agriculture et la santé humaine. Les plantes 

sont des organismes sessiles qui absorbent et accumulent ces composés toxiques et qui, face à ceux-

ci, ont développé des mécanismes de tolérance. Ainsi, de nombreuses équipes de recherche 

travaillent actuellement sur la compréhension de ces mécanismes afin de développer des approches 

biotechnologiques qui permettraient de dépolluer les sols. 

 Parmi les polluants les plus fréquemment retrouvés dans les sols figure le Cadmium (Cd). Ce 

métal lourd a été découvert par Magnus Martin af Pontin en 1809. Le Cd, polluant fortement présent 

dans l’industrie, est utilisé lors de la fabrication de colorants (CdS, CdO), de piles et de batteries (Cd-

Ni), et également dans certains procédés de traitement de surfaces (bonne résistance du Cd à la 

corrosion) et de production d’alliages. Le Cd se retrouve également dans les engrais phosphatés. 

Concernant l’ensemble de la population humaine, il existe plusieurs sources environnementales de 

contamination, mais la principale source est l’alimentation provenant de terres agricoles 

contaminées. L’ensemble des sources de contamination est illustré dans la figure 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Sources environnementales d’exposition au Cd pour la population non-fumeuse. Les activités 

industrielles et minières sont les principales sources de contamination au niveau de l’air, de l’eau et du sol. Le 

fumier, l’épandage de boues, les eaux usées ainsi que l’utilisation d’engrais phosphatés participent à 

l’accumulation du Cd au niveau des sols agricoles et de l’environnement aquatique. La proportion de Cd ne peut 

être quantifiée car celle-ci est trop variable en fonction des régions (flèches noires). L’épaisseur des flèches 

rouges indique la contribution relative d’exposition au Cd des différentes sources pour la population humaine. 

D’après Clemens et al. (2012) modifié. 
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Actuellement, le niveau d’exposition au Cd pour la population humaine est compris entre 1 

et 5 µg de Cd par kg de masse corporelle (Clemens et al., 2012) et la population européenne est une 

des plus exposées. D’après l’EFSA (European Food Safety Authority), cette exposition doit être 

diminuée à 2,5 µg de Cd par kg de masse corporelle (EFSA, 2009), ce qui nécessite la mise en place de 

dispositifs permettant à l’homme d’être moins exposé au Cd. Parmi les dispositifs pouvant être mis 

en place figure l’utilisation des biotechnologies telle que la phytoremédiation. En effet, la production 

de plantes hypertolérantes et hyperaccumulatrices pouvant accumuler le Cd dans les parties 

aériennes permettrait de dépolluer les sols contaminés. Une autre approche biotechnologique 

pourrait consister à produire des plantes hypertolérantes non accumulatrices (par exemple des 

plantes n’accumulant pas de composés toxiques au niveau des parties aériennes). Celles-ci 

pourraient alors être utilisées pour la consommation humaine et animale.  

Parmi les composés toxiques pour la plante figure également le Sélénium (Se), élément 

essentiel chez les mammifères. Le Se est un non métal du groupe VIA des chalcogènes découvert en 

1817 par Jakob Berlezius. D’un point de vue chimique, il est similaire au soufre (S) et présente 5 états 

de valence : sélénide (-II), sélénium élémentaire (0), thioséléniate (+II), sélénite (+IV) et séléniate 

(+VI) (Lauchli, 1993). La spéciation du Se dans les sols dépends des conditions d’oxydo-réduction et 

du pH mais le Se est majoritairement présent sous la forme séléniate (Terry et al., 2000; Sors et al., 

2005; Missana et al., 2009). La contamination des sols par le Se peut provenir de différentes sources : 

irrigation des sols riches en Se, industrie du charbon, mines et raffinerie (Lemly et al., 2002; 

Hamilton, 2004; Lemly, 2004; Wu, 2004). Le Se, de la même façon que le Cd, est ensuite bioaccumulé 

puis se retrouve dans la chaîne alimentaire. Les besoins actuels en Se pour un adulte en bonne santé 

sont de 55 µg par jour et la limite de toxicité est de 400 µg par jour. Chez l’homme, le Se est un 

antioxydant qui joue un rôle dans la prévention du cancer (Jung et al., 2010). Ainsi, certaines 

approches biotechnologiques sont développées afin de générer des plantes riches en Se qui 

pourraient être utilisées dans la prévention de certains cancers (Banuelos et al., 2011). Certaines 

plantes hyperaccumulatrices pourraient également être utilisées dans une démarche de 

phytoremédiation de sols pollués (Van Huysen et al., 2004; Banuelos et al., 2005a; Banuelos et al., 

2005b) . 

Une des thématiques de l’équipe « Réponse de la plante aux stress environnementaux et 

métaux lourds » est de mieux comprendre la réponse de la plante aux éléments polluants et 

d’identifier de nouveaux mécanismes mis en place par la plante pour lutter contre le stress induit par 

les métaux lourds et autres toxiques et les chaînes de signalisation associées. 
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Afin d’étudier la réponse de la plante au Cd, de nombreuses études globales chez différents 

organismes tels que Populus tramula (Kieffer et al., 2009), Brassica juncea (Alvarez et al., 2009), Oriza 

sativa (Hajduch et al., 2001; Ahsan et al., 2007; Aina et al., 2007; Lee et al., 2010), Lycopersicon 

exculentum (Rodriguez-Celma et al., 2010), Glycine max (Sobkowiak et al., 2006), Thlaspi 

caerulescens (Tuomainen et al., 2006), Lepidium sativum (Gianazza et al., 2007), Arabidopsis thaliana 

(Sarry et al., 2006; Semane et al., 2010), Spinacia oleacera (Fagioni et al., 2009) et Linum 

usitatissimum (Hradilova et al., 2010) ont été menées ces dernières années. Au sein de l’équipe, des 

approches globales de protéomique (Sarry et al., 2006; Villiers et al., 2011), métabolomique (Ducruix 

et al., 2006; Sarry et al., 2006; Ducruix et al., 2008; Villiers et al., 2011) et transcriptomique (Herbette 

et al., 2006; Villiers et al., 2012) ont été réalisées sur le modèle Arabidopsis thaliana. Ces analyses 

ont montré que le Cd pouvait modifier plusieurs fonctions cellulaires et voies métaboliques telles que 

la photosynthèse, l’assimilation du soufre (S), la synthèse des acides aminés, la détoxication et la 

compartimentation, le métabolisme des carbohydrates, la protéolyse et le contrôle redox. Les 

modifications qui interviennent au niveau de la voie d’assimilation du soufre seront détaillées au 

cours de la synthèse bibliographique.  

Les analyses protéomiques différentielles réalisées au laboratoire (Sarry et al., 2006) sur des 

cellules d’Arabidopsis thaliana traitées ou non au Cd ont permis de mettre en évidence 

l’accumulation précoce et dose-dépendante d’une protéine homologue à la « Selenium Binding 

Protein 1 » (SBP1) humaine connue pour sa capacité à lier le Se. Les données bibliographiques 

actuellement disponibles concernant cette protéine chez les plantes mettent en évidence un rôle 

potentiel de celle-ci dans la réponse de la plante au stress et dans différents mécanismes de 

détoxication (Agalou et al., 2005; Dutilleul et al., 2008; Hugouvieux et al., 2009). Il est donc paru 

intéressant de réaliser une analyse fonctionnelle intégrée de SBP1. Au cours de ma thèse, une 

caractérisation biochimique in vitro ainsi qu’une étude in planta de cette protéine dans le 

fonctionnement de la plante ont donc été entreprises. 

La synthèse bibliographique présentée va se diviser en trois parties. La première permettra 

de décrire la toxicité du Cd chez l’homme et la plante et de caractériser les mécanismes 

d’assimilation et de tolérance de ce toxique chez la plante. Ensuite, une démarche similaire sera 

réalisée dans le cas du Se, essentiel pour l’homme mais pas pour la plante. La troisième partie 

consistera en un état de l’art concernant SBP1 chez les mammifères puis plus particulièrement chez 

les plantes. L’ensemble de ces données a permis de déterminer les objectifs de ma thèse qui seront 

présentées à la fin de cette synthèse bibliographique. 

 



Introduction générale 

14 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Synthèse bibliographique 

15 
 

 

 
 

 

 

II. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

 

 

 

 

 

 

 



Synthèse bibliographique 

16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Synthèse bibliographique 

17 
 

A. Le cadmium et le sélénium : deux polluants largement répandus et 

toxiques pour les plantes 

1. Le cadmium 
 

Le cadmium (Cd) est un métal non essentiel qui ne présente aucune fonction physiologique. Il 

existe tout de même une espèce de diatomée marine, Thalassiosira weissflogii, qui utilise le Cd en 

tant que catalyseur dans son activité d’anhydrase carbonique (Lane et al., 2005; Xu et al., 2008). 

Cette enzyme peut également utiliser le Zinc (Zn) mais celui-ci étant très peu présent dans les 

océans, Thalassiosira weissflogii utilise le Cd. Cette diatomée est le seul exemple connu d’organisme 

pour lequel le Cd intervient dans un processus biochimique. 

a) Toxicité chez les mammifères et moyens de détoxication 
 

La Cd présente une toxicité importante chez les mammifères et son accumulation dans 

l’organisme peut conduire à différents troubles de la santé. Les principaux organes touchés sont les 

reins où sa demi-vie va de 10 à 30 ans (Jarup et al., 2009). Le Cd peut également toucher les os 

provoquant une ostéomalacie, voire de l’ostéoporose lors d’expositions plus importantes (Jarup et 

al., 1998). Ces différentes affections ont été mises en évidence à partir des années 1950 au Japon 

suite au rejet de fortes quantités de Cd résultant de l’activité minière dans la rivière Jinzu, dont l’eau 

était utilisée pour l’irrigation des rizières mais également pour la consommation humaine (Schenk et 

al., 2000). Cette pollution est à l’origine de la maladie « itaï-itaï » qui se caractérise par de multiples 

fractures, une distorsion des os et un dysfonctionnement rénal. Le Cd est également à l’origine de 

plusieurs cancers (Byrne et al., 2009) et depuis les années 1990, à partir d’études réalisées sur des 

travailleurs exposés au Cd, celui-ci est considéré en tant qu’élément cancérogène de 1ère classe. Une 

étude menée en 2008 a également montré une corrélation entre l’exposition au Cd et l’infarctus du 

myocarde (Everett et al., 2008).  

Afin de faire face à ce type d’intoxication, les cellules des mammifères ont développé un 

système de détoxication utilisant des protéines appelées métallothionéines (MTs) dont une des 

propriétés principales est de chélater le Cd. Ces protéines sont également impliquées dans la lutte 

contre le stress oxydant et dans l’homéostasie de certains métaux essentiels (Sutherland et al., 

2011). Les principales caractéristiques des MTs sont leur petite taille (0,5 à 14 kDa) et une quantité 

importante de cystéines (30% des acides aminés) responsables de la capacité de liaison aux métaux 

(Kojima, 1991). Concernant les caractéristiques structurales et biochimiques des MTs (Figure 2), 

celles-ci sont constituées de deux sous-unités (alpha et béta) chacune capable de lier les métaux 

(Robbins et al., 1991). Les MTs réalisent une coordination tétrahédrique du Cd2+ (4 cystéines sont 
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impliquées dans la liaison de chaque Cd2+) et chaque MT est capable de lier 7 atomes de Cd2+ (4 au 

niveau du domaine alpha et 3 au niveau du domaine béta). Cette coordination est la même pour 

d’autres atomes divalents tels que le Zn2+, le Fe2+ et le Co2+ (Vasak et al., 1980; Nielson et al., 1985; 

Good et al., 1986). Concernant le Cd2+, cette liaison se fait au niveau des cellules hépatiques, les 

complexes MTs-Cd2+ sont ensuite transportés vers les cellules rénales (Chan et al., 1993) puis 

accumulés, d’où le caractère néphrotoxique du Cd2+ même lorsque celui-ci est chélaté aux MTs. Des 

études ont montré que des souris mutantes ne possédant pas de MTs accumulent seulement 7 % de 

Cd2+ de plus que les souris sauvages mais sont hypersensibles au Cd2+, ce qui suggère une 

accumulation du Cd2+ libre directement au niveau des reins ainsi qu’une capacité des MTs à réduire 

les effets toxiques du Cd2+ sur l’organisme (Liu et al., 1998). 

 

Figure 2 : Les métallothionéines. A : Représentation de la structure de la métallothionéine humaine 1a 

lorsque le Cd
2+

 est lié à la protéine. La structure a été obtenue par modélisation par l’équipe de Chan et al. 

(2007). La partie N-terminale qui correspond au domaine β est à gauche et la partie C-terminale qui correspond 

au domaine α est à droite. B : Liaisons entre les atomes de Cd
2+ 

et les groupements thiol au niveau du 

domaine β et du domaine α de la métallothionéine humaine 1a. Chaque cystéine peut être impliquée dans la 

liaison à un atome de Cd
2+

 (Terminal) ou deux atomes (Bridging). C : Schéma des liaisons du Cd
2+

 de la 

métallothionéine humaine 1a. M1-7 représente chacun des sept atomes de Cd
2+

, les cystéines sont 

représentées en jaune et la lettre B signifie « Bridging » tandis que la lettre T signifie « Terminal ». La partie β se 

situe au-dessus et la partie α se situe en dessous. D’après Sutherland et al. (2011). 
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b) Voie d’assimilation, toxicité et moyens de détoxication chez la plante 
 

Le Cd2+ est un élément toxique pour la plante qui entraîne une réduction de la biomasse, une 

chlorose, une inhibition de la croissance racinaire, des altérations au niveau morphologique ainsi 

qu’une dérégulation des activités photosynthétiques (Faller et al., 2005; Kupper et al., 2007; Solti et 

al., 2008; Fagioni et al., 2009; Verbruggen et al., 2009a; Janik et al., 2010; Lin et al., 2012; Molins et 

al., 2013). La principale cause de la toxicité du Cd2+ provient du fait qu’il puisse se substituer à la 

place de métaux essentiels divalents tels que le Zn2+, le Ca2+, le Fe2+, le Mg2+ et le Cu2+ (Moulis, 2010). 

Ainsi le Cd2+ peut prendre la place de ces différents métaux au niveau des métalloprotéines et 

interférer dans l’homéostasie de ces différents éléments. 

Les plantes utilisent différentes stratégies pour lutter contre la toxicité du Cd2+ (Lin et al., 

2012) :  

- chélation du Cd2+ au niveau du cytosol  

- séquestration du Cd2+ sous forme libre ou liée au niveau de la vacuole 

- exclusion du Cd2+ via des transporteurs vers les parties aériennes 

Certaines plantes appelées hyperaccumulatrices vont être capables naturellement 

d’accumuler et de tolérer une concentration de Cd2+ supérieure à 100 mg/kg matière sèche 

(Verbruggen et al., 2013). Actuellement neuf espèces hyperaccumulatrices de Cd2+ ont été identifiées 

(Meyer et al., 2012). 

(1) Transport du Cd2+ dans la plante 
 

L’entrée du Cd2+ dans la plante se fait de façon non-spécifique au niveau des racines via 

différents transporteurs de métaux (particulièrement les transporteurs de Zn2+, Fe2+ et Ca2+) 

(Clemens, 2006) (Figure 3). Chez les plantes, le premier transporteur caractérisé pour son implication 

dans le transport du Cd2+ a été LCT1 (Low affinity Cation Transporter 1), un transporteur de Ca2+ 

présent chez le blé. Des levures surexprimant la protéine LCT1 montrent une hypersensibilité au Cd2+ 

(Clemens et al., 1998). Il apparait donc comme un bon candidat impliqué dans l’absorption du Cd2+  

par la plante mais le transport in planta du Cd2+ via LCT1 n’a actuellement pas été confirmé. Il n’y a 

pas d’homologue de cette protéine chez Arabidopsis thaliana, mais les transporteurs de Ca2+ 

présents au niveau des feuilles semblent impliqués dans l’absorption du Cd2+ (Perfus-Barbeoch et al., 

2002). En effet, des feuilles exposées à une solution de Cd2+ pendant quelques secondes puis rincées 

montrent un phénotype de dérégulation des cellules de garde. Ce phénotype observé en présence de 
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Cd2+ disparait en présence d’inhibiteurs des canaux calciques. Il semblerait donc que le Cd2+ puisse 

mimer le Ca2+ et entrer dans les cellules de garde via les canaux calciques. 

Chez Arabidopsis thaliana, le transport des différents cations au niveau des racines est assuré 

par les transporteurs de la famille ZIP (ZRT1/IRT1-like Proteins) (Guerinot, 2000; Vert et al., 2002; 

Kramer et al., 2007). Des lignées surexprimant IRT1 (transporteur de Fe2+ appartenant à la famille ZIP) 

ont été décrites comme accumulant plus de Cd2+ et de Zn2+ dans un milieu carencé en Fe2+ (Connolly 

et al., 2002). Les transporteurs de Zn2+ ZIP1, ZIP2 et ZIP3 semblent également impliqués dans le 

transport du Cd2+. En effet, chez le modèle levure, il a été mis en évidence que l’entrée du Zn2+ dans 

la cellule via ces trois transporteurs de la famille ZIP était bloquée en présence de Cd2+ (Grotz et al., 

1998). Chez Oriza sativa, la protéine NRAMP5 (Natural Resistance Associated Macrophage Protein 5) 

dont la fonction physiologique est l’absorption du Mn2+ représente la principale voie d’entrée du Cd2+ 

dans la plante (Sasaki et al., 2012). En effet, des lignées nramp5, en présence de Cd2+, accumulent 

moins de ce toxique au niveau de la tige et de la graine. Le transporteur NRAMP1, connu pour son 

rôle en tant que transporteur de Fe2+ chez Arabidopsis thaliana (Curie et al., 2000) est également 

impliqué dans le transport du Cd2+ chez Oriza sativa (Takahashi et al., 2011a; Takahashi et al., 2011b). 

NRAMP1 est localisé au niveau de la membrane plasmique des cellules de l’épiderme. Ceci a été 

montré par l’utilisation de lignées surexprimant NRAMP1 et dont le phénotype présente une 

hypersensibilité au Cd2+ et une accumulation de celui-ci au niveau des feuilles. 

(2) Séquestration du Cd2+ sous forme libre et chélaté 

(a) Influx du Cd2+ libre dans la vacuole via les transporteurs 

tonoplastiques 

 

Le transporteur de métaux lourds Heavy Metal ATPase 3 (HMA3), qui appartient à la famille 

des ATPase P1B , est impliqué dans la compartimentation vacuolaire de plusieurs métaux tels que le 

Zn2+ et le Pb2+ (Gravot et al., 2004; Morel et al., 2009; Ueno et al., 2009; Ueno et al., 2010; Miyadate 

et al., 2011). Des études menées chez Oryza sativa et Arabidopsis thaliana montrent que HMA3 

apparait comme un élément essentiel dans la séquestration du Cd2+ sous forme libre au niveau de la 

vacuole (Morel et al., 2009; Ueno et al., 2009; Ueno et al., 2010). HMA3 est localisé uniquement au 

niveau de la membrane vacuolaire et sa surexpression augmente la tolérance au Cd2+ ainsi que son 

accumulation chez la plante Arabidopsis thaliana (Morel et al., 2009). Ce transporteur semble 

permettre la séquestration du Cd2+ au niveau de la vacuole. HMA3 apparait donc comme un 

transporteur impliqué dans la détoxication du Cd2+ (Figure 3). 
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Figure 3 : Mécanismes moléculaires de la cellule végétale en réponse au Cd
2+

. Le Cd
2+

 entre dans la cellule 

végétale via les transporteurs ZIP, Nramp1 et Nramp5. Le Cd
2+

 sous forme libre peut être transloqué dans la 

vacuole via HMA3, CAX2, CAX4 et MHX puis remobilisé via Nramp3 et Nramp4. Le Cd
2+

 peut également être 

chélaté dans le cytosol par des phytochélatines pour former des complexes PCs-Cd qui sont ensuite transloqués 

dans la vacuole via les transporteurs ABCC1 et ABCC2. Le sulfide (S
2-

) se lie ensuite à ces complexes pour les 

stabiliser. Le Cd
2+ 

libre dans le cytosol peut être transporté en dehors de la cellule par HMA2 et HMA4 afin d’être 

transloqué vers les partie aérienne. Le transporteur PCR1 peut également exporter le Cd
2+

 en dehors de la cellule 

afin d’en réduire la teneur. Inspiré de Lin et al. (2012). 

 

Trois autres transporteurs tonoplastiques ayant une activité antiport Ca2+/H+ ou Mg2+/H+ ont 

été identifiés en tant qu’acteurs dans la séquestration du Cd2+. CAX2 (Cation eXchanger 2), CAX4 

(Cation eXchanger 4) et MHX (Magnesium H+ eXchanger) (Koren'kov et al., 2007; Korenkov et al., 

2007; Berezin et al., 2008), localisés au niveau de la racine, augmentent également la tolérance au 

Cd2+ et ne transloquent pas celui-ci vers les parties aériennes (Figure 3). 
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(b) Séquestration des complexes phytochélatine-Cd dans la vacuole 

 

Le Cd2+ peut être séquestré au niveau du cytosol puis de la vacuole par les phytochélatines 

(PCs) qui sont synthétisées à partir du glutathion (GSH). Les PCs constituent un moyen important de 

détoxication majoritaire du Cd2+. Ce mécanisme a été caractérisé suite à l’identification de mutants 

hypersensibles au Cd2+ qui ne produisaient plus de GSH (Cobbett et al., 1998) ou de PCs (Howden et 

al., 1995b). Ceci met bien en évidence l’importance du GSH et des PCs dans la tolérance au Cd2+. Les 

PCs sont immédiatement produites dans les cellules lorsque celles-ci sont exposées aux métaux 

lourds tel que le Cd2+ (Rauser, 1995; Ramos et al., 2007; Mendoza-Cozatl et al., 2008). 

(i) Généralités et structure des phytochélatines 

 

Les PCs ont été identifiées pour la première fois chez Schizosaccharomyces pombe (Kondo et 

al., 1984) puis chez différents variétés de plantes incluant les monocotylédones, les dicotylédones, 

les gymnospermes et les algues (Gekeler et al., 1989). Les PCs sont des peptides constitués de trois 

acides aminés : le glutamate (Glu), la cystéine (Cys) et la glycine (Gly). Les résidus Glu et Cys sont 

reliés par une liaison γ-carboxylamide. La formule générale des PCs est (γ-Glu-Cys)n-Gly avec n variant 

généralement de 2 à 5 et ne pouvant être supérieur à 11 (Cobbett, 2000). En fonction de l’espèce 

végétale, la nature de l’acide aminé terminal, généralement une glycine, peut varier. Ainsi, 

différentes isophytochélatines ayant pour acide aminé terminal une alanine (Ala), une sérine (Ser), 

un glutamate (Gln) ou un acide glutamique (Glu) ont été identifiées (Klapheck et al., 1992; Meuwly et 

al., 1993; Rauser, 1995) : (γ-Glu-Cys)n-Ala , (γ-Glu-Cys)n-Ser, (γ-Glu-Cys)n-Gln et (γ-Glu-Cys)n-Glu. La 

synthèse des PCs à partir du GSH est représentée dans la figure 4. Des analyses globales de 

métabolomique (Ducruix et al., 2006) et de protéomique (Sarry et al., 2006) réalisées au sein de 

l’équipe ont mis en évidence que ces différentes isophytochélatines étaient synthétisées chez 

Arabidopsis thaliana lors d’un stress induit par le Cd2+. Ces isophytochélatines sont produites lorsque 

la voie de synthèse des PCs semble être limitée par le fonctionnement de la glutathione synthase 

suite à un manque de glycine disponible. Les PCs contiennent un grand nombre de groupement thiols 

via la présence de cystéines. Ces groupements thiols sont impliqués dans la chélation de métaux 

divalents tel que le Cd2+ ou de métaux trivalents tel que l’As3+. Les PCs sont synthétisées pour former 

des complexes PCs-Cd appelés complexes de bas poids moléculaire. Ceux-ci sont transportés dans la 

vacuole par deux transporteurs de type ABC (ATP Binding Cassette) appelés ABCC1 et ABCC2 (Park et 

al., 2012). L’utilisation de lignées mutantes abcc1×abcc2 a montré que l’absence de ces deux 

transporteurs entrainait une hypersensibilité au Cd2+ et une accumulation de celui-ci dans le cytosol. 

Une fois dans la vacuole, du sulfide S2- se lie aux complexes de bas poids moléculaire PCs-Cd pour 
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former des complexes de haut poids moléculaire (Cobbett, 2000; Clemens, 2006) plus stables que les 

précédents complexes (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ii) Synthèse des phytochélatines 

 

 Ces peptides sont synthétisés enzymatiquement par la phytochélatine synthase (PCS) et sont 

connus pour leur implication dans la détoxication et l’accumulation des métaux lourds (Pal et al., 

2010). Il existe deux isoformes de PCS chez Arabidopsis thaliana, clonées respectivement en 1999 et 

2001 : PCS1 (Clemens et al., 1999; Ha et al., 1999; Vatamaniuk et al., 1999) et PCS2 (Cazale et al., 

2001). La surexpression de PCS1 chez Saccharomyces cervisae augmente la tolérance au Cd2+ 

(Vatamaniuk et al., 1999) tandis que la mutation du gène codant pour PCS1 chez Arabidopsis thaliana 

augmente la sensibilité a ce composé toxique (Howden et al., 1995b; Ha et al., 1999). Le processus 

d’activation de la PCS1 est actuellement discuté dans la littérature. Il se pourrait que ce soit la 

formation de thiolate de GSH auquel est lié le Cd2+ (GS2-Cd) qui entrainerait l’activation de la PCS1 

par le Cd2+ (Vatamaniuk et al., 2000). En effet, des expériences réalisées sur PCS1 purifiée 

d’Arabidopsis thaliana montrent que l’augmentation de la concentration de GS2-Cd augmente la 

synthèse de PCs par PCS1. En 2011, il a été suggéré que l’activation de PCS1 se faisait via une liaison 

avec deux atomes de Cd2+ (Ogawa et al., 2011). Cette étude, réalisée à partir de PCS1 recombinante 

d’Arabidopsis thaliana, montre qu’en présence d’une concentration croissante de Cd2+ libre, l’activité 

de PCS1 augmente puis diminue. Les auteurs proposent donc que PCS1 puisse être activée via un 

premier site de liaison au Cd2+, puis inhibée lorsque le Cd2+  se lie au second site dont l’affinité pour ce 

métal est plus faible que dans le cas du premier site. Peu de travaux ont été réalisés sur PCS2. Les 

Figure 4 : Synthèse des phytochélatines. 

Le glutathion (GSH) est synthétisé à 

partir de d’une cystéine (Cys), d’un 

glutamate (Glu) et d’une glycine (Gly) 

sous l’action de deux enzymes : GSH1 et 

GSH2. Sous l’action de la phytochélatine 

synthase (PCS), des « polymères » de 

GSH de formule [γGlu-Cys]n-Gly sont 

formés.  
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données actuellement disponibles montrent que la surexpression du gène codant pour PCS2 ne 

restaure pas la tolérance au Cd chez le mutant pcs1 (Lee et al., 2005). Cette enzyme semblerait donc 

avoir un rôle moins important que PCS1 dans la réponse au stress induit par le Cd2+. 

(c) Autres acteurs impliqués dans la séquestration du Cd2+ 

 

D’autres chélateurs tels que les MTs peuvent être impliqués dans la séquestration du Cd2+. 

Cette protéine a été identifiée pour la première fois, dans le cas des plantes, chez le blé (Lane et al., 

1987). Il existe quatre familles de MTs qui se différencient selon les domaines riches en cystéines 

(Cobbett et al., 2002). La quantité de Cd2+ pouvant se lier aux MTs de plantes actuellement 

caractérisées varie de 3 à 6 (Freisinger, 2011). Des expériences de sensibilité au Cd2+  ont été réalisées 

sur des lignées mutantes d’Arabidopsis thaliana cad 1-3 (lignées déficientes en PCs) pour lesquelles 

les gènes codant pour les MTs ont été mutés ou non. Les résultats ont montré que l’absence de MTs, 

lorsque celle-ci est combinée à une déficience en PCs, augmentait la sensibilité au Cd2+ (Guo et al., 

2008). Ceci met bien en évidence l’importance des MTs dans la détoxication du Cd via ses propriétés 

de chélation. La nicotianamine ainsi que des acides organiques (citrate et malate) sont également 

impliqués dans la chélation du Cd2+ (Clemens, 2006; Verbruggen et al., 2009b; Lin et al., 2012). Dans 

le cas du citrate et du malate, la formation de complexes avec les métaux ne peut se faire qu’en 

milieu acide, ce qui suggère que les complexes se forment uniquement au niveau de la vacuole 

(Haydon et al., 2007). 

(3) Transfert du Cd2+ vers les parties aériennes 
 

La détoxication du Cd2+ chez les plantes peut se faire par le transfert de celui-ci vers les 

parties aériennes. La protéine Heavy Metal ATPase 4 (HMA4), de la famille des P1B-ATPase, a été 

caractérisée pour son rôle dans l’efflux du Zn2+ ainsi que du Cd2+ (Mills et al., 2003; Hussain et al., 

2004; Verret et al., 2004) (Figure 3). Ce transporteur localisé au niveau de la membrane plasmique 

des cellules entourant le système vasculaire (Verret et al., 2004) apparait comme un élément majeur 

dans la translocation du Cd2+ des racines vers les parties aériennes de la plante. Le mutant hma4 

transloque moins de Cd2+ au niveau des parties aériennes tandis que la surexpression de HMA4 

augmente la quantité de Cd2+ transférée dans les parties aériennes ainsi que la tolérance au Cd2+ 

(Verret et al., 2004). Le transporteur HMA4 est donc impliqué dans la translocation du Cd2+, via le 

xylème, vers les feuilles. Dans le système levure, par des expériences de mutagenèse dirigée, il a été 

montré que les résidus cystéine et glutamate présents dans le domaine de liaison aux métaux situé 

en N-terminal étaient importants dans la fonction de transport du Cd2+ (Verret et al., 2005). De la 

même façon, il a été mis en évidence que le domaine C-terminal de HMA4 constitué de 11 histidines 
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était essentiel à l’activité de translocation du Cd2+ (Verret et al., 2005). HMA2, également une P1B-

ATPase, est activée par le Zn2+, ainsi que par le Cd2+ (Eren et al., 2004). Ce transporteur est localisé au 

niveau de la membrane plasmique (Hussain et al., 2004) et les lignées hma2 présentent une 

augmentation de la sensibilité au Cd2+ (Hussain et al., 2004) ainsi qu’une augmentation de 

l’accumulation du Cd2+ (Eren et al., 2004). HMA2 semble donc avoir un rôle identique à HMA4 (Figure 

3). Une analyse fonctionnelle des domaines de liaison aux métaux de HMA2 a été réalisée grâce à la 

production de lignées et les résultats ont montré que le domaine N-terminal de liaison aux métaux, 

contrairement au domaine C-terminal, était essentiel à la translocation du Cd2+ des racines vers les 

parties aériennes (Wong et al., 2009). 

Un autre transporteur impliqué dans l’efflux du Cd2+ a été caractérisé : Plant Cadmium 

Resistance 1 (PCR1). Cette protéine située au niveau de la membrane plasmique augmente la 

tolérance au Cd2+ en exportant celui-ci à l’extérieur de la cellule (Song et al., 2004).  

(4) Remobilisation du Cd2+ 
 

La remobilisation du Cd2+, phénomène favorisant sa toxicité, correspond à son transfert de la 

vacuole vers le cytosol. Les transporteurs NRAMP3 et NRAMP4 dont la fonction est le transfert des 

métaux de la vacuole vers le cytosol (Thomine et al., 2000; Thomine et al., 2003; Lanquar et al., 2005) 

sont localisés au niveau de la membrane vacuolaire (Thomine et al., 2003; Lanquar et al., 2005). Ces 

deux transporteurs semblent impliqués dans la remobilisation du Cd2+ (Thomine et al., 2000) (Figure 

3). Dans le système levure, la surexpression de NRAMP3 et NRAMP4 augmente la sensibilité au Cd2+ 

ainsi que son accumulation (Thomine et al., 2000). Il est intéressant de noter que les lignées 

possédant la double mutation nramp3×nramp4 montrent également un phénotype de sensibilité au 

Cd2+ (Oomen et al., 2009). Il semblerait donc que l’hypersensibilité induite par la surexpression de ces 

deux transporteurs soit due à une forte remobilisation du Cd2+, tandis que l’hypersensibilité induite 

chez les lignées nramp3×nramp4 viendrait d’un défaut dans l’homéostasie d’autres métaux 

essentiels mobilisés par ces deux transporteurs. Très récemment, il a été montré que les lignées 

nramp3×nramp4  étaient fortement affectées au niveau de différentes fonctions photosynthétiques 

en présence de Cd2+. L’hypersensibilité des lignées nramp3×nramp4 à ce métal lourd a mis en 

évidence l’importance de la séquestration des métaux dans la vacuole afin de maintenir la 

photosynthèse en conditions de stress suite à une exposition au Cd2+ (Molins et al., 2013).  
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c) Influence d’un stress induit par le Cd2+ sur la voie d’assimilation du 

soufre 
 

 La principale voie de détoxication en réponse à un stress induit par le Cd2+ est la production 

de PCs dans le cytosol et la séquestration des complexes PCs-Cd au niveau de la vacuole. La synthèse 

des PCs dépend directement de celle du GSH, et donc de la quantité de celui-ci dans le cytosol. La 

synthèse du GSH se fait à partir de trois acides aminés : la cystéine, le glutamate et la glycine (Figure 

4). La cystéine étant un acide aminé soufré, sa synthèse dépend directement de la disponibilité du 

soufre (S). Ainsi, ce paramètre va également influer la synthèse du GSH, des PCs et donc la capacité 

de la plante à détoxifier le Cd2+. 

 Des analyses transcriptomiques ont permis de mettre en évidence les variations d’expression 

génique observées au niveau de l’absorption et de l’assimilation du soufre ainsi qu’au niveau du 

métabolisme du GSH lors d’un stress induit par le Cd2+ chez Arabidopsis thaliana (Figure 5) (Herbette 

et al., 2006). En effet, un des mécanismes mis en place par la plante pour lutter contre la toxicité des 

métaux lourds tels que la Cd2+ est la chélation par les PCs ou le GSH qui sont des composés soufrés 

(Cobbett, 2000). Les résultats obtenus ont montré qu’une exposition des plantules au Cd2+ entrainait 

une augmentation de l’expression de plusieurs transporteurs de S (6 parmi les 14 identifiés : 

SULTR1;1, SULTR2;1, SULTR3;4, SULTR4;1, SULTR3;5 et MOT1) et conduisait donc à une accumulation 

du S (Herbette et al., 2006). La première étape de la voie d’assimilation du S correspond aux 

réactions enzymatiques permettant la transformation du sulfate en sulfide. Les analyses 

transcriptomiques ont montré que les enzymes impliquées dans cette étape, l’ATP sulfurylase et 

l’APS reductase, étaient induites en réponse à un stress induit par le Cd2+. Ces résultats avaient été 

observés auparavant chez Arabidopsis thaliana (Harada et al., 2002), Brassica juncea (Heiss et al., 

1999) et Saccharomyces cervisae (Vido et al., 2001; Fauchon et al., 2002). Il est intéressant de noter 

que les gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des glucosinolates, métabolites secondaires 

contenant du S, sont réprimés lors d’une exposition de la plante au Cd2+. Ceci suppose que pour 

supporter la demande en S nécessaire pour la synthèse des PCs, la synthèse des glucosinolates est 

limitée. En parallèle, la plante redirige le soufre intracellulaire vers la synthèse de cystéines destinées 

à la production de GSH. Des analyses protéomiques différentielles réalisées sur des cellules 

d’Arabidopsis thaliana exposées au Cd2+ ont montré une augmentation de l’expression des 

différentes enzymes impliquées dans la biosynthèse des trois acides aminés impliqués dans la 

biosynthèse du GSH : glutamate, cystéine et glycine (Sarry et al., 2006). L’ensemble de ces analyses 

globales montre donc que le stress induit par la présence de Cd2+ modifie la voie d’assimilation du S 

en activant les premières enzymes de celle-ci et en activant également la synthèse du GSH, 

notamment destiné à la production de PCs. 
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Figure 5 : Modification transcriptionnelle des gènes impliqués dans la voie d’assimilation du soufre en 

réponse à un stress induit par le Cd
2+

. Les plantules d’Arabidopsis thaliana ont été exposées à 5 µM et 50 

µM de Cd
2+

 pendant 2, 6 et 30 heures. Les ARNm ont été hybridés sur des puces « CATMA » (Complete 

Arabidopsis Transcriptome MicroArray) et les rapports d’expression (Contrôle/traitement Cd
2+

) de 24576 

gènes ont été mesurés. Les différents métabolites sont représentés dans des carrés gris, les flèches 

représentent les réactions enzymatiques, les enzymes sont notées au dessus, en dessous ou à côté des 

flèches, le chiffre entre parenthèses indique le nombre d’isoformes pour chacune des enzymes et les barres 

de couleurs montrent la tendance générale du rapport d’expression pour chacune des familles d’enzymes. 

D’après Herbette et al. (2006). 
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Sélénoprotéine Fonction biologique

Glutathion peroxydase Enzyme antioxydante protégeant du stress oxydant : détoxication d'H2O2, de lipides et 

d'hyperoxydes phospholipidiques.

Iodothyronine déidodinase Synthèse et régulation métabolique des hormones thyroïdiennes

Thioredoxines réductases Régulation redox de la cellule

Sélénoprotéine P Antioxydant extra-cellulaire associé à l'endothelium vasculaire

Sélénoprotéine W Nécessaire à la fonction musculaire mais sa fonction biologique n'est pas connue

Sélénophosphate synthétase Biosynthèse de sélénophosphate

Sélénoprotéine de la capsule mitochondriale Protection des spermatozoïdes contre le stress oxydant

du spermatozoïde

Sélénoprotéine de l'épithélium de prostate Protection des cellules épithéliales de la prostate contre le stress oxydant

Sélénoprotéine 18kDa Sélénoprotéine essentielle conservée en carence en Se

2. Le sélénium 

a) Le sélénium chez les mammifères 

(1) Un élément essentiel incorporé au niveau des protéines 
 

 Le sélénium (Se) est un micronutriment essentiel chez les mammifères ainsi que chez les 

bactéries et certaines algues (Stadtman, 1990, 1996; Fu et al., 2002). Il entre dans la composition de 

plusieurs protéines appelées sélénoprotéines via son incorporation sous forme de sélénocystéines 

(SeCys). L’incorporation de SeCys peut se faire par l’utilisation du codon UGA, normalement utilisé en 

tant que codon STOP. La présence de facteurs de transcription spécifiques ainsi que d’un ARN 

messager en structure tige-boucle situé dans la région 3’ non traduite vont permettre au codon UGA 

d’être reconnu en tant que codon codant pour une sélénocystéine (Low et al., 1996). Il existe une 

deuxième voie de biosynthèse des SeCys au cours de laquelle une Ser se lie à l’ARN de transfert puis 

celle-ci est transformée en SeCys par une réaction d’incorporation du Se via le sélénophosphate 

(Berry et al., 1997). Une des premières sélénoprotéines identifiée est la glutathion peroxidase (GPX), 

enzyme antioxydante dont le site actif contient une SeCys (Rotruck et al., 1973). La GPX catalyse la 

réduction du peroxyde d’hydrogène en eau et protège ainsi la cellule des dommages oxydants. La 

plupart des sélénoprotéines ont une action antioxydante. Plusieurs d’entre elles ainsi que leur 

fonction biologique sont présentées dans le tableau 1 (Navarro-Alarcon et al., 2008). D’autres 

protéines capables de lier le Se mais ne possédant pas de SeCys ont été identifiées. Ce cas particulier 

sera discuté plus tard au cours de cette synthèse bibliographique. 

Tableau 1 : Fonctions biologiques de sélénoprotéines chez les mammifères. D’après Navarro-Alarcon et al, 

(2008). 
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(2) Carence et toxicité  
 

La principale source de Se chez l’homme provient de son alimentation, et plus 

particulièrement des produits issus de l’agriculture. Dans certaines régions du nord-est de la Chine, le 

Se est peu biodisponible car la matière organique présente dans les sols réduit le séléniate (SeO4
2-), 

facilement assimilé, en sélénite (SeO3
2-), faiblement assimilé et qui complexe avec des oxydes de fer 

(Navarro-Alarcon et al., 2008). Ceci a de graves conséquences sur la santé de la population et se 

manifeste par la maladie de Keshan (cardiomyopathie) (Hartikainen, 2005) et la maladie de Kashin-

Beck (arthrose et rhumatismes) (Li et al., 2007). La quantité de Se ingérée quotidiennement par les 

populations touchées est inférieure à 10 µg (55 µg sont nécessaires à un adulte en bonne santé). Le 

Se peut également être ingéré en trop fortes quantités (supérieur à 400 µg) et conduire à une 

sélénose (Goldhaber, 2003) qui se caractérise, entre autres, par une chute des cheveux et un 

fonctionnement anormal du système nerveux.  

En Californie, le drainage de sol sélénoferreux afin d’alimenter la réserve naturelle de 

Kesterson a eu des conséquences écologiques dramatiques. Une forte mortalité ainsi qu’un grand 

nombre de déformations embryonnaires ont été observées chez les oiseaux et les poissons vivant 

dans la réserve (Ohlendorf, 1989). En effet, les effets toxiques du Se chez ces espèces apparaissent 

dès une ingestion de 2 µg/kg de masse corporelle et ceux-ci ont été retrouvés avec une 

concentration de Se pouvant aller jusqu’à 390 µg/kg de masse corporelle (Wu, 2004). 

b) Voie d’assimilation, toxicité et bénéfices chez les plantes 

(1) Toxicité  
 

Chez les plantes, contrairement aux mammifères, le Se est un élément non essentiel (Fu et 

al., 2002; Novoselov et al., 2002; Sors et al., 2005; Zhang et al., 2010). En effet, les protéines 

homologues aux sélénoprotéines humaines possèdent une cystéine à la place d’une SeCys 

(Novoselov et al., 2002). Le Se, ayant une forte similarité avec le S peut être incorporé de façon non 

spécifique au niveau des cystéines et des méthionines (Brown et al., 1981, 1982), ce qui entraîne un 

phénomène de toxicité. Les effets du Se chez la plante se traduisent par une inhibition de la 

croissance, une chute de la quantité de chlorophylle et un phénomène d’oxydation des protéines 

(Ohno et al., 2012). Certaines plantes hyperaccumulatrices (Galeas et al., 2007) se développant sur 

des sols sélénoferreux sont capables d’accumuler des quantités de sélénium dépassant 10000 mg par 

kg de matière sèche (MS) sans montrer de signe de toxicité (Neuhierl et al., 1996; Neuhierl et al., 

1999; Persans et al., 2000; Ellis et al., 2004; LeDuc et al., 2004). Ces plantes de la famille des 

brassicacées (Stanleya pinnata, Brassica juncea), fabacées (Astragalus bisculatus) et asteracées 
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(Xylorrhizia glabriscula) accumulent préférentiellement le Se par rapport au S, elles distinguent donc 

ces deux éléments (White et al., 2007) et semblent posséder une voie d’assimilation spécifique du 

Se. D’autres plantes, qualifiées d’accumulatrices, assimilent de manière non spécifique le Se et le S et 

peuvent donc contenir jusqu’à 1000 mg/kg de MS. Les plantes non-accumulatrices (White et al., 

2004) ne peuvent accumuler plus de 25 mg/kg de MS. Un des mécanismes potentiel mis en place par 

la plante pour se défendre face aux protéines contenant des acides aminés séléniés pourrait être la 

dégradation de ces protéines (Sabbagh et al., 2012). En effet, des expériences réalisées chez la plante 

hyperaccumulatrice Stanelya pinnata ont montré que l’exposition au SeO4
2- impliquait le protéasome 

26S, connu pour son implication dans la dégradation de protéines mal repliées qui s’accumulent en 

réponse à différents stress abiotiques (Smalle et al., 2004). De plus, des analyses de tolérance au 

SeO4
2- réalisées chez Arabidopsis thaliana ont mis en évidence une diminution de la tolérance chez 

les lignées possédant une mutation au niveau du protéasome 26S (Sabbagh et al., 2012). 

 La présence de SeO4
2- dans les sols ou dans le milieu de culture fait chuter le taux de GSH 

dans la plante (Hugouvieux et al., 2009), connu pour son rôle en tant qu’antioxydant. Des lignées 

transgéniques ne possédant pas l’adénylylphosphosulfate reductase 2 (APR2), une des premières 

enzymes impliquée dans la réduction du SO4
2- et donc du SeO4

2-, sont hypersensibles au SO4
2- et au 

SeO4
2- et accumulent moins de sélénoprotéines (Grant et al., 2011). La toxicité du Se ne peut donc 

pas être due uniquement à son incorporation non spécifique au niveau des protéines. Cette toxicité 

est due à la chute de GSH qui entraîne la production de superoxyde. La production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ERO ou ROS) en présence de SeO4
2- a été observée dans plusieurs cas (Van 

Hoewyk, 2013). 

Le SeO3
2- entraine également la production de ROS (Van Hoewyk, 2013). Des expériences 

réalisées in vitro ont mis en évidence la production de superoxyde suite à la réaction entre le SeO3
2- 

et le GSH (Spallholz, 1994). La réduction du SeO3
2- en Se2- peut se faire de manière non enzymatique 

via le GSH. Cette étape génère du sélénodiglutathion (GS-Se-SG) dont la toxicité est plus importante 

que celle du SeO3
2-  (Wallenberg et al., 2010).  

(2) Bénéfices  
 

Le Se peut avoir un rôle d’antioxydant chez les plantes (Hartikainen, 2005; Pilon-Smits et al., 

2009). Des expériences réalisées sur Lolium perenne en présence d’un faible ajout de Se ont entrainé 

une augmentation de rendement de 13 % (Hartikainen et al., 2000). Ce résultat est corrélé avec une 

augmentation des capacités antioxydantes telles qu’une diminution de la peroxydation des lipides, 

une augmentation de l’activité de la GPX et une augmentation de la concentration en tocophérols 
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(vitamine E), protecteurs d’espèces oxydantes tels que les radicaux formés lors de la peroxydation 

des lipides. Ceci a été confirmé par des expériences réalisées sur des plantes soumises à des stress 

abiotiques (Feng et al., 2013) qui ont montré que la présence de Se peut stimuler la production 

d’antioxydants tels que la GPX et la superoxyde dismutase (SOD) qui vont protéger la plante des ROS 

produites suite à ces stress. La présence de Se peut également induire des mécanismes généraux de 

résistance au stress tels que la production d’éthylène et d’acide jasmonique (Tamaoki et al., 2008). 

Ce processus va permettre à la plante de faire face aux stress induits par la présence d’herbivores ou 

de pathogènes responsables d’infections fongiques (Quinn et al., 2007). Ceci est un phénomène 

indirect, mais il existe également un phénomène direct. En effet, lorsque le Se est accumulé par la 

plante, il rend celle-ci  toxique pour l’ensemble des pathogènes. Le Se peut également être volatilisé, 

ce qui repousse les herbivores (Pilon-Smits et al., 2009). En présence de Se, certaines espèces ont 

également montré un phénomène de résistance aux ultra-violets (Pilon-Smits et al., 2009).  

(3) Voie d’assimilation 
 

La voie d’assimilation du Se est celle du S mais il existe certaines différences concernant les 

plantes hyperaccumulatrices. Les différentes étapes du métabolisme du Se chez les plantes sont 

présentées dans la figure 6. 

(a) Entrée du sélénium dans la  plante 
 

Les formes chimiques du Se présentes dans le sol sont dépendantes de la nature de la 

rhizosphère (pH, présence de sulfate et de phosphate, oxygénation) mais la forme prédominante 

biodisponible est le SeO4
2- (Terry et al., 2000; Sors et al., 2005; Missana et al., 2009). Les différents 

transporteurs de sulfate (SO4
2-) sont théoriquement capables de transporter le SeO4

2- par similitude 

avec le transport du SO4
2- (Sors et al., 2005) (Figure 6). Cependant, des analyses de sensibilité au 

SeO4
2- réalisées sur différentes lignées pour lesquelles chaque transporteur a été muté 

indépendamment par l’insertion de T-DNAs ont montré que seulement l’absence du transporteur de 

haute affinité SULTR1;2, présent au niveau de l’épiderme racinaire a un phénotype de tolérance au 

SeO4
2- (El Kassis et al., 2007). Des analyses complémentaires ont également montré que l’absence du 

transporteur SULTR1;2 entrainait une diminution de l’accumulation du SeO4
2- (El Kassis et al., 2007). 

L’importance de ce transporteur de haute affinité SULTR1;2 dans le transport du SeO4
2- avait déjà été 

étudiée en 2002 lors de l’identification d’un mutant résistant au SeO4
2- (Shibagaki et al., 2002). Le 

transporteur de haute affinité SULTR1;1 joue également un rôle dans l’absorption du SeO4
2-(Barberon 

et al., 2008). Des expériences réalisées à partir des mutants sultr1;1, sultr1;2 et sultr1;1×sultr1 ;2 

montrent que les phénotypes de tolérance au SeO4
2- et de diminution d’accumulation du SeO4

2- sont 
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plus marqués chez le double mutant que chez le simple mutant sultr1;2. Ces phénotypes ne sont pas 

observés chez le simple mutant sultr1;1, ceci peut s’expliquer par une faible expression du 

transporteur SULTR1;1 par rapport au transporteur SULTR1;2. Lorsque le Se est sous forme SeO3
2- 

dans le sol, il semblerait que celui-ci rentre dans la plante via les transporteurs de phosphate (Figure 

6) (Broyer et al., 1972; Hopper et al., 1999; Li et al., 2008).  

L’absorption du SeO4
2- au niveau des racines est suivie par sa translocation rapide vers les 

feuilles tandis que dans le cas du SeO3
2-, la translocation est plus faible. En effet, chez les plantes, 

différentes études ont été menées et ont montré que le ratio Se foliaire/Se racinaire était plus élevé 

dans le cas d’une exposition au SeO4
2- qu’au SeO3

2- (Arvy, 1993; Zayed et al., 1998; Hugouvieux et al., 

2009).  

(b) Du séléniate et du sélénite aux sélénocystéines  
 

 Le Se, par sa similarité chimique avec le S, emprunte la même voie d’assimilation. Les 

différentes étapes du métabolisme du Se lorsque celui-ci passe du SeO4
2- ou du SeO3

2- aux SeCys ont 

lieu majoritairement dans le chloroplaste (Pilon-Smits et al., 1999). Le SeO4
2- est réduit en SeO3

2- via 

l’action de deux enzymes : l’ATP sulfurylase permet de coupler le SeO4
2- à l’ATP pour former 

l’adénosine phosphoséléniate (APSe), puis l’adénosine phosphosulfate réductase (APS réductase) 

permet la réduction de l’APSe en SeO3
2- (Figure 6). Les travaux de de Souza et al. (1998)  ont montré 

que la réduction du SeO4
2- en SeO3

2- était une étape limitante du métabolisme du Se. En effet, les 

plantes mises en contact avec du SeO4
2- accumulent une forte quantité de SeO4

2- tandis que 

lorsqu’elles sont mises en contact avec du SeO3
2-, le Se s’accumule rapidement sous forme 

organique. 

 L’étape suivante correspond à la réduction du SeO3
2- en sélénide (Se2-) (Figure 6). Dans la 

littérature, une voie enzymatique, uniquement plastidiale, faisant intervenir la sulfite réductase ainsi 

qu’une voie non enzymatique, chloroplastique ou cytosolique, impliquant le GSH (Anderson, 1993; 

Terry et al., 2000) ont été décrites (Figure 6). 

 La dernière étape de formation des sélénocystéines correspond au couplage du Se2- et de l’O-

acétyl sérine (OAS) (Ng et al., 1978) catalysée par la cystéine synthase (Cys Synthase). Les SeCys 

peuvent ensuite être incorporées non spécifiquement au niveau des protéines à la place des 

cystéines ou être métabolisées sous forme d’autres composés séléniés tels que les 

sélénométhionines (SeMet), le sélénium élémentaire (Se0), les γ-glutamyl-selenocystéines (γ-Glu-

SeCys), le diméthylsélénide (DMSe) et le diméthyldisélénide (DMDSe) (Figure 6). 
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(c) Des sélénocystéines aux autres composés séléniés 

(i) Formation des sélénométhionines 
 

La conversion de SeCys en SeMet, deuxième acide aminé sélénié, se fait en trois étapes 

(Figure 6). Les deux premières ont lieu dans le chloroplaste. Les SeCys sont couplées à l’O-

phosphohomosérine (OPH) grâce à l’enzyme cystathionine-γ-synthase pour former la 

sélénocystathionine (Secystathionine) alors transformée en sélénohomocystéine (Sehomocystéine) 

via l’action de la cystathionine-β-lyase. La troisième étape est cytosolique et correspond à la 

transformation de la Sehomocystéine en SeMet par l’ajout d’un groupe CH3 sous l’action 

enzymatique de la méthionine synthase. La SeMet peut ensuite être incorporée de manière non 

spécifique dans les protéines soit dans le chloroplaste ou dans le cytosol ou alors métabolisée sous 

forme de méthyl-sélénométhionine (Méthyl-SeMet). 

(ii) Formation de Se0 

 

Au niveau du chloroplaste, les SeCys peuvent passer sous la forme Se0 par l’action de la 

sélénocystéine lyase (SeCys lyase) et la libération d’une Ala (Figure 6). La SeCys lyase est également 

appelée CpNifS (cystéine désulfurase chloroplastique) car elle permet la désulfuration des cystéines 

dans le chloroplaste (Van Hoewyk et al., 2007). Dans le cas du métabolisme du S, cette enzyme 

apparait comme l’élément essentiel dans la biosynthèse des centres fer-soufre au niveau du 

chloroplaste.  

(iii) Formation de méthyl-sélénométhionine, méthyl-

sélénocystéine et γ-glutamyl-cystéine synthétase puis volatilisation 

sous forme de dimethylselenide ou diméthyldiselenide 
 

 Les SeCys et SeMet peuvent être incorporées directement dans les protéines, mais elles 

peuvent également être méthylées et éviter cette incorporation, conséquence majeure et toxique de 

la présence de Se chez la plante. Ainsi, des Méthyl-SeCys et des Méthyl-SeMet vont être méthylées 

grâce à la sélénocystéine méthyltransferase (SeCys méthyltransférase) et à la méthionine 

méthyltransférase (Met-méthyltransferase) respectivement (Figure 6). Les Méthyl-SeCys vont ensuite 

être métabolisées sous forme de diméthyldisélénide (DMDSe) tandis que les Méthyl-SeMet vont être 

métabolisées sous forme de diméthylséléniopropionate (DMSeP) puis volatilisées sous forme de 

diméthylsélénide (DMSe) via l’action de la diméthylsulfoniopropionate lyase (DMSP lyase).  
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Figure 6 : Métabolisme du sélénium chez la plante. SeO4
2-

  séléniate, ATP adénosine triphosphate, ATP 

sulfurylase adénosine triphosphate sulfurylase, APSe  adénosine phosphoséléniate, APS réductase adénosine 

phosphosulfate réductase, Cys Synthase cystéine synthase, SeO3
2-

 sélénite, P Trans. Transporteur de Phosphate, 

Se
2- 

 sélénide, OAS O-acétylsérine, SeCys sélénocystéine, Ala alanine, SeCys Lyase sélénocystéine lyase, Se
0
 

sélénium élémentaire, OPH O-phosphohomosérine, SeMet sélénométhionine, Méthyl-SeCys 

méthylsélénocystéine, DMDSe diméthyldisélénide, Glu glutamate, γ-Glu-SeCys  γ-glutamylsélénocystéine, 

Méthyl-SeMet méthyl-sélénométhionine, DMSeP diméthylsélénopropionate, DMSP Lyase 

diméthylsulfoniopropionate lyase, DMSe diméthylsélénide. D’après Pilon-Smits et al. (2010). 
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 Dans le cas des plantes hyperaccumulatrices, l’activité de la SeCys-méthyltransférase est 

particulièrement élevée. Ces organismes peuvent donc accumuler une forte quantité de Se sous la 

forme Méthyl-SeCys qui ne sera pas incorporée dans les protéines et donc moins toxique (Freeman 

et al., 2006; Sors et al., 2009). Les plantes hyperaccumulatrices peuvent également métaboliser le 

SeCys sous forme de γ-glutamyl-SeCys par le couplage d’un glutamate sous l’action enzymatique de 

la γ-glutamyl-cystéine synthétase (Freeman et al., 2006).  

(iv) Approches biotechnologiques 
 

D’un point de vue biotechnologique, le Se étant un élément essentiel chez l’homme connu 

pour ses propriétés antioxydantes et anticancéreuses, l’utilisation de plantes riches en Se apparait 

comme une nouvelle alternative dans le traitement anticancéreux. Ainsi, des études préliminaires sur 

des cellules cancéreuses du côlon ont été menées (Banuelos et al., 2011). Celles-ci ont été traitées à 

partir d’extraits aqueux du cactus Opuntia ficus-indica naturellement enrichi en Se organique et une 

inhibition de la croissance des cellules cancéreuses a été observée. Il a également été montré que 

des rats se nourrissant de Brassica oleracea (plantes accumulatrices) traité au Se présentaient moins 

de risque de développer un cancer du côlon (Kato et al., 2010). L’accumulation de Se chez certaines 

plantes pourrait également être utilisée en phytoremédiation. En effet, la surexpression de l’ATP 

sulfurylase (Pilon-Smits et al., 1999) chez Brassica Juncea entraine une forte accumulation de Se sous 

forme organique dans les parties aériennes de la plante. Le Se peut également, par des 

manipulations génétiques, être accumulé préférentiellement sous la forme méthyl-SeCys en 

surexprimant la SeCys-méthyltransférase (Ellis et al., 2004; LeDuc et al., 2004). Des plantes 

surexprimant les deux enzymes ATP sulfurylase et SeCys-méthyltransférase accumulent de fortes 

quantités de Se quasi-totalement sous la forme méthyl-SeCys (Leduc et al., 2006), non incorporable 

dans les protéines. Des lignées transgéniques accumulant moins de Se ont également été générées. 

Par exemple, la surexpression de la cystathionine-γ-synthase chez Brassica juncea augmente la 

volatilisation de Se sous la forme de DMSe, ce qui provoque une diminution de la quantité de Se 

accumulé (Van Huysen et al., 2003).   
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B. La protéine « Selenium Binding Protein 1 » (SBP1)  

1. Les protéines contenant du Se  
 

Différents types de protéines capables de lier le Se ont été décrites dans la littérature et son 

regroupées en trois catégories (Behne et al., 2001). La première catégorie correspond aux 

sélénoprotéines, protéines possédant une sélénocystéine essentielle à leur activité (Tableau 1 page 

28). La seconde représente les sélénoprotéines non spécifiques. En effet, lors d’une exposition trop 

importante au Se sous la forme SeO3
2- ou SeMet, une partie de celui-ci est métabolisé de la même 

façon que l’ensemble des composés séléniés mais l’excès de Se est incorporé non spécifiquement 

dans les protéines à la place du S (Behne et al., 1991). La troisième catégorie correspond aux 

« Selenium Binding Proteins ». Celle-ci sont capables de lier le Se mais il n’est pas incorporé au niveau 

des sélénométhionines ou des sélénocystéines. Afin d’identifier l’ensemble des sélénoprotéines 

présentes chez les mammifères, un marquage radioactif au 75Se avait été réalisé sur des cellules 

hépatiques de souris. Parmi les protéines identifiées figuraient deux protéines ne possédant pas de 

sélénocystéines : une protéines de 14 kDa (Bansal et al., 1989) et une de 56 kDa (Bansal et al., 1990). 

Ces deux protéines appelées « Selenium Binding Proteins » sont donc capables de lier le Se de façon 

post-traductionnelle. 

2. Identification de SBP1 
 

La Selenium Binding Protein de 56 kDa correspond à SBP1. Cette protéine est présente et 

conservée au sein d’un grand nombre d’organismes, aussi bien chez les procaryotes que chez les 

eucaryotes, ce qui lui suggère un rôle biologique fondamental. Le pourcentage d’identité des 

différentes SBPs est présenté dans le tableau 2. Celui-ci permet de mettre en évidence l’existence de 

SBP1 aussi bien chez un procaryote de la famille des archées (Sulfolobus tokodaii, St_SBP1) que chez 

des organismes plus évolués tels que les plantes supérieures (Arabidopsis thaliana,At_SBP1; Zea 

Mays, Zm_SBP1; Oriza sativa, Os_SBP1 …), la souris (Mus musculus, Ms_SBP1) ou l’homme (Homo 

sapiens, Hs_SBP1). Ce tableau montre également que SBP1 est hautement conservée malgré 

l’éloignement des espèces. Le pourcentage d’identité est généralement supérieur à 50 % dans le cas 

de toutes les espèces étudiées excepté pour Sulbolobus tokodaii. L’ensemble des résultats qui seront 

présentés par la suite porteront plus particulièrement sur SBP1 chez Arabidopsis thaliana, c’est 

pourquoi les trois isoformes de SBPs chez Arabidopsis sont présentées dans le tableau 2 et que la 

plupart des SBPs pour lesquelles le pourcentage d’identité a été calculé proviennent d’organismes 

photosynthétiques. Ces résultats seront commentés ultérieurement au cours de cette synthèse 

bibliographique. Aucun homologue n’a été identifié chez la levure. 
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At_SBP1 At_SBP2 At_SBP3 Zm_SBP1 Os_SBP1 Pt_SBP1 Ms_SBP1 Mt_SBP1 Lj_SBP1 Gm_SBP1 Mm_SBP1 Hs_SBP1 Cr_SBP1 St_SBP1

At_SBP1 100.00 89.32 78.75 76.54 76.32 79.09 78.28 79.10 78.23 74.21 60.93 61.57 57.14 41.76

At_SBP2 89.32 100.00 76.04 76.54 74.78 78.47 76.59 77.21 77.78 74.84 60.30 60.30 56.93 41.40

At_SBP3 78.75 76.04 100.00 75.22 74.34 76.88 74.38 75.21 76.62 74.63 59.66 61.36 54.58 43.44

Zm_SBP1 76.54 76.54 75.22 100.00 92.78 81.58 80.26 79.82 78.73 77.19 61.23 61.67 58.13 42.72

Os_SBP1 76.32 74.78 74.34 92.78 100.00 82.24 79.82 79.39 78.51 76.75 60.79 61.01 58.13 43.43

Pt_SBP1 79.09 78.47 76.88 81.58 82.24 100.00 82.40 81.99 82.99 79.66 62.63 63.27 58.21 43.21

Ms_SBP1 78.28 76.59 74.38 80.26 79.82 82.40 100.00 98.57 87.06 79.04 62.21 62.42 58.21 43.67

Mt_SBP1 79.10 77.21 75.21 79.82 79.39 81.99 98.57 100.00 86.45 79.25 62.63 62.42 58.00 43.67

Lj_SBP1 78.23 77.78 76.62 78.73 78.51 82.99 87.06 86.45 100.00 82.39 60.72 62.00 55.86 43.44

Gm_SBP1 74.21 74.84 74.63 77.19 76.75 79.66 79.04 79.25 82.39 100.00 59.66 60.30 54.37 45.02

Mm_SBP1 60.93 60.30 59.66 61.23 60.79 62.63 62.21 62.63 60.72 59.66 100.00 87.71 55.05 44.34

Hs_SBP1 61.57 60.30 61.36 61.67 61.01 63.27 62.42 62.42 62.00 60.30 87.71 100.00 55.27 42.99

Cr_SBP1 57.14 56.93 54.58 58.13 58.13 58.21 58.21 58.00 55.86 54.37 55.05 55.27 100.00 42.69

St_SBP1 41.76 41.40 43.44 42.72 43.43 43.21 43.67 43.67 43.44 45.02 44.34 42.99 42.69 100.00

 

 

 

 

 

 

3. SBP1 chez les mammifères 
 

Actuellement, la fonction biologique de SBP1 n’est pas encore connue. Le gène codant pour 

SBP1 chez l’homme est situé sur le chromosome 1q21-22 (Chang et al., 1997). C’est une protéine qui 

est localisée à la fois dans le cytosol et le noyau (Chen et al., 2004; Stammer et al., 2008; Xia et al., 

2011). Elle est présente dans un grand nombre de cellules et de tissus tels que ceux de l’appareil 

digestif, du cœur, du cerveau et du placenta (Bansal et al., 1990; Chang et al., 1997; Yang et al., 

1998). SBP1 peut donc être considérée comme une protéine ubiquitaire. Différentes publications 

mettent en évidence un rôle potentiel de SBP1 en tant que suppresseur de tumeur. Cette protéine 

semble également impliquée dans le transport intra-golgi et apparait comme un biomarqueur de la 

schizophrénie. 

a) Un suppresseur de tumeurs chez l’homme 
 

De nombreuses analyses ont été menées sur des cellules cancéreuses ou non et ont permis 

de mettre en évidence des variations d’expression de certaines protéines. Le Se est un élément 

essentiel ainsi qu’un potentiel agent anti-carcinogène, c’est pourquoi les protéines capables de lier 

cet élément et dont l’expression est modifiée dans les cellules cancéreuses sont tout 

particulièrement intéressantes à étudier. 

Tableau 2 : Pourcentage d’identité entre les SBPs putatives chez différents organismes. Le calcul du 

pourcentage d’identité a été effectué par la méthode MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log- 

Expectation). Les noms des organismes ainsi que les numéros d’accessions sont les suivants : At_SBP1-3, 

Arabidopsis thaliana (TAIR : At4g14030, At4g14040 and At3g23800); Zm_SBP1, Zea mays (AY 104661); 

Os_SBP1, Oryza sativa (NP 914832); Pt_SBP1, Populus trichocarpa (DS 017279); Ms_SBP1, Medicago sativa (CAC 

67501); Mt_SBP1, Medicago truncatula (CM 001219); Lj_SBP1, Lotus japonicus (CAC 67492); Gm_SBP1, Glycine 

max (CAC 67472); Mm_SBP1, Mus musculus (NP 033176); Hs_SBP1, Homo sapiens (NP 003935); Cr_SBP1, 

Chlamydomonas reinhardtii (XP 001703358); St_SBP1, Sulfolobus tokodaii (BAB 65016). 
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 L’ensemble des études réalisées sur SBP1 chez l’homme ont montré qu’elle était sous 

exprimée dans les cellules cancéreuses. Ceci a été mis en évidence dans le cas du cancer de la langue 

(Chen et al., 2004), du côlon (Kim et al., 2006; Pohl et al., 2009), des ovaires (Stammer et al., 2008), 

de l’œsophage (Silvers et al., 2010), de l’estomac (Xia et al., 2011; Zhang et al., 2013a), du foie 

(Raucci et al., 2011) et du sein (Zhang et al., 2013b). La sous expression de SBP1 a été étudiée par des 

analyses protéomiques différentielles sur des cellules cancéreuses ou saines ainsi que par des 

analyses immunohistochimiques. Cette sous expression de SBP1 est corrélée avec une diminution de 

la prolifération et la migration cellulaire dans le cas du cancer de l’estomac (Zhang et al., 2013a).  

 Différents mécanismes potentiels pouvant entrainer la sous expression de SBP1 ont été 

étudiés. Plusieurs régions proches du gène codant pour SBP1 présentent une perte d’hétérozygotie 

(Luthra et al., 2007; Maru et al., 2009), c’est pourquoi ce phénomène a également été étudié pour 

SBP1 (Kim et al., 2006) (Silvers et al., 2010). On parle de perte d’hétérozygotie lorsqu’il y a une perte 

du matériel génétique de l’un des deux parents. Ce mécanisme peut alors entraîner des anomalies au 

niveau chromosomique telles que la suppression de gènes suppresseurs de tumeurs. Les analyses 

réalisées ont montré qu’il n’y avait pas de perte d’hétérozygotie du gène codant pour SBP1 dans le 

cas des cellules cancéreuses sous exprimant SBP1. Des modulations transcriptionnelles ou post-

transcriptionnelles semblent donc être à l’origine de la régulation de l’expression de SBP1. Il 

semblerait que ce soit une hyperméthylation du promoteur qui soit responsable de cette sous 

expression. Ceci a été observé dans le cas de cellules cancéreuses du côlon (Pohl et al., 2009) et de 

l’œsophage (Silvers et al., 2010). Par un traitement déméthylant, l’expression de SBP1 est restaurée 

et l’apoptose des cellules cancéreuses est induite. Ces résultats mettent en évidence une régulation 

du niveau d’expression de SBP1 au niveau épigénétique et une potentielle fonction pro-apoptotique 

de cette protéine dans les cellules cancéreuses.  

 De récentes publications concernant le rôle de SBP1 en cas de cancer ont mis en évidence 

l’importance de cette protéine dans la réponse aux traitements anti-cancéreux. Dans le cas de 

traitements reposant sur la production des ROS, le facteur 1-α inductible de l’hypoxie (HIF1-α) est 

activé, ce qui entraine une augmentation de l’expression de SBP1 (Scortegagna et al., 2009), capable 

de se lier à la glutathion peroxydase 1 (GPX1) (Fang et al., 2010). Lors de cette liaison, SBP1 inhibe 

l’activité de GPX1 qui consiste à protéger la cellule des ROS. Ainsi, lors de la liaison SBP1/GPX1, ces 

deux protéines forment des corps nucléaires pro-apoptotiques et la présence des ROS au niveau des 

cellules cancéreuses entraine alors la mort de celles-ci (Huang et al., 2012). Ce phénomène est 

illustré dans la figure 7. Le Se est également largement utilisé dans le traitement contre le cancer. 

Dans le cas du cancer du sein, il a été montré que l’inhibition de la prolifération cellulaire induite par 

un traitement à base de Se nécessitait SBP1. En effet, la sous expression de celle-ci entraine une 



Synthèse bibliographique 

39 
 

ERO

HIF1-α

SBP1

GPX1

active
régule

inhibe protège

résistance des cellules au traitement (Zhang et al., 2013b). Ces résultats concernant l’importance de 

SBP1 lors de traitements utilisant le Se suggèrent que la liaison SBP1-Se pourrait avoir un rôle dans ce 

cas. La cisplastine, complexe à base de platine, est utilisé en tant qu’anti-cancéreux grâce à ses 

propriétés apoptotiques. Concernant le cancer du sein, il a été montré que l’apoptose induite par la 

cisplastine était augmentée lorsque le niveau d’expression de SBP1 était plus élevé (Zhang et al., 

2013a).  

 L’ensemble des résultats obtenus concernant l’importance de SBP1 lors des traitements anti 

cancéreux montrent que cette protéine apparaît comme un biomarqueur dans différents cancers et 

que son niveau d’expression dans les cellules cancéreuses est un indicateur de pronostique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) La surexpression de SBP1 au niveau des cellules cérébrales apparait 

comme potentiellement dégénérative 
 

 SBP1 a également été décrite en tant que biomarqueur de la schizophrénie (Glatt et 

al., 2005). D’après des analyses de puce à ADN, l’induction du gène codant pour la protéine SBP1 a 

été mise en évidence chez des patients schizophrènes. Ces résultats ont été confirmés par des 

analyses de PCR quantitative en temps réel dans des cellules sanguines puis par des analyses 

immunohistochimiques sur des cellules issues de tissus post mortem de cortex préfrontal. L’induction  

de SBP1 a également été observée chez des patients atteints de troubles bipolaires (Kanazawa et al., 

2008). Le Se est connu pour jouer un rôle important au niveau du cerveau et une quantité trop 

Figure 7 : Schéma hypothétique de 

mécanisme de réponse aux ERO impliquant 

HIF1-α, SBP1 et GPX1. Les traitements 

anticancéreux produisent des ERO qui 

activent HIF1-α. Ce facteur entraine une 

augmentation de l’expression de SBP1 qui 

va alors inhiber, via une liaison, l’activité de 

GPX1. Cette dernière ne pourra donc pas 

protéger la cellule des ERO, ce qui va 

entrainer un phénomène d’apoptose de la 

cellule cancéreuse. Si le niveau de SBP1 est 

trop faible, GPX1 ne sera pas inhibée et les 

cellules continueront à proliférer malgré le 

traitement anti-cancéreux. D’après Huang 

et al. (2012). 
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importante de celui-ci peut avoir des effets toxiques sur les cellules. La surexpression de SBP1, 

protéine capable de lier le Se, pourrait donc avoir des effets neurodégénératifs. Au niveau des 

traitements utilisés, il a été remarqué que le traitement à la clozapine faisait diminuer le taux de Se 

dans le plasma (Vaddadi et al., 2003), ce qui laisse penser que celui-ci est toxique lors de ces 

pathologies. De plus, le polymorphisme observé chez SBP1 semble important dans le risque de 

schizophrénie (Kanazawa et al., 2009).  

c) Autres fonctions potentielles de SBP1 
 

SBP1 pourrait également être impliquée dans le transport intra-golgi (Porat et al., 2000). 

SBP1 a été localisée dans le cytosol au niveau de la membrane de l’appareil de Golgi de cellules de 

cerveau de bovin. L’utilisation d’anticorps dirigés contre SBP1 a montré que le transport intra-golgi 

était moins efficace et des analyses réalisées à partir de cytosol ne contenant pas SBP1 ont montré 

que ce même transport était moins actif. L’ensemble de ces résultats suggère que SBP1 pourrait être 

impliquée dans une étape tardive du transport de protéines au niveau de l’appareil de Golgi. 

En 2010, il a été montré qu’il existait une liaison covalente séléno-dépendante entre SBP1 et 

« von Hippel-Lindau protein (pVHL)-interacting deubiquitinating enzyme 1 » (VDU1) (Jeong et al., 

2009). La liaison entre SBP1 et VDU1 a été réalisée en conditions non réductrices et réductrices et les 

résultats montrent que la liaison est moins importante en conditions réductrices. Ceci suggère que le 

Se est incorporé à SBP1 par une liaison covalente impliquant des groupements thiols et que celle-ci 

joue un rôle dans la régulation de la voie de signalisation des protéines impliquées dans 

l’ubiquitination/déubiquitinisation de façon séléno-dépendante. 

d) SBP2 : cible de l’acétominophène dans le foie 
 

Chez les mammifères, la seconde isoforme des SBPs, SBP2, est impliquée dans la détoxication 

de l’acétominophène (ou paracétamol) dans le foie via une liaison SBP2-acétominophène (Lanfear et 

al., 1993; Mattow et al., 2006). Le processus majeur de détoxication de l’acétominophène fait 

intervenir le GSH et lorsque le niveau de celui-ci est trop faible, l’acétominophène se lie à SBP2 

(Cohen et al., 1997). Cette protéine pourrait donc jouer un rôle protecteur via la séquestration et/ou 

l’inactivation d’espèces réactives électrophiles. SBP2 est également impliquée dans l’inhibition de la 

prolifération cellulaire potentiellement carcinogène (Giometti et al., 2000). En effet, le ciprofibrate, 

employé comme médicament anticholesterolémiant, provoque une prolifération du péroxisome qui 

entraine directement une chute du niveau d’expression de SBP2 puis une prolifération cellulaire au 

niveau du foie. Il semble donc qu’il y ait une redondance de fonction entre SBP1 et SBP2 dans le 

contrôle de la prolifération cellulaire. 
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4. La protéine « Selenium Binding Protein 1 » (SBP1) chez les plantes 

a) Une protéine conservée 
 

SBP1 a été identifiée chez les organismes photosynthétiques en 2002 (Flemetakis et al., 

2002) chez Glycine max, Medicago Sativa, Arabidopsis thaliana et Lotus Japonicus par homologie 

avec SBP1 chez les mammifères. Dans le cas d’Arabidopsis thaliana, l’ADNc de deux homologues, 

SBP1 et SBP2, a été isolé. Ils sont situés en tandem sur le chromosome 4 (Flemetakis et al., 2002). En 

2005, un troisième homologue, SBP3, a été identifié sur le chromosome 3 lors d’une analyse de 

BLAST réalisée sur le génome d’Arabidopsis à partir de la séquence de SBP1 chez les mammifères 

(Agalou et al., 2005). SBP1 présente 89,32 % d’identité avec SBP2 tandis que SBP1 a 78,95 % d’acides 

aminés en commun avec SBP3. Pour ces trois homologues, l’identité de séquence avec la protéine 

SBP1 des mammifères (souris et homme) varie de 61,57 % à 59,66 %.  

Actuellement, au sein du génome de plusieurs plantes, une séquence homologue à la 

séquence de SBP1 chez Arabidopsis thaliana a été identifiée. Chez les organismes photosynthétiques 

(excepté Chlamydomonas reinardtii), le pourcentage d’identité (ou de conservation) entre les 

différentes SBPs est élevé. En effet, le tableau 2 (page 37) montre que le pourcentage d’identité 

entre SBP1 chez Arabidopsis thaliana et SBP1 chez les autres organismes photosynthétiques est 

compris entre 74,21 % et 79,10 %. Parmi l’ensemble des organismes photosynthétiques, ce 

pourcentage de conservation varie de 74,34 % à 98,57 %. Dans le cas de Chlamydomonas reinardtii, 

le pourcentage d’identité est de 57,14 %.  

b) Localisation cellulaire de SBP1 chez les plantes 
 

 Chez les plantes, SBP1 est une protéine ubiquitaire. Ceci a également été montré dans le cas 

de SBP1 chez les mammifères. L’immunolocalisation de SBP1 chez Lotus japonicus ainsi que 

l’utilisation de lignées rapportrices chez Arabidopsis thaliana pour lesquelles le promoteur de SBP1 a 

été cloné en amont du gène de la luciférase ont montré que SBP1 était exprimée dans différents 

tissus (Dutilleul et al., 2008) (Figure 8). Cette protéine est particulièrement exprimée et présente 

dans l’apex racinaire, les jeunes feuilles et les siliques. D’autre part, ces analyses ont montré une 

forte activité du promoteur dans les jeunes tissus pendant les premières étapes du développement 

ainsi qu’au niveau des graines (Dutilleul et al., 2008) (Figure 8). Ceci suggère que le niveau 

d’expression de SBP1 est régulé durant le développement de la plante. 

Des analyses par PCR semi quantitative réalisées sur les 3 isoformes de SBP (SBP1-3) 

présentes chez Arabidopsis thaliana ont permis de déterminer le niveau d’expression de chacun de  
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D’après Dutilleul et al., 2008

ces gènes dans différents tissus (Dutilleul et al., 2008). SBP1 est l’isoforme la plus exprimée et le 

profil d’expression de SBP2 est proche de celui de SBP1 malgré une expression plus faible au niveau 

des racines des jeunes plantes et des fleurs des plantes adultes (Figure 9). SBP3 est faiblement 

exprimée dans l’ensemble des tissus, son plus haut niveau d’expression est observé au niveau des 

racines des jeunes plantes. Chez le mutant sbp1, SBP2 est surexprimée, ce qui suggère que la plante 

met en place des mécanismes de compensation pour maintenir un niveau certain d’expression de 

SBP  (Dutilleul et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Analyse de l’activité du promoteur de SBP1 chez Arabidopsis thaliana. L’activité LUC des lignées 

transgéniques rapportrices SBP1 ::LUC a été enregistrée sur différents tissus à différents stades du 

développement. L’activité luciférase a été enregistrée sur des plantes adultes de 4 semaines (I-V) 

(enregistrement :10 min), des plantules ayant poussé in vitro pendant 7 et 12 jours (respectivement VI et VII) 

(enregistrement : 5 min) et durant les premières étapes du développement (VIII) (enregistrement : 10 min). 

D’après Dutilleul et al. (2008). 
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D’après Dutilleul et al., 2008

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c) SBP1 est induite en réponse à différents stress 
 

Plusieurs travaux ont été menés chez différents organismes photosynthétiques (Lotus 

Japonicus, Oriza sativa et Arabidopsis thaliana) et ont permis de proposer différentes fonctions 

potentielles de la protéine SBP1.  

 Des études réalisées sur SBP1 chez Lotus Japonicus (Flemetakis et al., 2002) ont suggéré une 

implication de SBP1 dans la formation des nodules dans le cas des légumineuses. En effet, lors de la 

symbiose avec Rhyzobium, SBP1 est fortement induite au niveau de ces nodules. Des analyses 

immunohistochimiques supposent que SBP1 est impliquée dans la formation et la fonction des 

nodules. Les auteurs suggèrent que SBP1 pourrait jouer un rôle dans la synthèse membranaire 

durant l’infection par rhizobium et dans la formation des membranes péri-bactéroïdes. Ces 

membranes, situées entre les bactéroïdes et le cytoplasme végétal, servent de zone d’échange entre 

rhyzobium et Lotus japonicus. 

 Chez Sorgum bicolor, des analyses transcriptomiques ont montré que SBP1 était induite en 

réponse au pathogène Schizapis graminum (Zhu-Salzman et al., 2004). Chez Oriza sativa, il a été 

montré que le transcrit de SBP1 s’accumulait en réponse à l’agent pathogène Magnaporthe grisea 

(Sawada et al., 2002). Il semblerait que des molécules signales endogènes telles que l’acide 

jasmonique et l’acide salicylique, impliquées dans la réponse aux pathogènes, jouent un rôle dans 

l’induction de SBP1 en réponse à Magnaporthe grisea (Sawada et al., 2003). Des analyses de puces à 

Figure 9 : Etude de l’expression des 3 

isoformes de SBP chez Arabidopsis 

thaliana dans différents tissus par PCR 

semi-quantitative. Les expériences ont 

été réalisées à partir de cDNA amplifiés à 

partir d’extraits totaux d’ARN de 

plantules de 7 jours et de plantes adultes 

de 4 semaines. Vingt-six cycles PCR ont 

été réalisés pour SBP1 et SBP2, 33 pour 

SBP3 et 25 pour le contrôle ACTIN2. 

D’après Dutilleul et al. (2008). 
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ADN réalisées chez Arabidopsis ont mis en évidence l’induction de SBP1 en réponse au méthyl 

jasmonate et à l’éthylène (Schenk et al., 2000).  

SBP1 semble impliquée dans la réponse au stress oxydant. Chez Arabidopsis thaliana, cette 

protéine est induite et s’accumule en réponse à l’H2O2 (Hugouvieux et al., 2009). Ceci a également 

été observé lors d’analyses transcriptomiques (Desikan et al., 2001). Chez Lotus Japonicus, SBP1 est 

exprimée dans le phloème des racines, les siliques et dans les embryons (Flemetakis et al., 2002). 

Certaines protéines comme la thioredoxine RPP13-1 du riz localisée dans le phloème, apparaissent 

comme capables de régénérer des protéines inactivées par un stress oxydant ou pourraient même 

agir comme molécule de signal transloquée via le phloème (Ishiwatari et al., 1998). Les travaux de 

Flemetakis et al. (2002) proposent donc un rôle de SBP1 dans le contrôle des réactions rédox 

similaire à celui de RPP13-1. Chez Oriza sativa, l’induction de SBP1 par l’acide abscissique et la 

paraquat (générateur du radical superoxyde O2-.) suggère également que cette protéine a un rôle en 

réponse au stress oxydant (Sawada et al., 2003).  

La présence de composés, métalliques ou non, tels que le Cd2+, le Cu2+ et le SeO4
2- entraine 

également une augmentation du niveau d’expression de SBP1. Ce sont des analyses protéomiques 

différentielles réalisées sur des cellules d’Arabidopsis traitées ou non au Cd2+ qui ont révélé une 

accumulation précoce de SBP1 (Sarry et al., 2006) en réponse au Cd2+. Il est intéressant de noter que 

lors d’un stress induit par le Cd2+ chez le mutant sbp1, le gène codant pour SBP2 est induit plus 

précocement que dans le cas des lignées sauvages (Dutilleul et al., 2008). Ceci suggère une 

redondance de fonction, préalablement observée en conditions normales de cultures, entre les deux 

isoformes SBP1 et SBP2 en présence de Cd2+. L’utilisation de lignées rapportrices bioluminescentes a 

mis en évidence une augmentation de l’activité du promoteur de SBP1 en réponse au Cu2+ et au 

SeO4
2-. L’utilisation de ces lignées bioluminescentes chez Arabidopsis thaliana a permis d’établir le 

profil d’expression de SBP1 en réponse aux stress suivants : Cd2+, SeO4
2-, SeO3

2- (Sélénite), Cu, Zn et 

H2O2. Celui-ci a été comparé au profil d’expression de trois autres gènes impliqués dans la réponse au 

stress engendré par le Cd2+ chez Arabidopsis thaliana (Herbette et al., 2006; Sarry et al., 2006). Ces 

trois gènes sont ceux codant pour la 5’-adenylylphosphosulfate réductase 2 (PRH43 ou APR2), 

enzyme clef impliquée dans la voie d’assimilation du S ; la γ-glutamyl-cystéine synthetase (GSH1), 

enzyme impliquée dans la première étape de la synthèse du GSH ; et la GSH-S-Transférase (GST1), 

enzyme impliquée dans la détoxication de xénobiotiques. Le gène codant pour la protéine PRH43 a le 

même profil d’expression que SBP1 (Figure 10). En effet, les gènes codant pour ces deux protéines 

sont induits en réponse à un stress provoqué par la présence de Cd2+, de SeO4
2-, de Cu2+ et d’H2O2 

tandis que le stress provoqué par la présence de SeO3
2- ou de Zn2+ n’a pas d’effet sur leur niveau 

d’induction. PRH43 est induite et s’accumule en réponse à la carence en S (Gutierrez-Marcos et al., 
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D’après Hugouvieux et al., 2009

0

1

2

3

4

5

6

7

8

SBP1 PRH43 GSH1 GST

L
U

C
 a

c
ti

v
it

y
/ 

m
g

 F
W

 
(n

o
rm

a
ly

s
e
d

 t
o

 c
o

n
tr

o
l)

control 250 µM Cd 250 µM Se(VI)

250 µM Se(IV) 150 µM Cu 500 µM Zn

10 mM 

SeO3
2-

SeO4
2-

Zn2+Cu2+

Cd2+

H2O2

1996; Vauclare et al., 2002). Ces résultats suggèrent que la demande en S de la cellule pourrait être à 

l’origine de l’induction de SBP1 en réponse aux différents stress inducteurs de son expression. Des 

analyses réalisées sur des lignées bioluminescentes ont montré que SBP1 était également induite en 

réponse à la carence en S (Figure 11). Parmi les différents protéines impliquées dans la réponse à 

cette carence figure le transporteur de S SULTR1;1. Des études menées sur ce transporteur de haute 

affinité (Maruyama-Nakashita et al., 2005) ont montré que le motif GAGAC, présent dans la séquence 

promotrice, était responsable de l’induction de SULTR1;1 et apparaissait donc comme un élément cis 

de régulation en réponse à la carence en S. Ce motif GAGAC est présent en multicopies dans le 

promoteur de SBP1  (positions -68, -217, -400 et -549). L’ensemble de ces données suggère que SBP1 

pourrait être un acteur dans la réponse à la carence en S, et son induction pourrait potentiellement 

être régulée par l’élément cis GAGAC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Profil d’expression de SBP1, PRH43 (APR2), GSH1 et GST en réponse à différents stress. Des 

plantules de 7 jours ont été transférées sur différents milieux contenant respectivement 250 µM Cd
2+

, 250 µM 

SeO4
2-

, 250 µM SeO3
2-

, 150 µM Cu
2+

, 500 µM Zn
2+

 et 10 mM H2O2. Ces plantules ont également été transférées 

sur un milieu contrôle ne contenant pas de toxique. L’activité luciférase a été enregistrée 72 heures après 

transfert (enregistrement : 2 min). D’après Hugouvieux et al. (2009).  

Figure 11 : Analyse de l’activité du promoteur de SBP1 et de PRH43 en réponse à la carence en soufre. Des 

plantules de 7 jours ayant poussé de manière verticale dans des boîtes de Pétri ont été transférées sur un milieu 

carencé ou non en soufre. L’activité luciférase a été enregistrée 72 heures après transfert. La coloration orange 

représente l’intensité de bioluminescence la plus forte. D’après Hugouvieux et al. (2009). 
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d) La surexpression de SBP1 augmente la tolérance à différents stress 

environnementaux 
 

 Dans le cas de l’infection due au pathogène Magnaporthe grisea chez Oriza sativa, la 

surexpression de SBP1 augmente la résistance à ce pathogène (Sawada et al., 2004). Ce phénomène 

semble être dû à une importante production de momilactone A observée chez ces lignées. La 

momilactone A fait partie de la famille des phytoalexines, molécules connues pour inhiber la 

croissance des pathogènes.  

 Concernant le Se, il a été montré que la surexpression de SBP1 chez Arabidopsis augmentait 

la tolérance à ce toxique sous sa forme SeO3
2- (Agalou et al., 2005). Ces résultats ont été 

complémentés par des analyses de sensibilité au SeO3
2- de lignées sous exprimant SBP1. Ces lignées 

montrent une augmentation de la sensibilité, ce qui est corrélé avec les résultats obtenus grâce aux 

lignées surexprimant SBP1. L’équipe ayant réalisé cette étude a également caractérisé deux 

partenaires potentiels de SBP1 chez Arabidopsis thaliana : une glycéraldéhyde-3-phosphate 

déhydrogénase NADP dépendante (GAPDH) et une fructose bisphosphate aldolase (FBA). Ces deux 

enzymes ont été décrites dans la littérature en tant que protéines liant du Se chez des souches d’E. 

coli ne pouvant pas incorporer le SeO3
2- en sélénoprotéines (Lacourciere et al., 2002). Ces deux 

protéines sont des enzymes impliquées dans la glycolyse, la glycogénèse et le cycle de Calvin, elles 

ont donc un rôle central dans la production d’énergie. L’interaction de SBP1 avec GADPH et FBA 

pourrait donc avoir de l’importance dans des voies métaboliques de production d’énergie. De plus, 

ces trois protéines étant décrites comme capables de lier le Se, elles pourraient également former un 

réseau impliqué dans la régulation du métabolisme du Se. 

Chez Arabidopsis thaliana, SBP1 est induite en réponse au Cd2+, au SeO4
2- et à l’H2O2. La 

surexpression de SBP1 dans un fond génétique cad 2-1 restaure la tolérance au Cd2+ (Dutilleul et al., 

2008) (Figure 12 A). Les lignées cad2-1, caractérisées par une mutation du gène GSH1 codant pour la 

première enzyme de la voie de synthèse du GSH, présentent une déficience en GSH, et donc en 

phytochélatines (Howden et al., 1995a; Howden et al., 1995b). La figure 13 montre qu’il existe une 

liaison Cd2+-SBP1 dont le ratio ligand/protéine est de 3 (Dutilleul et al., 2008). En effet, cette figure 

montre que lorsque SBP1 est incubée en présence de Cd2+ puis que le mélange est déposé sur une 

colonne d’exclusion stérique permettant de séparer le complexe SBP1-Cd2+ du Cd2+ libre, il y a une 

co-élution de la protéine et du métal. Concernant le SeO3
2- et l’H2O2, la sensibilité des lignées 

sauvages et des lignées cad2-1 a été comparée et les résultats ont montré que la déficience en GSH 

augmentait la sensibilité (Figure 12 B et C). Ces deux stress nécessitent donc le GSH dans leur 

mécanisme de tolérance. La surexpression de SBP1 chez les lignées cad2-1 restaure également la 
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tolérance au SeO4
2- et à l’H2O2 (Figure 12 B et C). L’ensemble de ces données suggère que SBP1 et le 

GSH pourraient avoir un rôle agoniste. 

Le GSH est un métabolite connu pour son implication dans l’homéostasie rédox et dans les 

processus de détoxication (Noctor et al., 2012). En condition de stress métallique, le GSH joue un rôle 

dans la détoxication métallique ainsi que dans l’homéostasie rédox (Jozefczak et al., 2012). SBP1 est 

induite en réponse à l’H2O2, elle pourrait donc également être impliquée dans la lutte contre le stress 

oxydant. Le Cd est capable de se lier à SBP1, ce qui laisse penser que SBP1 pourrait avoir une 

fonction complémentaire aux PCs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cd2+ 

Figure 12 : Analyse de la surexpression 
de SBP1 en réponse au SeO4

2-
 (A), à 

l’H2O2 (B) et au Cd
2+

 (C). Phénotype des 
plantes sauvages (WT), des plantes cad2-
1 hypersensibles au SeO4

2-
, à l’H2O2 et au 

Cd
2+ 

et des plantes surexprimant SBP1 
dans un fond génétique cad2-1 (cad2-1 
35S::SBP1). Des plantules de 4 jours ont 
été transférées sur un milieu contenant le 
toxique. Le phénotype a été observé 10 
jours après contact avec le toxique. 
D’après Dutilleul et al. (2008) et 
Hugouvieux et al. (2009) 
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e) Existence de sites potentiels de liaison aux métaux 
 

 L’analyse de la séquence primaire de SBP1 montre l’existence de plusieurs sites de 

liaison aux métaux et l’alignement de séquence des SBPs de différents organismes montre la 

conservation de ces sites de liaison (Figure 14).  

(1) Conservation des sites de liaison aux métaux 
 

 Les cystéines sont des acides aminés connus pour leur implication, souvent sous la forme C-

X2-C, dans les liaisons métalliques non covalentes. C’est souvent le cas des métallothionéines, 

protéines impliquées dans la détoxication de métaux, qui coordonnent tétrahédralement le Cd2+ 

(Sutherland et al., 2011) via deux motifs C-X2-C. Les phytochélatines, également connues pour leur 

rôle dans la détoxication, lient également le Cd2+ via le soufre des cystéines avec un ratio 

cystéine/Cd2+ allant de 1 à 4 (Pal et al., 2010). Le motif C-X2-C a également été caractérisé en tant que 

motif de liaison au Cd2+  dans le cas de la protéine Cdl19 (Suzuki et al., 2002). Les cystéines ne sont 

pas impliquées uniquement dans la liaison au Cd2+, mais également dans la liaison à certains métaux 

essentiels tels que le Zn2+. Ceci a été observé dans le cas d’un des sites de liaison au Zn2+ de la 

protéine Fur d’Helicobacter pylori où le métal est tétra coordonné par quatre cystéines provenant de 

deux motifs C-X2-C (Dian et al., 2011). L’alignement de séquences présenté sur la figure 14 permet 

d’étudier la conservation des cystéines chez les différents homologues de SBP1. Le motif C-X2-C 

(At_SBP1 : C97-X2-C
100) est conservé chez tous les organismes présentés sur la figure 14 sauf chez 

Sulfolobus tokodaii qui a un motif C-X4-C. Les cystéines 158 et 485 (At_SBP1 : C158 et C485) sont 

conservées dans toutes les séquences. Un deuxième motif C-X2-C est présent uniquement dans la 

séquence des SBPs des deux mammifères étudiés (Hs_SBP1 et Mm_SBP1 : C5-X2-C
8). Ce deuxième 

motif di-cystéine n’existe pas chez les SBPs des organismes photosynthétiques qui possèdent à cet 

endroit deux cystéines côte à côte (At_SBP1 : C21-C22). Les deux motifs impliquant des cystéines 

Figure 13 : Capacité de liaison in vitro du Cd
2+

 à 

SBP1. Le ratio de liaison Cd/SBP1 est de 3. Une 

nanomole de SBP1 a été incubée avec 10 nmoles 

de Cd
2+ 

 préparé à partir de Cd(NO3)2. Le complexe 

SBP1-Cd
2+

 a été séparé par passage sur colonne de 

chromatographie d’exclusion stérique G25. La 

présence de SBP1 dans les fractions éluées a été 

déterminée en suivant l’absorbance à 280 nm 

(carrés noirs) tandis que la concentration du Cd
2+

 a 

été suivie par ICP-MS (carrés blancs). D’après 

Dutilleul et al. (2008). 
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(At_SBP1 : C97-X2-C
100  et At_SBP1 : C21-C22) pourraient avoir un rôle important dans la fonction de la 

protéine chez la plante.   

L’histidine est également un acide aminé connu pour son implication, via son groupement 

imidazole, dans les liaisons métalliques non covalentes. Dans le cas de la protéine Fur (Ferric Uptake 

Regulator) chez Helicobacter pylori, il existe 3 sites de liaison au Zn2+ dont un site de géométrie 

tétrahédrale qui implique deux histidines hautement conservées, un aspartate et un glutamate, ainsi 

qu’un site octahédral qui implique trois histidines conservées, un glutamate et une lysine (Dian et al., 

2011). Plusieurs autres métalloprotéines possèdent plusieurs histidines au niveau de leur site de 

liaison métallique. Les travaux de Rulisek et al. (1998) portant sur la géométrie de coordination des 

différents métaux ont mis ce phénomène en évidence. Plusieurs métalloprotéines listées au cours de 

ces travaux, telles que l’anhydrase carbonique et la protéase alcaline qui présentent 3 histidines au 

niveau de leur site de liaison au Zn2+, possèdent une majorité de groupement imidazole au niveau de 

leur site de liaison métallique (Rulisek et al., 1998). Dans le cas des SBPs chez les différents 

organismes présentés figure 14, le motif H-X2-H (At_SBP1 : H154-X2-H
157), connu en tant que motif 

participant aux liaisons métalliques (Tainer et al., 1991, 1992), est hautement conservé et plusieurs 

histidines sont également présentes dans la plupart des organismes (At_SBP1 : H78, H90, H91, H275 et 

H475).  

(2) Conservation de sites potentiels caractéristiques des « Cd binding 

proteins » 
 

Une étude concernant les différents types de liaison Cd2+-protéine a été réalisée à partir de 

structures de protéines cristallisées en présence de Cd2+ (Jesu Jaya Sudan et al., 2012). L’ensemble 

des séquences de ces protéines, issues de la Protein Data Bank (PDB), a été aligné. Il a été mis en 

évidence chez plusieurs de ces protéines des motifs potentiels parmi lesquels figure le motif Y-X-G-X-

G présent deux fois chez At_SBP1 (Y28-G-G-P-G32 et Y50-T-G-T-G54). Le premier motif n’est pas 

conservé chez les autres organismes, mais dans le cas du deuxième motif, Y50 et G54 sont conservés 

dans 90 % des organismes et G52 est conservé à 80 %.  
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Figure 14 : Comparaison de la séquence de SBPs putatives chez différents organismes. L’alignement a été 

réalisé par la méthode ClustalW. Les acides aminés surlignés en noir sont conservés chez tous les organismes 

présentés dans cette figure, les acides aminés surlignés en gris sont présents dans au moins 90 % des 

organismes présentés sur cette figure. Les noms des organismes ainsi que les numéros d’accessions sont les 

suivants : At_SBP1-3, Arabidopsis thaliana (TAIR : At4g14030, At4g14040 and At3g23800); Zm_SBP1, Zea mays 

(AY 104661); Os_SBP1, Oryza sativa (NP 914832); Pt_SBP1, Populus trichocarpa (DS 017279); Ms_SBP1, 

Medicago sativa (CAC 67501); Mt_SBP1, Medicago truncatula (CM 001219); Lj_SBP1, Lotus japonicus (CAC 

67492); Gm_SBP1, Glycine max (CAC 67472); Mm_SBP1, Mus musculus (NP 033176); Hs_SBP1, Homo sapiens 

(NP 003935); Cr_SBP1, Chlamydomonas reinhardtii (XP 001703358); St_SBP1, Sulfolobus tokodaii (BAB 65016). 

Les histidines hautement conservées sont surlignées en rouge et les deux motifs contenant des cystéines sont 

surlignés en vert. 

 

C. Objectifs de la thèse 
 

L’ensemble des données présentées mettent en évidence le rôle potentiel de SBP1 chez 

l’organisme Arabidopsis thaliana dans la réponse aux stress environnementaux tels que le stress 

induit par les métaux lourds et le stress oxydant. Une des thématiques principales de l’équipe étant 

la caractérisation des processus mis en place par la plante pour faire face au stress, particulièrement 

aux métaux lourds, une étude fonctionnelle de SBP1 a donc été initiée. Au cours de ma thèse, deux 

approches ont été menées en parallèle : une analyse in vitro de SBP1 ainsi qu’une analyse in planta. 
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1. Analyse in vitro  
 

Un des rôles potentiels de SBP1 dans la détoxication pourrait provenir de la capacité du Cd2+ 

à se lier à SBP1. L’analyse de la structure primaire de SBP1 chez différents organismes a mis en 

évidence la conservation de sites de liaison à différents ligands. SBP1 pourrait donc également être 

impliquée dans la détoxication d’autres éléments métalliques ou non comme le Se (ligand capable de 

se lier à SBP1 chez l’homme et la souris). Ainsi, une caractérisation biochimique des capacités de 

liaison de différents ligands (métaux essentiels ou non essentiels ainsi que le Se) à SBP1 et 

l’identification des sites de liaison a été menée. Afin de complémenter ces résultats, une analyse 

structurale de la protéine a également été initiée. 

2. Analyse in planta 
 

Cette étude a pour but d’élucider certaines caractéristiques de SBP1 dans le contexte 

cellulaire. Tout d’abord, la localisation subcellulaire de SBP1 a été déterminée par l’utilisation de 

lignées exprimant la protéine GFP en fusion traductionnelle avec SBP1. Afin d’étudier l’implication de 

SBP1 dans la sensibilité aux différents ligands identifiés lors de l’approche in vitro et leur 

accumulation, différentes lignées transgéniques sous exprimant la famille des SBPs et surexprimant 

SBP1 ont été utilisées. SBP1 est induite en réponse à la carence en S et possède dans son promoteur 

le motif GAGAC. Ce motif est connu pour réguler l’expression d’un gène, SULTR1;1, impliqué dans la 

réponse à la carence en S. L’importance de ce motif dans la régulation de l’expression de SBP1 a été 

étudiée en réponse à différents stress. 
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III. MATERIEL ET METHODES  
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A. Matériel végétal et conditions de culture 
 

 Les graines d’Arabidopsis thaliana écotype colombia dans un fond  génétique col-0 ou cad2-1 

(ces dernières ont été cordialement fournies par le professeur C. Cobbett, Université de Melbourne) 

sont stérilisées dans une solution de javel 12 % [v/v]. Les graines sont ensuite semées dans des boîtes 

de Pétri sur un milieu ½ Murashige and Skoog (MS) (M0404, Sigma) supplémenté de saccharose 0,5 

% [p/v], de MES 0,05 % [p/v] pH 5,7 et d’agar 0,8 % [p/v] puis conservées 4 jours à 4°C. Les boîtes 

sont ensuite placées en chambre de culture dans un environnement contrôlé sous 16 h de jour (120 

µE.m-2.s-1, 56 % d’humidité, 21 °C) et 8 h de nuit (56 % d’humidité, 20 °C). Afin d’étudier la réponse de 

la plante dans une condition particulière (Cd2+, SeO3
2-, SeO4

2- et carence en soufre), les plantules 

germent pendant 7 jours sur un milieu standard (décrit précédemment) puis sont transférées sur un 

milieu contenant un des toxiques ou un milieu carencé en soufre. Pour le Cd2+, le SeO3
2- et le SeO4

2-, 

les solutions ajoutées au milieu gélosé ont été préparées à partir de Cd(NO3)2, Na2SeO3 et Na2SeO4. 

Pour la carence en soufre, le milieu est préparé manuellement. MgSO4, ZnSO4, MnSO4 et FeSO4 sont 

remplacés par MgCl2, ZnCl2, MnCl2 et FeCl2. Lors de la sélection des lignées transgéniques, les graines 

ont été semées en sol. Les pots ont été placés dans un phytotron dans un environnement contrôlé 

sous 16h de jour (70 µE.m-2.s-1, 80 % d’humidité, 21 °C) et 8 h de nuit (56 % d’humidité 20 °C). 

B. Techniques de biologie moléculaire 

1. Transformation de bactéries 

a) Escherichia coli thermocompétentes 
 

 Cinquante microlitres de bactéries E. coli thermocompétentes (souche Rosetta 2 (résistante 

au chloramphénicol) pour la production de protéines recombinantes et souche DH5α pour 

l’amplification puis l’extraction de plasmide) sont placés dans la glace en présence de 100 ng de 

plasmide. Le mélange est incubé sur la glace pendant 20 min, subit un choc thermique de 45 s à 42°C 

puis est replacé à 4°C pendant 1 min. La suspension de bactéries est alors transférée dans 950 µl de 

milieu Luria-Bertani (LB, 20 g/L) et placée sous agitation orbitale (100 tr/min) à 37°C pendant 1 h. 

Pour la souche DH5α, la solution de bactéries est divisée en 3 aliquots (50 µL, 200 µL et 500 µL) et 

étalée sur 3 boîtes de Pétri différentes contenant un mélange LB/Agar (20 g/L LB, 15 g/L agar) et 

l’antibiotique de sélection (carbenicilline 100 µg/L ou kanamycine 50 µg/L). Dans le cas de la souche 

Rosetta 2, la solution de bactéries est centrifugée à 13000 g pendant 1 min à température ambiante. 

Le surnageant (800 µl) est retiré, les bactéries sont resuspendues dans les 200 µl restants puis 

étalées dans une boîte de Pétri contenant un mélange LB/Agar et l’antibiotique de sélection 
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(chloramphénicol 34 µg/L et carbenicilline 100 µg/L ou kanamycine 50 µg/L). Les boîtes sont placées 

24 heures à 37°C. 

b) Agrobacterium tumefaciens électrocompétentes 
 

Cent microlitres d’Agrobacterium tumefaciens (souche C58 résistante à la carbenicilline et à 

la rifampicilline) électrocompétentes sont placés en présence de 100 ng de plasmide. Un choc 

thermique de 2,5 kV est appliqué à l’aide d’un électroporateur (« E. Coli pulser », Biorad) puis 1 mL 

de milieu LB est ajouté. La solution est incubée pendant 3 h à 28°C sous agitation orbitale (100 

tr/min) puis divisée en 3 aliquots (10 µL, 50 µL et 100 µL). Chacun de ces aliquots est étalé sur une 

boîte de Pétri contenant du milieu LB/Agar et les antibiotiques de sélection (carbenicilline 100 µg/L, 

rifampicine 50 µg/L et kanamycine 50 µg/L ou spectinomycine 100 µg/L). Les boîtes sont incubées à 

28°C pendant 48 h.  

2. Construction de plasmide 
 

Les différentes techniques de PCR utilisées sont détaillées dans les sous-chapitres portant sur 

la mutagenèse dirigée et le clonage dans les vecteurs pGEM-T et pGEM-Teasy. 

a) Mutagenèse dirigée 
 

  La séquence des amorces a été générée grâce au logiciel Quick Change Primer Design 

d’Agilent Technologie (http://www.genomics.agilent.com/primerDesign/). 

Le mélange pour la PCR, réalisé dans 50 µL, est le suivant : tampon de l’enzyme Phusion 1X 

(Phusion buffer HF, Thermo Scientific F-530), 50 ng de vecteur, 125 ng de l’amorce « forward » (FW), 

125 ng de l’amorce  « reverse » (RV), 1 µM de désoxyribonucléotides (dNTP), 3 à 10 % de 

diméthylsulfoxyde (DMSO) [v/v] et 1 unité de l’enzyme Phusion (Phusion High Fidelity DNA 

polymerase, Thermo Scientific F-530). Les amorces FW et RV, ayant des séquences complémentaires 

et inversées, contiennent la (les) mutation(s) à réaliser. La première étape de la PCR correspond à 

une dénaturation de 30 s à 98°C. Ensuite, 16 cycles sont réalisés lorsqu’il s’agit du changement d’un 

acide aminé et 18 cycles lorsqu’il s’agit du changement de plusieurs acides aminés. Chaque cycle se 

passe de la façon suivante : dénaturation 30 s à 98 °C, hybridation des amorces pendant 1 min à 55°C 

puis élongation à 72°C (20 kb/s). Une fois les cycles de PCR terminés, une étape finale d’élongation 

pendant 10 min à 72°C est réalisée. Les plasmides parents ont été synthétisés à partir de bactéries et 

sont donc méthylés, contrairement aux plasmides mutés qui ont été générés par PCR. Afin de digérer 

les plasmides parents, le produit de PCR est incubé pendant 1 h à 37°C en présence de 20 unités de 
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ng insert =
ng vecteur × kb insert

kb vecteur

× 3

l’enzyme Dpn1 (Biolabs, New England) qui reconnait uniquement les plasmides méthylés. Ensuite, 3 

µL de produit PCR sont utilisés pour réaliser une transformation d’E. Coli DH5α. Quatre colonies 

isolées sont chacune ensemencées dans 5 mL de milieu LB contenant l’antibiotique de sélection 

pendant 15 h à 37°C sous agitation orbitale (100 tr/min). Les plasmides de chacune des cultures sont 

extraits à l’aide du kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel 740588.250). En général, 1 à 2 plasmides 

sont séquencés afin d’obtenir un plasmide ne contenant que la mutation attendue (séquençage 

réalisé par Eurofins, Les Ulis). 

b) Clonage dans les vecteurs pGEM-T et pGEM-Teasy 
 

 Environ 100 ng de vecteur matrice sont ajoutés à 25 µL du milieu suivant : 0,2 µM d’amorce 

FW (amplification en 5’), 0,2 µM d’amorce RV (amplification en 3’ sur le brin complémentaire), 

tampon de l’enzyme Phusion 1X (Phusion buffer HF, Thermo Scientific F-530), 1 µM de dNTP et et 1 

unité de l’enzyme Phusion (Phusion High Fidelity DNA polymerase, Thermo Scientific, F-530). La 

première étape de la réaction de PCR correspond à une dénaturation de 30 s à 98°C. Ensuite, 25 

cycles sont réalisés. Chaque cycle se passe de la façon suivante : dénaturation 10 s à 98 °C, 

hybridation des amorces pendant 15 s à 58°C puis élongation à 72°C (1 min/kb). Une fois les cycles de 

PCR terminés, une étape finale d’élongation de 20 min à 72°C au cours de laquelle 1 µL de dATP 10 

µM et 2,5 unités de Taq Polymérase (Clontech) sont rajoutés est réalisée. Ceci permet de rajouter 

des nucléotides dA aux amplicons. Après l’amplification par PCR du fragment d’intérêt, 1 µL de 

produit de PCR est ajouté au mélange suivant : tampon de ligation 1X, 25 ng de pGEM-T ou de pGEM-

Teasy et 1,5 unité Weiss de T4DNA ligase (kit pGEM-T and pGEM-Teasy Vector Systems, Promega). La 

ligation se fait pendant 15 h à 16°C, puis 5 μL de milieu réactionnel sont utilisés pour la 

transformation de bactéries E. coli DH5α. Celles-ci sont ensuite étalées sur des boîtes de LB/Agar 

contenant les antibiotiques de sélection ainsi que 0,5 mg/mL d’ispropyl β-D-1-thyogalactopyranoside 

(IPTG) et 80 µg/mL de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal). Les vecteurs 

pGEM-T et pGEM-Teasy contiennent le gène codant pour la β-galactosidase, ce qui permet de 

discriminer les colonies contenant l’insert (colonies blanches, n’exprimant pas la β-galactosidase) de 

celles contenant le vecteur vide (colonies bleues, exprimant la β-galactosidase). 

c) Ligation 
 

 La ligation est réalisée à partir d’un vecteur cible linéarisé et d’un insert. La réaction de 

ligation se fait dans un volume final de 15 µl dans les conditions suivantes : X ng d’insert, Y ng de 

vecteur, tampon de ligation 1X (Biolabs) et 400 unités de T4 DNA ligase (Biolabs). Les valeurs X et Y 

sont obtenues de la façon suivante : 
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Le mélange de ligation est incubé pendant 15 h à 18 °C. Ensuite, 7,5 µL du produit de ligation 

sont utilisés pour réaliser une transformation dans E. Coli DH5α. Quatre colonies isolées sont 

ensemencées chacune dans 5 mL de milieu LB contenant l’antibiotique de sélection pendant 15 h à 

37°C sous agitation orbitale (100 tr/min). Les plasmides de chacune des cultures sont extraits à l’aide 

du kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel 740588.250). Une digestion puis une électrophorèse sur 

gel d’agarose 0,8 % sont réalisées afin de confirmer la ligation de l’insert dans le vecteur. 

d) Vecteurs de bactéries pour la production de protéines recombinantes  
 

Vecteur codant pour l’expression de GST-SBP1 

 La séquence codante pour SBP1 a été clonée (technique de clonage Gat-Way) dans le vecteur 

PGEX-3X(GW) (fourni par L. Gissot, INRA) qui permet l’expression de la protéine GST-SBP1 chez E. 

coli. La stratégie de clonage est détaillée dans Dutilleul et al. (2008).  

Vecteurs codant pour l’expression de MAT-SBP1, GGS-SBP1 et GYA-SBP1 

 SBP1 (préalablement clonée dans le vecteur pFp101) est amplifiée à partir des amorces 

présentées dans le tableau 3. Les amorces FW permettent l’insertion d’un site NcoI avant le codon 

start et l’amorce RV permet l’insertion d’un site XhoI après le codon stop. La première étape 

correspond à l’amplification du fragment d’intérêt par PCR. Le produit de PCR est sous cloné dans le 

vecteur pGEM-T. Une colonie blanche est incubée 15 h dans 5 mL de milieu LB contenant 

l’antibiotique de sélection puis le plasmide est extrait à l’aide du kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-

Nagel 740588.250). Deux mutagenèses dirigées sont effectuées sur ces plasmides car la séquence de 

SBP1 contient deux sites NcoI. Les amorces sont présentées dans le Tableau 4. Après la mutation des 

deux sites NcoI, les plasmides pGEMT-MAT-SBP1, pGEMT-GGS-SBP1, pGEMT-GYA-SBP1 et pET-M11 

(vecteur permettant l’expression de protéine avec une étiquette His6 suivie d’un site de clivage à la 

TEV) sont digérés par les enzymes de restriction NcoI et XhoI. Les différents fragments sont séparés 

sur gel d’agarose 0,8 % puis purifiés à l’aide du kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-

Nagel, 740609.250). Ensuite, une ligation permettant l’introduction de chacune des trois séquences 

(inserts) codant pour MAT-SBP1, GGS-SBP1 et GYA-SBP1 dans le vecteur pET-M11 (vecteur cible 

linéarisé) est réalisée.  
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Nom Séquence

SBP1-H90.91A-FW 5'-AATGCCTTTTGTTGGTGATGAGCTTGCTGCTTCTGGTTGGAACTCTTGTAGTTC-3'

SBP1-H90.91A-RV 5'-GAACTACAAGAGTTCCAACCAGAAGCAGCAAGCTCATCACCAACAAAAGGCATT-3'

SBP1-H154A-FW 5'-TGGATTGGCGTTTCCTGCCACGGCTCATTGCCTC-3'

SBP1-H154A-RV 5'-GAGGCAATGAGCCGTGGCAGGAAACGCCAATCCA-3'

SBP1-H157A-FW 5'-TTCCTCACACGGCTGCTTGCCTCGCCACGG-3'

SBP1-H157A-RV 5'-CCGTGGCGAGGCAAGCAGCCGTGTGAGGAA-3'

SBP1-H475A-FW 5'-ACGGTCCTTCACTAGCCGCCGAGATGAGATATCCAG-3'

SBP1-H475A-RV 5'-CTGGATATCTCATCTCGGCGGCTAGTGAAGGACCGT-3'

Nom Séquence

SBP1-NcoI-1-FW 5'-TGGAACTCTTGTAGTTCTTGTCACGGTGATGCTTCTGTTGATAG-3'

SBP1-NcoI-1-RV 5'-CTATCAACAGAAGCATCACCGTGACAAGAACTACAAGAGTTCCA-3'

SBP1-NcoI-2-FW 5'-TTTATTTACTTTGTGAACTGGCTTCACGGAGACATTCGTCAGTACAAC-3'

SBP1-NcoI-2-RV 5'-GTTGTACTGACGAATGTCTCCGTGAAGCCAGTTCACAAAGTAAATAAA-3'

Nom Séquence

MAT-SBP1-NcoI-FW 5'-GCGCCATGGCAACGGAAACGGAAGTTGTAGC-3'

GGS-SBP1-NcoI-FW 5'-GCGCCATGGGCGGAAGCAAAGGATGTTGC-3'

GYA-SBP1-NcoI-FW 5'-GCGCCATGGGTTACGCGACTCCTCTCGCCGCT-3'

SBP1-XhoI-RV 5'-GCGCTCGAGTCAAATCCAGATATCGGAAGTGC-3'

Tableau 3 : Amorces utilisées pour l’amplification du cDNA de SBP1 préalablement clonée dans le vecteur 

pFp101. Les 3 amorces FW permettent l’insertion d’un site NcoI en amont de chacune des 3 formes de SBP1. 

L’amorce RV permet l’insertion d’un site XhoI après le codon stop. 

 

  

 

 

Tableau 4 : Amorces utilisées pour la mutation silencieuse des 2 sites NcoI présents dans la séquence codante 

de SBP1. 

 

Vecteurs codant pour l’expression de GST-SBP1-H90.91A, GST-SBP1-H154A, GST-SBP1-H157A et GST-

SBP1-H475A 

 Les mutagenèses dirigées  des histidines 90, 91, 154, 157 et 475 en alanines sont réalisées sur 

la séquence codante de SBP1 préalablement clonée (technique de clonage GateWay) dans le vecteur 

PGEX-3X(GW) (Dutilleul et al., 2008). Les différentes amorces utilisées sont référencées dans le 

tableau 5. 

Tableau 5 : Amorces utilisées pour la mutagenèse dirigée de différentes histidines en alanines de la protéine 

GST-SBP1. 
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Nom Séquence

PRO-SBP1-m1-FW 5'-GTCACTGTGTGTTTGCGATATACTTTAAAGAGATTTACGTGTAGCTTAACGACT-3'

PRO-SBP1-m1-RV 5'-AGTCGTTAAGCTACACGTAAATCTCTTTAAAGTATATCGCAAACACACAGTGAC-3'

PRO-SBP1-m2-FW 5'-CTGGTTAATTGTTTATGTTATCTATTTTGTGCATGTTTACGTATTTTAATTCGAAATACATCTCAATTAACTT-3'

PRO-SBP1-m2-RV 5'-AAGTTAATTGAGATATTTCGAATTAAAATACGTAAACATGCACAAAATAGATAACATAAACAATTAACCAG-3'

PRO-SBP1-m3-FW 5'-GATAATAAAACTTTCTATTTATGTTGTGTGTAAATATCTTTCGAGTAACCGAATTGAACCGATCA-3'

PRO-SBP1-m3-RV 5'-TGATCGGTTCAATTCGGTTACTCGAAAGATATTTACACACAACATAAATAGAAAGTTTTATTATC-3'

PRO-SBP1-m4-FW 5'-CGAGATGAGATATCCCGGCGTTTACTGCACTTCCGATATCTGG-3'

PRO-SBP1-m4-RV 5'-CCAGATATCGGAAGTGCAGTAAACGCCGGGATATCTCATCTCG-3'

e) Vecteurs de plantes pour la production de lignées transgéniques 
 

Vecteurs codant pour l’expression du gène de la luciférase sous le contrôle du promoteur sauvage ou 

muté de SBP1 

 Les mutagénèses dirigées des motifs GAGAC présents dans le promoteur du gène SBP1 

(At4g14030) sont réalisées sur les séquences de chacun des promoteurs préalablement cloné dans le 

pGEMT-easy. Les différentes amorces utilisées sont référencées dans le tableau 6. Chacune des 

mutations est réalisée indépendamment puis différentes combinaisons possibles ont été réalisées. Le 

vecteur de plantes PLuc disponible au laboratoire permet de cloner la séquence sauvage ou mutée 

du promoteur de SBP1 via un site bidirectionnel BamHI, en amont du gène codant pour la luciférase. 

Ce vecteur a été généré à partir du vecteur pFp100 qui possède le gène codant pour le promoteur 

2S3 (promoteur spécifique de la graine) en amont du gène codant pour la GFP, qui est le marqueur 

de sélection. La construction de ce plasmide est détaillée dans Hugouvieux et al. (2009). Le vecteur 

PLuc ainsi que les vecteur pGEMTe-PRO-SBP1, pGEMTe-PRO-SBP1-m1, pGEMTe-PRO-SBP1-m2, 

pGEMTe-PRO-SBP1-m3, pGEMTe-PRO-SBP1-m4, pGEMTe-PRO-SBP1-m1m2, pGEMTe-PRO-SBP1-

m1m2m3 et pGEMTe-PRO-SBP1-m1m2m3m4 ont été digérés avec BamHI. Dans le cas du PLuc, la 

digestion est réalisée en présence de 10 unités de phosphatase alcaline (BioLabs) pour prévenir la 

recircularisation du vecteur. Les fragments sont séparés sur gel d’agarose 0,8 % puis purifiés à l’aide 

du kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, 740609.250). Ensuite, une ligation 

permettant l’introduction de chacun des inserts dans le vecteur pLUC (linéarisé) est réalisée. Le 

clonage étant bidirectionnel, des PCR utilisant les amorces 5’-PRO (5’-

GTTCCATCTTCCAGCGGATAGAATGG-3’) située au début du promoteur et REV-SBP1 (5’-

CGCGGATCCCTCTGATCTCTCTCTATGTGAAG’3’) située en N terminal du cDNA de SBP1, permettant de 

vérifier le sens de l’insert dans le vecteur, ont été réalisées. 

Tableau 6 : Amorces utilisées pour la mutagénèse dirigée des différents motifs GAGAC présents dans le 

promoteur de SBP1. 
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Vecteur codant pour la surexpression de SBP1 

 La séquence codante pour SBP1 a été clonée dans le vecteur pFp101 qui permet l’expression 

de SBP1 chez la plante sous le contrôle du promoteur 35S. La stratégie de clonage est détaillée dans 

Dutilleul et al. (2008).  

Vecteur codant pour la sous-expression de la famille des SBPs 

 La séquence d’un micro ARN artificiel permettant de diminuer l’expression des trois 

isoformes de SBPs a été générée par le logiciel WMD (WebMicrorna Designer) : amiRNA-FW : 5’-

TTTGTACTGACGAATGTCCCC-3’ et amiRNA-RV : 5’-GGGGACATTCGTCAGTACAAA-3’. Les séquences 

cibles sont les suivantes : SBP1 (1119-1139) : 5’-GGAGACATTCGTCAGTACAAC-3’, SBP2 (1080-1100) : 

5’-GGAGACATTCGTCAGTACAAC-3’ et SBP3 (1119-1139) : 5’-GGAGATATTCGTCAGTACAAC-3’.  

Plusieurs PCR réalisées dans le plasmide pRS3000 (AddGene) ont permis de produire le micro ARN 

artificiel. Celui-ci est ensuite sous-cloné dans le vecteur pGEM-Teasy puis cloné dans le vecteur 

pFp101 après digestion par EcoRI puis traitement à l’enzyme de Klenow et insertion via un site XbaI 

pour donner le vecteur pFp101 -amiRNA.  

Vecteur codant pour l’expression de SBP1 lors des expériences de complémentation  

Afin de réaliser des expériences de complémentation, un vecteur, permettant l’expression de 

SBP1 avec un ARN messager non reconnu par le micro ARN artificiel, a été généré. La mutagenèse 

dirigée est une mutation silencieuse réalisée au niveau de la séquence de SBP1 reconnue par le micro 

ARN artificiel. Les amorces utilisées sont référencées dans le tableau 7. La mutation est réalisée dans 

le vecteur pGEM-Teasy-SBP1. Les vecteurs PNB96 (vecteur de plante cordialement fourni par J. 

Kwack, Maryland University) ainsi que le pGEM-Teasy-SBP1 sont digérés avec EcoRI. Dans le cas du 

PNB96, la digestion est réalisée en présence de 10 unités de phosphatase alcaline (BioLabs) pour 

prévenir la recircularisation du vecteur. Les fragments sont  séparés sur gel d’agarose 0,8 % puis 

purifiés à l’aide du kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, 740609.250). Ensuite, une 

ligation permettant l’introduction de l’insert SBP1-inhib-amiRNA dans le vecteur PNB96 (linéarisé) est 

réalisée. Le clonage étant bidirectionnel, des PCR utilisant les amorces 5’-35S (5’-

GACCCCCACCCACGAGGAGCCA-3’) située à la fin du promoteur et 6R-SBP1 (5’-

CGCGGATCCCTCTGATCTCTCTCTATGTGAAG’3’) située en N-terminal du cDNA de SBP1, permettant de 

vérifier le sens de l’insert dans le vecteur, sont réalisées. 
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Nom Séquence

SBP1-inhib-amiRNA-FW 5'-CGATTTATTTACTTTGTGAACTGGCTCCATGGGGATATCCGCCAATATAATATAGAGGACCCTAAAAACCCTGTATTAACAGG-3'

SBP1-inhib-amiRNA-RV 5'-CCTGTTAATACAGGGTTTTTAGGGTCCTCTATATTATATTGGCGGATATCCCCATGGAGCCAGTTCACAAAGTAAATAAATCG-3'

Tableau 7 : Amorces utilisées pour la mutation silencieuse de la partie de la séquence codante de SBP1 

reconnue par le micro ARN artificiel. 

 

Vecteurs codant pour l’expression des protéines GFP-SBP1 et SBP1-GFP 

 La technique de clonage utilisée pour générer le vecteur codant pour la protéine GST-SBP1 

est appelée « clonage Gateway ». Cette méthode permet une recombinaison entre les séquences 

nucléotidiques attR1 et attR2 contenues dans un clone entrée et les séquences attL1 et attL2 

contenues dans un vecteur « destination ». Ceci permet un clonage directionnel de n’importe quel 

fragment nucléotidique, placé entre attR1 et attR2, dans n’importe quel vecteur « destination ». 

L’ADNc codant pour SBP1 (U15803, fourni par le National Arabidopsis Resource Center) présent dans 

un clone « entrée » a été cloné dans un vecteur « destination » (pK7WGF2 fourni par le Flandres 

Interuniversity Institute for Biotechnology) en aval du promoteur 35S et du gène codant pour le 

Green Fluorescente Protein (GFP). Concernant SBP1-GFP, le vecteur codant pour celle-ci a été 

obtenue par une technique de clonage classique qui utilise des enzymes de restriction. La séquence 

codante pour SBP1 a été amplifiée par PCR et les amorces utilisées ont permis l’ajout d’un site XhoI 

en amont du codon start en N terminal et un site SpeI en C terminal. L’amorce utilisée pour l’ajout du 

site SpeI supprime le codon stop et permet ainsi de réaliser une fusion traductionnelle en N terminal 

de SBP1. L’insert codant pour SBP1 est sous cloné dans le vecteur pGEM-Teasy, digéré par XhoI et 

SpeI, puis inséré dans le vecteur pGFP-Harper (cordialement fourni par J. Harper, The Scripps 

Research Institut). Ce vecteur permet, sous le contrôle du promoteur 35S, l’insertion de SBP1 qui ne 

possède pas de codon stop en amont du gène codant pour la GFP.  

3. Visualisation et séparation de fragments d’ADN par électrophorèse 
 

 L’électrophorèse permet de vérifier la qualité d’une PCR et de séparer des fragments d’ADN 

après digestion par des enzymes de restriction. Le gel est préparé à partir d’agarose 0,8 % [p/v] dans 

un tampon TAE 0,5 X (Tris Acétate 20 mM pH 8,0 ; EDTA 0,5 mM) auquel est ajouté un intercalant 

d’ADN (sybresafe ou gelred dilué au 1/10000). Les échantillons sont dilués dans une solution de bleu 

de charge (glycérol 30 % [v/v], Bleu de Bromophénol 0,25 % [p/v], Xylène cyanol 0,25 % [p/v]). 

L’électrophorèse est réalisée dans une cuve « Run One » à 75 V dans du tampon TAE 0,5 X et le 

temps de migration varie entre 15 et 30 min en fonction de la taille des fragments attendus. Les 

fragments sont observés sous une source lumineuse à ultra-violet (UV) à l’aide de l’imageur 

« Molecular Imager Gel Doc XR » de Biorad.  
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C. Biochimie 

1. Purification de protéines recombinantes 

a) Purification de protéines étiquetées GST  et clivage de l’étiquette 
 

 L’ADN codant pour la protéine SBP1 a été préalablement cloné dans le vecteur PGEX-3X(GW). 

Des bactéries E. Coli Rosetta 2 sont transformées avec le plasmide PGEX-3X(GW)-SBP1. Une colonie 

est placée dans 4 × 15 ml de milieu LB contenant les antibiotiques de sélection sous agitation orbitale 

(100 tr/min) à 37°C jusqu’à obtenir une densité optique à 600 nm (DO600) de 1,2 (environ 5 h). 

Chaque culture bactérienne est transférée dans 800 mL de milieu LB contenant les antibiotiques de 

sélection puis placée sous agitation orbitale (100 tr/min) à 37°C jusqu’à obtenir une DO600 = 0,8 

(environ 4 heures). Les cultures sont placées 1 h à 18°C puis la production de la protéine 

recombinante est induite par ajout de 400 µM d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Les 

cultures bactériennes sont ensuite incubées pendant 15 h à 18°C. Celles-ci sont ensuite centrifugées 

à 4°C pendant 20 minutes à 5000 g puis rincées avec une solution HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 

mM. 

L’expression et la production de SBP1 chez E. Coli  Rosetta 2 se fait dans un volume de 

culture bactérienne de 3,2 L (4 × 800 mL). Les bactéries sont lysées par sonication (6 × 1 min à l’aide 

du sonicateur « Branson Sonifier 250 ») dans 60 mL de tampon contenant HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 

150 mM, 0,05 % Triton-X100 [v/v], 10 % glycérol [v/v] et DTT 1 mM. La fraction soluble est séparée 

de la fraction insoluble par centrifugation à 4°C pendant 40 min à 39000 g. La fraction soluble est 

incubée avec de la résine GSH-Sepharose (Glutathione Sepharose 4B, Ge Healthcare, 17-0851-01) 

pendant 2 h à température ambiante (un volume de résine pour 15 volumes de fraction soluble). La 

résine est rincée avec 20 volumes de tampon phosphate salin (PBS, Phosphate Buffer Saline) 

composé de NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM et KH2PO4 1,76 mM pH 7,0. 

Elution de GST-SBP1 

 La protéine GST-SBP1 est éluée avec un tampon Tris 50 mM pH 8,0, GSH 10 mM (1,5 volume 

de tampon pour 1 volume de résine). La protéine est ensuite déposée sur une colonne PD10 (Ge 

Healthcare, 17-0851-01) et éluée avec un tampon HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM afin d’éliminer 

le GSH. Une colonne de chromatographie d’exclusion stérique S200 16/60 (HiLoad 16/60, Superdex 

200, Amersham Biosciences) est utilisée grâce au système AKTA Purifier (Amersham Biosciences) 

avec les paramètres suivantes : 4°C, 1 mL/min, boucle de 2 mL et fractions de 1,5 mL. Cette étape 

permet de purifier à homogénéité GST-SBP1 (la concentration initiale ne doit pas dépasser 10 

mg/mL) en éliminant les agrégats et les contaminants bactériens résiduels. La quantité moyenne de 
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protéine obtenue pour 3,2 L de culture est d’environ 10 mg dans le cas de la protéine sauvage. Dans 

le cas des protéines mutantes, cette quantité est inférieure.  

Clivage de l’étiquette GST et purification de SBP1 

 La résine GSH-Sepharose (Glutathione Sepharose 4B, Ge Healthcare, 17-0851-01) est 

équilibrée dans un tampon Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM et CaCl2 1 mM (un volume de résine 

pour un volume de tampon) puis incubée pendant 15 h à 22°C sous agitation (roue) en présence de 

Facteur Xa (Sigma, SLBC 1547) sachant que 1,7 µg de Facteur Xa libère 1 mg de SBP1. Après 

centrifugation à 4°C pendant 5 min à 500 g, le surnageant est récupéré. La résine est incubée 5 min 

dans un volume de tampon Tris 50 mM, NaCl 150 mM et CaCl2 1 mM puis centrifugée à 4°C pendant 

5 min à 500 g, le surnageant est récupéré. La concentration en NaCl de la solution de protéine est 

ajustée à 0,5 M. La solution de protéine est déposée sur une colonne de benzamidine (p-amino 

benzamidine agarose, Sigma 031M5153) sachant que 100 µL de benzamidine fixe 1 µg de Facteur Xa 

puis concentrée dans un tampon HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM. Une colonne de 

chromatographie d’exclusion stérique S200 16/60 (HiLoad 16/60, Superdex 200, Amersham 

Biosciences) est utilisée grâce au système AKTA Purifier (Amersham Biosciences) avec les paramètres 

suivantes : 4°C, 1 mL/min, boucle de 2 mL et fractions de 1,5 mL. Cette étape permet de purifier à 

homogénéité SBP1 (la concentration initiale ne doit pas dépasser 10 mg/mL) en éliminant les 

agrégats et les contaminants bactériens résiduels. La quantité moyenne de protéine obtenue pour 

3,2 L de culture est d’environ 5 mg de SBP1 purifiée. 

b) Purification de protéines étiquetées poly-His et clivage de l’étiquette 
 

L’ADN codant pour la protéine SBP1 a été préalablement cloné dans le vecteur pET-M11. Des 

bactéries E. Coli Rosetta 2 sont transformées avec le plasmide pET-M11-SBP1. Une colonie est placée 

dans 4 × 15 ml de milieu LB contenant les antibiotiques de sélection sous agitation orbitale (100 

tr/min) à 37°C jusqu’à obtenir une DO600 = 1,2 (environ 5 h). Chaque culture bactérienne est 

transférée dans 800 ml de milieu LB contenant les antibiotiques de sélection puis placée sous 

agitation orbitale (100 tr/min) à 37°C jusqu’à obtenir une DO600 = 0,8 (environ 4 heures). Les cultures 

sont placées 1 h à 18°C puis la production de la protéine recombinante est induite par ajout de 400 

µM d’IPTG. Les cultures bactériennes sont ensuite incubées pendant 15 h à 18°C. Celles-ci sont 

ensuite centrifugées à 4°C pendant 20 minutes à 5000 g puis rincées avec une solution HEPES pH 7,4, 

NaCl 150 mM. 

L’expression et la production de His6-SBP1 chez E. Coli se fait dans un volume de culture 

bactérienne de 3,2 L (4 × 800 mL). Les bactéries sont lysées par sonication (6 × 1 min à l’aide du 
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sonicateur Branson Sonifier 250) dans 60 mL de tampon HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M, 0,05 % 

triton-X100 [v/v], 10 % glycérol [v/v], TCEP 1mM, imidazole 10 mM et une tablette de cocktail 

d’antiprotéases (Roche). La fraction soluble est séparée de la fraction insoluble par centrifugation à 

4°C pendant 40 min à 39000 g. La fraction soluble est incubée avec de la résine Ni-Sepharose (Ge 

Healthcare, 17-52-68-02) pendant 2 h à 4°C (un volume de résine pour 20 volumes de fraction 

soluble).  La résine est rincée avec 20 volumes de tampon HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M, 0,05 % 

triton-X100 [v/v], 10 % glycérol [v/v], TCEP 1 mM et imidazole 50 mM. La protéine est éluée avec un 

tampon HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 M, 0,05 % triton-X100 [v/v], 5 % glycérol [v/v], TCEP 1mM, 

imidazole 250 mM puis dialysée pendant 15 h à 4°C dans un tampon HEPES 20 mM pH 7,4, NaCl 0,5 

M, 0,05 % Triton-X100 [v/v], 5 % glycérol [v/v], EDTA 1 mM et TCEP 1 mM en présence de TEV (1,5 

mg de TEV pour 20 mg de protéine). La protéine est concentrée dans un tampon HEPES 10 mM pH 

7,4, NaCl 150 mM et TCEP 1 mM puis déposée sur colonne de chromatographie d’exclusion stérique 

S200 16/60 (HiLoad 16/60, Superdex 200, Amersham Biosciences) est utilisée grâce au système AKTA 

Purifier (Amersham Biosciences) avec les paramètres suivantes : 4°C, 1 mL/min, boucle de 2 mL et 

fractions de 1,5 mL. Cette étape permet de purifier à homogénéité SBP1 (la concentration initiale ne 

doit pas dépasser 10 mg/mL) en éliminant les agrégats et les contaminants bactériens résiduels. La 

quantité moyenne de protéine obtenue pour 3,2 L de culture est d’environ 80 mg. 

2. Dosage des protéines 
 

 Les protéines purifiées ont été dosées au Nanodrop (NanoDrop 2000, ThermoScientific) qui 

mesure l’absorbance à 280 nm. Les paramètres suivants ont été utilisés pour le calcul des 

concentrations : 

-GST-SBP1 : 82,85 kDa, ε = 132275 M-1.cm-1 

-SBP1 clivée de l’étiquette GST : 56,54 kDa, ε = 92165 M-1.cm-1 

-His6-SBP1 : 54,86 kDa, ε = 92165 M-1.cm-1 

-SBP1 clivée de l’étiquette His6 : 54,04 kDa, ε = 90675 M-1.cm-1 

 Les mesures réalisées sur des extraits protéiques totaux ont été réalisées selon la méthode 

de Bradford (Bradford, 1976). Les mesures ont été réalisées à l’aide de la solution « Biorad Protein 

Assay » (500-0006, Biorad). Cette solution est diluée au 1/5 [v/v] dans de l’eau distillée. Dans 1 mL de 

celle-ci, 5 à 15 µL d’extrait protéique total sont ajoutés, l’ensemble est placé 30 min à l’obscurité puis 

l’absorbance à 595 nm est mesurée. Une courbe étalon est réalisée avec de l’albumine de sérum 

bovin (BSA).  
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3. Séparation des échantillons protéiques par électrophorèse 
 

 Les échantillons sont solubilisés par chauffage à 90°C pendant 2 min dans un milieu 

réducteur et dénaturant (Tris 80 mM pH 6,8, 10 % glycérol [v/v], 2 % SDS [v/v], 2,5 % β-

mercaptoéthanol [v/v] et 0,004 % bleu de bromophénol [p/v]) puis centrifugés à 13000 g pendant 1 

min. Les gels d’électrophorèse sont constitués d’une partie appelée gel de concentration constituée 

de 3 % d’acrylamide-bisacrylamide, Tris 125 mM pH 6,8, 0,1 % de persulfate d’ammonium (PSA) [v/v] 

et 0,1 % de tétraméthyléthylènediamine (TEMED) [v/v]. La seconde partie du gel appellée gel de 

séparation est constituée de 12 % d’acrylamide-bisacrylamide, Tris 375 mM pH 8,8, 0,1 % SDS [v/v], 

0,1 % PSA [v/v] et 0,05 % TEMED [v/v]. Le tampon d’électrophorèse est constitué de Tris 50 mM pH 

8,3, Glycine 0,2 M et 0,1 % SDS [v/v]. La migration est réalisée pendant 1 h 30 à 120 V. Les gels sont 

ensuite colorés dans une solution de bleu de coomassie (éthanol 50 % [v/v], acide acétique 10 % 

[v/v], bleu de coomassie R250 0,005 % [p/v]) pendant 1 h puis décolorés par des bains successifs 

dans une solution 50 % éthanol [v/v] et 7 % acide acétique [v/v].  

4. Immunodétection de protéines par Western Blot 
 

 Après séparation des protéines par électrophorèse sur gel de polyacrylamide, celles-ci sont 

transférées sur une membrane de nitrocellulose pendant 2 h à 80 V dans un tampon contenant 80 % 

de TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6) [v/v] et 20 % d’éthanol [v/v]. Ce transfert est réalisé dans 

le module « Mini Protean III electro module » de Biorad. Après transfert, la membrane est rincée 3 × 

5 min dans 10 mL de tampon TBS-T contenant du tampon TBS et 0,05 % triton-X100 [v/v]. Celle-ci est 

ensuite saturée par incubation dans du lait écrémé 5 % [p/v] (lait initialement en poudre dilué dans 

du tampon TBS-T) pendant 1 h à température ambiante. L’anticorps primaire (dilution 1/5000 [v/v]), 

dirigé contre la protéine d’intérêt (SBP1 ou la GFP), est ensuite ajouté et incubé pendant 3 h à 

température ambiante ou 15 h à 4°C. La membrane est à nouveau rincée 3 × 5 min dans 10 ml de 

tampon TBS-T. Elle est ensuite incubée dans du TBS-T en présence de l’anticorps secondaire (dilution 

1/25000 [v/v]), capable de reconnaître l’anticorps primaire, pendant 1 h à température ambiante. 

Après de nouveaux rinçages (3 × 5 min dans 10 ml de tampon TBS-T), l’immunorévélation est réalisée 

grâce au kit Pierce ECL Western Blotting Sustrate (Thermo Scientific). 
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5. Caractérisation biochimique et interactions protéines-ligands 

a) Analyse de la stabilité de la protéine via le « Thermal Shift Assay » 

(TSA) 

(1) Principe 
 

Cette technique appelée plus communément le TSA (Thermal Shift Assay) repose sur le 

changement de la température de dénaturation d’une protéine en présence de ligand et permet 

donc de déterminer la capacité d’un ligand à stabiliser une protéine donnée. Une expérience de 

Thermal Shift Assay  consiste à incuber la protéine et le ligand en présence d’un fluorophore (le sypro 

orange) capable de se lier aux acides aminés hydrophobes situés au cœur de la protéine et d’émettre 

alors un signal de fluorescence enregistré en fonction de la température. Ce fluorophore est excité à 

492 nm et l’émission de fluorescence est enregistrée à 516 nm. Les données obtenues permettent de 

déterminer la température de dénaturation de la protéine en fonction du ligand présent (Figure 15 

A). Si ce ligand stabilise la protéine, la fluorescence émise par le sypro orange apparaitra à une 

température plus élevée que dans le cas de la protéine seule (absence de ligand). En présence des 

ligands qui entraînent la stabilisation de la protéine, il y aura donc une augmentation de la 

température de dénaturation de la protéine (Figure 15 B). Le TSA est couramment utilisé en 

cristallographie pour cribler les conditions qui permettent une augmentation de la stabilité de la 

protéine. Cette technique est également utilisée pour étudier les modifications de stabilité en 

fonction de la température lors de la production de protéines mutantes. 

(2) Protocole 
 

Les solutions de ligand (Cd2+, Zn2+, Ni2+, SeO3
2-, SeO4

2-, Co2+, Cu2+, Mn2+, Mg2+ et MoO4
2-) ont 

été préparées à partir des poudres suivantes : Cd(NO3)2 (20911, Sigma) , ZnCl2 (Z4875, Sigma), NiCl2 

(654507, Sigma), Na2SeO3 (S5261, Sigma), Na2SeO4  (S8295, Sigma), CuCl2 (451665, Sigma), Co(NO3)2 

(239267, Sigma), Na2MoO4 (331058, Sigma) , MnCl2 (M3634, Sigma) et MgCl2 (M9272). L’expérience 

est réalisée sur une plaque 96 puits et chaque puits contient 20 µL d’une solution contenant 5 µM 

SBP1, 5 ou 25 µM de solution de ligand et du sypro orange (dilué au 1/1000ème à partir de la solution 

mère, S6650 Invitrogen) (Niesen et al., 2007). Les échantillons sont dénaturés thermiquement de 25 

à 75 °C (1°C / min) dans une machine de PCR en temps réel (Stratagène Mx3005P). La longueur 

d’onde d’excitation est de 492 nm et la longueur d’onde d’émission est de 516 nm. L’émission 

relative de fluorescence est enregistrée en fonction de la température. 
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b) Test de capacité de liaison  
  

 Les différents ligands testés ont été mis en solution : Cd2+ (à partir de Cd(NO3)2), Zn2+ (à partir 

de ZnCl2), Ni2+ (à partir de NiCl2), SeO3
2- (à partir de Na2SeO3

2-) et SeO4
2- (à partir de Na2SeO4

2-). SBP1 

(80 µM) est incubée avec un ligand (1 mM) dans une solution tampon HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 

mM. L’incubation est réalisée dans 25 µL à 25°C pendant 15 min sous une agitation orbitale de 300 

tr/min. Cette solution est ensuite passée sur une colonne de chromatographie d’exclusion stérique 

(G25 Fine, hauteur 9 cm, diamètre 5 mm) afin de séparer les complexes SBP1-ligand du ligand libre. 

Des fractions de 200 µL sont collectées en sortie. L’absorbance à 280 nm est mesurée dans chacune 

Figure 15 : Principe de la thermostabilité par fluorescence. A : Evolution de l’intensité émise par le sypro 

orange lorsque celui est incubé en présence d’une protéine soumise à une température croissante. 

L’augmentation de température entraîne la dénaturation de la protéine et le sypro orange peut ainsi se lier 

aux acides aminés hydrophobes et émettre un signal de fluorescence. Cette intensité de fluorescence est 

enregistrée en fonction de la température et permet d’obtenir la courbe de dénaturation de la protéine.  B : 

Evolution de l’intensité émise par le sypro orange lorsque celui est incubé en présence d’un mélange 

protéine-ligand soumis à une température croissante. Si le ligand stabilise la protéine, la courbe de 

dénaturation est décalée vers la droite. 

A 

B 
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des fractions (NanoDrop 2000, ThermoScientific) afin d’obtenir la concentration de SBP1 et les 

différents ligands sont quantifiés par ICP-MS (Inductive Coupled Plasma Mass Spectrometry, 

Spectrométrie de masse couplée à une torche à plasma induit)  

c) Quantification des différents ligands (ICP-MS) 

(1) Principe 
 

L’ICP-MS est une technique qui couple l’ionisation par une torche à plasma d’argon et 

l’identification par spectrométrie de masse de différents composés en fonction de leur rapport 

masse/charge. L’ensemble des éléments de la chaîne ICP-MS sont présentés dans la figure 16. Dans 

un premier temps, l’échantillon est amené dans une chambre de nébulisation (chambre de Scott) 

maintenue à basse température (5°C) par un refroidisseur à effet Peltier. De l’argon gazeux (ce gaz 

est considéré comme plasmagène car il a un potentiel d’ionisation élevé) ainsi qu’un nébuliseur de 

type Babington sont ensuite utilisés pour nébuliser l’échantillon sous forme de fines gouttelettes 

alors dirigées vers la torche à plasma via la chambre de Scott. La torche à plasma est constituée d’un 

plasma d’argon dont la température peut atteindre 10000°C. Les échantillons nébulisés y sont ionisés 

sous forme de cations monovalents. Le faisceau d’ions est ensuite affiné grâce à une interface 

constituée de deux cônes de nickel puis les cations sont extraits par un système de lentilles 

électrostatiques qui va ensuite permettre de focaliser ce faisceau de cations. Ce même système 

permet de débarrasser le faisceau des photons et autres éléments neutres. La séparation se fait au 

niveau d’un quadripôle (spectromètre de masse) en fonction du rapport masse/charge qui est 

dépendant de la fréquence appliquée au quadripôle. Chaque élément possédant son propre rapport 

masse/charge est envoyé vers un détecteur de type multiplicateur d’électrons.  

(2) Protocole 
 

Les ligands sont quantifiés grâce à un spectromètre de masse couplé à une torche à plasma 

(ICP-MS) (HP4500 ChemStation, Yokogaya analytical systems). Les isotopes 112Cd, 114Cd et 116Cd ont 

été mesurés pour le Cd, 77Se et 82Se pour le Se, 64Zn et 66Zn pour le Zn et 60Ni pour le Ni. Dans le cas 

des échantillons provenant des tests de capacité de liaison, les échantillons sont dilués dans 5 mL de 

HNO3 0,1 % [v/v] (Suprapur, Merck). Les concentrations en ligand doivent être de l’ordre de 2,5 à 6 

ppm. Dans le cas des échantillons de plantes, les racines et les feuilles sont collectées 

indépendamment puis séchées pendant 3 jours à 50 °C. Chaque échantillon est minéralisé dans 3 mL 

de HNO3 65 % [v/v] (Suprapur, Merck) et 1 mL de HCl 30 % [v/v] (Suprapur, Merck) pendant 3 h à 85 
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DTNB NTB

°C. Après évaporation totale, le résidu de matériel végétal est dissout dans du HNO3 1 % [v/v] 

(Suprapur, Merck) puis les expériences de quantification sont réalisées par ICP-MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d) Dosage des cystéines réduites accessibles avec le réactif d’Ellman 

(1) Principe 
 

La réaction d’une molécule du réactif d’Ellmann (acide 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoïque) ou 

DTNB) avec une cystéine réduite accessible entraîne la libération d’une molécule de 2-nitro-5-

thiobenzoate (NTB) quantifiable par spectrométrie (Figure 17). Ce composé absorbe à 412 nm et son 

coefficient d’extinction molaire est de 13600 M-1.cm-1, ce qui permet une détermination simple de sa 

concentration par l’utilisation de la loi de Beer-Lambert (A = ε l C). Cette technique de dosage permet 

donc de mesurer la concentration molaire des cystéines libres accessibles qui est égale à la 

concentration molaire du NTB formé. 

 

 

 

 

Figure 17 : Réaction de liaison du réactif d’Ellmann avec un composé soufré (R-S
-
). Cette réaction donne lieu à 

la production d’une molécule de NTB quantifiable par la mesure de l’absorbance du mélange à 412 nm. 

Figure 16 : Schéma d’une installation de spectrométrie de masse couplée à un plasma induit. L’ensemble des 

éléments présents sur cette figure sont détaillés ci-dessus. 
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(2) Protocole 
 

Un volume de 60 µl de SBP1 à 8 µM est incubé en présence de 2 µl de DTNB à 20 mM 

pendant 30 min à l’obscurité. La mesure de l’absorbance à 412 nm du mélange est réalisée au 

nanodrop (Nanodrop 2000, thermoscientific). La valeur de l’absorbance permet de calculer le 

nombre de cystéines réduites (ε = 13600 M-1cm-1). Pour le dosage des cystéines réduites non 

accessibles, la protéine est, dans un premier temps, dénaturée avec de l’urée 8M. Lorsque la 

protéine est préalablement incubée en présence de différents ligands (15 min à 25°C sous une 

agitation orbitale de 300 tr/min), la concentration de ceux-ci est de 100 µM. 

e) Détermination des paramètres thermodynamiques par 

microcalorimétrie (ITC) 
 

(1) Principe 
 

Lors d’une expérience de microcalorimétrie (appareillage représenté figure 18 A), la protéine 

est déposée dans une cellule située dans une enceinte adiabatique contenant également une cellule 

de référence. La température est mesurée simultanément dans les deux cellules. Des injections 

successives de ligand sont réalisées dans la cellule contenant la protéine. L’interaction 

protéine/ligand entraîne un dégagement ou une absorption de chaleur mesurée au niveau de la 

cellule contenant la protéine. Cette variation d’énergie est compensée par chauffage ou 

refroidissement de la cellule jusqu’à atteindre la température de la cellule de référence. Ce 

phénomène est traduit graphiquement (figure 18 B) par la représentation de cette variation 

d’énergie (dQ / dt) en fonction du temps. Cette énergie est ensuite intégrée (Q) puis représentée en 

fonction du ratio ligand/ protéine (figure 18 B). D’après ce graphe et les formules décrivant l’énergie 

de Gibbs ΔG : ΔG = ΔH – TΔS et ΔG = -RT ln Ka, il est possible d’obtenir la valeur de la constante 

d’affinité Ka, de la stœchiométrie de liaison, de l’enthalpie ΔH et de l’entropie ΔS. 

(2) Protocole 
 

Les expériences ont été réalisées sur l’appareil Microcal ITC200 System (Ge Healthcare). Trois 

cent cinquante microlitres de protéine (SBP1 clivée de l’étiquette GST ou GST seule) à 50 mM sont 

placés dans la cuve de mesure et l’injecteur (55 µL) est rempli d’une solution de Cd2+ à 2 mM. Des 

ajouts successifs de 1,5 µL de Cd sont réalisés toutes les 3 min dans la cuve de mesure sous une 

agitation de 800 tr/min. Les données ont été analysées à l’aide du logiciel Origin ITC200. 
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Figure 18 : Microcalorimétrie isotherme différentielle. A : Schéma d’un appareil de microcalorimétrie 

isotherme différentielle. B : Exemple de résultat obtenu lors d’une expérience de microcalorimétrie isotherme 

différentielle. dQ / dt représente l’énergie dégagée par l’interaction protéine/ligand par unité de temps. Q 

représente l’intégration dans le temps de l’énergie dégagée.  

 

f) Analyse de la liaison Se-SBP1 par spectrométrie de masse 

(1) Protocole sur protéine entière 
 

Après avoir réalisé un test de capacité de liaison de SBP1 avec le SeO3
2-, la fraction contenant 

la plus forte concentration de protéines est conservée. La protéine purifiée par des systèmes 

VIVASPIN 500 (Sartorius) en échange contre de l’eau pure est analysée par introduction directe dans 

la source électrospray via un pousse-seringue. La concentration en protéine utilisée est de 1 

pmole/µl. L’analyse est réalisée en LTQ-MS (Linear Trap Quadrupole) basse résolution sur un 

instrument LTQ-Orbitrap-XL. La résolution de l’orbitrap étant insuffisante pour pouvoir obtenir une 

résolution isotopique à cette masse, nous avons opté pour la mesure d’une masse moyenne. La 

gamme de masse sélectionnée est de 500-1600 (m/z). La déconvolution des spectres a été réalisée 

avec ICR-2LS (PNNL) utilisant l’algorithme Horn Mass Transform.  

(2) Protocole sur protéine digérée 
 

 Après avoir réalisé un test de capacité de liaison de SBP1 avec le SeO3
2-, la fraction contenant 

la plus forte concentration de protéines est conservée. La digestion est réalisée en milieu liquide avec 

de la chymotrypsine (dilution 1/20ème [p/p]) pendant 15 h à 37 °C puis les peptides digérés sont 

A B 
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séchés sous vide puis repris dans une solution d’acétonitrile 5 % [v/v] et d’acide formique 0,1 % [v/v]. 

L’analyse est réalisée sur une chaîne nano LC/MS (Ultimate 3000, Dionex et LTQ orbitrap Velos pro, 

Thermo Fisher Scientific). Les échantillons sont injectés sur une colonne de dessalage Pepmap C18 

(300 µm × 5 mm) puis séparés sur une colonne Pepmap C18 (75 µm × 250 mm). L’élution est réalisée 

grâce à un gradient linéaire d’acétonitrile (5 à 45 % [v/v]) dans 0,1 % d’acide formique [v/v] pendant 

30 min avec un débit de 300 nL/s.  L’analyse MS est suivie d’une analyse MS/MS, les résultats ont été 

acquis avec le logiciel XCalibur (Thermo Fisher Scientific). Les fichiers bruts obtenus ont été soumis à 

Mascot distiller puis Mascot 2.4. 

L’identification des protéines a été réalisée en utilisant le moteur de recherche Mascot et 

une banque de protéines contenant la séquence de la protéine SBP1 entres autre protéines d’intérêt. 

L’instrument sélectionné pour les recherches est un ESI-TRAP. L’enzyme sélectionnée est la 

chymotrypsine et 2 erreurs de coupures sont autorisées. La tolérance sur la  masse des peptides est 

de 10 ppm et de 0,6 Da sur les fragments générés. Les modifications variables autorisées étaient : 

carbamidomethyl, oxidation, selenium , selenium-oxide et déamidation. Le logiciel IrMa a été utilisé 

pour filtrer les résultats (Dupierris et al., 2009). 

g) Etude des structures secondaires par dichroïsme circulaire 

(1) Principe 
 

Les acides aminés sont des composés possédant un carbone asymétrique. Les formes 

lévogyres et dextrogyres ne sont donc pas superposables, on parle alors de composés chiraux. Ces 

molécules ont la particularité de ne pas absorber de la même façon les ondes polarisées 

circulairement à droite et à gauche (Figure 19 A). Ce phénomène est appelé dichroïsme circulaire. 

Dans le cas des protéines, il existe un signal de dichroïsme circulaire dans l’UV lointain (200-260 nm) 

spécifique aux hélices alpha, aux feuillets béta et au repliement aléatoire (Figure 19 B). Ainsi, il est 

possible de déterminer la proportion de chacune de ces structures secondaires au sein de la 

protéine. Afin de réaliser des mesures de dichroïsme circulaire, un spectropolarimètre est utilisé. 

Celui-ci émet un faisceau de photons polarisés circulairement à droite et à gauche et le spectre de 

dichroïsme circulaire correspond à la différence d’absorbance en mdeg de chacune des ondes pour 

chaque longueur d’onde. 
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(2) Protocole 
 

L’acquisition des spectres a été réalisée à 25°C dans l’UV lointain (200-260nm) sur un 

spectropolarimètre J-815 (Jasco). Les paramètres d’acquisition sont les suivants : pas de 1 nm, bande 

passante de 2 nm et une vitesse de scan de 200 nm/min. Chaque spectre correspond à la moyenne 

de 10 acquisitions. La concentration de SBP1 est de 2,7 µM et la concentration de Cd2+ ou de SeO3
2- 

est de 33,5 µM. Le mélange SBP1-ligand est préalablement incubé 15 min à 25°C sous une agitation 

orbitale de 300 tr/min. 

h) Détermination de l’affinité du Cd2+ à SBP1 par fluorimétrie 

(1) Principe 
 

Les molécules fluorescentes (appelées fluorophores) sont des molécules qui possèdent la 

propriété d’absorber de l’énergie lumineuse et de la restituer sous forme de lumière fluorescente. 

Une fois l’énergie du photon absorbée, le fluorophore est à un état excité, puis le retour à l’état 

fondamental se traduit par une émission de fluorescence. Le tryptophane est une sonde naturelle de 

fluorescence, ce qui donne une propriété intrinsèque de fluorophore à toutes les protéines 

possédant un ou plusieurs tryptophanes. La longueur d’onde d’excitation de cet acide aminé se situe 

à 295 nm tandis que sa longueur d’onde d’émission se situe à 350 nm. L’ajout d’un ligand peut 

modifier l’intensité de fluorescence émise par la protéine et cette variation de fluorescence permet 

de déterminer la proportion de complexe protéine-ligand par rapport à la quantité de protéine 

Figure 19  : Principe du dichroïsme circulaire dans le cas des 

protéines. A : Emission du signal de dichroïsme circulaire dans le 

cas d’une molécule chiral. B : Courbe de spectres standards de 

dichroïsme circulaire pour des peptides se retrouvant dans une 

structure secondaire définie. 

A B 
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initiale (I(t)/I(t=0) = complexe (t) / protéine (t=0)). Ainsi, cette technique permet de déterminer la 

stœchiométrie de liaison et la constante d’affinité d’un ligand pour une protéine. L’appareillage 

utilisé est un fluorimètre qui émet une lumière à une longueur d’onde donnée et qui détecte la 

fluorescence émise par l’échantillon pour une gamme de longueur d’onde donnée. 

(2) Protocole 
 

L’acquisition des spectres est réalisée à 25°C sur un fluorimètre FP-8500 (Jasco). L’acquisition 

des spectres a lieu entre 300 et 400 nm après excitation de l’échantillon à 280 nm. Les paramètres 

d’acquisition sont les suivants : pas de 1nm, bande passante de 2 nm et une vitesse de scan de 10 

nm/s. La concentration de SBP1 est de 2,7 µM. Des ajouts successifs de Cd2+ sont réalisés sous 

agitation (200 tr/min) jusqu’à obtenir une concentration finale en Cd2+ de 33,7 µM. Le calcul du Kd et 

du Ka sont réalisés à partir des valeurs de fluorescence émise à 330 nm. 

i) Caractérisation de l’environnement atomique et de la spéciation du 

Cd et du Se par spectroscopie d’absorption des rayons X (XAFS) 

(1) Généralités 
 

 Actuellement, la spectroscopie XAFS (X-ray Absorption Fine Structure) est une des techniques 

les plus performantes pour caractériser le degré d’oxydation ainsi que l’environnement (nature et 

nombre d’atomes, distance interatomique, type de coordinence) d’un atome donné. Cette technique 

permet de mesurer le signal XANES (absorption des rayons X au voisinage du seuil d’absorption)  et le 

signal EXAFS (absorption des rayons X au-delà du seuil d’absorption) au niveau du seuil d’absorption 

de l’élément choisi. Ces techniques utilisant le rayonnement synchrotron ont été utilisées en biologie 

végétale à plusieurs reprises et ont fait l’objet de plusieurs revues (Salt et al., 2002; Gardea-

Torresdey et al., 2005; Lombi et al., 2009; Sarret et al., 2013). Le XANES donne des informations sur 

la symétrie locale et le degré d’oxydation, c'est-à-dire sur la structure tridimensionnelle et 

électronique d’un élément, tandis que l’EXAFS, utilisé pour l’analyse de la structure radiale, permet 

de déterminer le nombre, la nature et la distance des atomes de la première couronne.  

(2) Principe 
 

 Chaque élément possède un ou plusieurs seuils d’absorption pour lesquels l’absorption d’un 

photon X entraîne l’éjection d’un électron d’une couche profonde (K, L(II), L(III) …) au niveau du 

continuum. Ceci provoque l’émission de photons de fluorescence et également l’émission d’électrons 

Auger ainsi que de photons diffusés élastiquement ou inélastiquement (Figure 20 A). L’acquisition 

d’un spectre d’absorption X représente la variation du coefficient d’absorption linéaire µ en fonction 
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XANES EXAFS

de l’énergie E du faisceau de photons. Le spectre obtenu se sépare en deux parties : le XANES et 

l’EXAFS (Figure 20 B). Le coefficient µ peut être déterminé en fluorescence ou en transmission en 

fonction de la concentration de l’élément et de la nature de l’échantillon. Les différents appareillages 

impliqués dans les mesures en mode fluorescence et en mode transmission sont représentés dans la 

figure 21. Les mesures en mode fluorescence sont réalisées à l’aide d’un détecteur situé à 45° du 

faisceau de photons capable de détecter les photons de fluorescence et le coefficient µ est 

proportionnel à Ifluo/I. Les mesures en mode transmission sont réalisées par un détecteur de rayons X 

situé derrière l’échantillon, il permet de mesurer l’intensité I transmise et le coefficient µ est 

proportionnel à ln(Io/I).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Spectroscopie d’absorption X. A : 

Excitation d’un atome par un photon issu d’un 

rayon X puis relaxation de l’état excité via 

l’émission d’un photon de fluorescence ou 

d’un électron Auger (D’après Lombi et al. 

2009). B : Représentation d’un spectre 

d’absorption X. Le spectre XANES correspond 

à la partie gauche du spectre d’absorption X. 

Le spectre EXAFS correspond à la partie droite 

du spectre d’absorption X auquel la formule 

mathématique de l’EXAFS (Règle d’Or de 

Fermi) a été appliquée. 

A B 



Matériel et méthodes 

77 
 

Rayonnement X
I0

Cryostat

Echantillon

Détecteur de 
fluorescence

Détecteur X Référence Détecteur X

Rayonnement X
I

Analyse de l’échantillon Analyse de la référence

Mode fluorescence Mode transmission Mode transmission

Photons de fluorescence
Ifluo

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3) Préparation des échantillons 
 

Complexe protéine-métal 

 Le test de capacité de liaison du Cd2+ et du SeO3
2- à SBP1 est réalisé de façon à obtenir une 

solution de complexe SBP1-ligand avec une concentration de ligand de 100 ppm. Quarante 

microlitres de chaque solution SBP1-ligand sont disposés sur un portoir à fenêtre de kapton et 

immédiatement congelés dans l’azote liquide.  

Plantes 

 Des plantules de 7 jours ont été transférées pendant 3 jours sur un milieu ½ MS contenant 

100 µM SeO4
2- ou 100 µM SeO3

2-. Les parties aériennes de chaque lignée ont été collectées 

indépendamment puis broyées dans l’azote liquide. Chaque échantillon contient entre 50 et 100 µM 

de Se (d’après les résultats obtenus lors de l’analyse d’accumulation du Se dont la quantification a 

été réalisée par ICP-MS). A l’aide d’une presse, chaque échantillon est mis sous la forme d’une 

pastille (diamètre 5 mm, hauteur 2 mm) puis conservée à -80°C. Lors de l’acquisition des spectres, les 

pastilles sont placées sur un portoir à fenêtre de kapton. 

 

Figure 21 : Représentation simplifiée de la ligne de mesures CRG/FAME (BM30B). Les différents équipements 

présentés sur cette figure ainsi que les principes de mesure en transmission et en fluorescence sont décrits dans le 

paragraphe ci-dessus. 
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Standards 

 Les composés standards utilisés dans le cas des mesures réalisées au seuil K du Cd sont les 

suivants : Cd-Cys (Cd 10 mM et cystéine 100 mM dans un tampon HEPES 10 mM, NaCl 150 mM et 20 

% glycérol [v/v], pH 3,5), Cd-His (Cd 10 mM et histidine 100 mM dans un tampon HEPES 10 mM, NaCl 

150 mM et 20 % glycérol [v/v], pH 5,5), Cd-malate (Cd 10 mM et acide malique 100 mM dans un 

tampon HEPES 10 mM, NaCl 150 mM et 20 % glycérol [v/v], pH 5,5) et Cd-MT (liaison du Cd dans le 

cas des métallothionéines extraites à partir de moules exposées au Cd, le spectre de référence a été 

fourni par Serge Pin, DSM/IRAMIS/SIS2M/LRad, CEA, Saclay). Les composés standards utilisés dans le 

cas des mesures réalisées au seuil K du Se sont les suivants : Na Selenite (5000 ppm de Na2SeO3
2- 

dans du Nitrure de Bore (NB)), Na Selenate (5000 ppm de Na2SeO4
2- dans du NB), Seleno-

méthylcystéine (SeMetCys, R-Se-R) (5000 ppm de SeMetCys dans du NB), SeS2 (5000 ppm de SeS2 

dans du NB), Se gris (Se0) (5000 ppm de Se Gris dans du NB), Sélénométhionine (SeMet, R-Se-R) (5000 

ppm de SeMet dans du NB), Sélénocystine (SeCystine, R-Se-Se-R) (5000 ppm de SeCystine dans du 

NB) et sélénodiglutathion (SediGSH, R-S-Se-S-R)  préparé par Laure Avoscan 

(DSM/IRAMIS/SIS2M/LPS, CEA, Saclay) (Ganther, 1968; Sarret et al., 2005). 

(4) Réglages de la ligne et mesures 
  

 Les mesures d’absorption par rayons X sont réalisées en collaboration avec D. Testemale 

(CNRS, Institut Néel, Grenoble) à l’ESRF (European Synchrotron Radiation Facility, Grenoble) dont 

l’anneau fonctionne avec un courant de 150-200 mA. Les spectres ont été collectés sur la ligne 

BM30B (CRG/FAME) (Proux et al., 2005; Proux et al., 2006; Hazemann et al., 2009) qui utilise un 

monochromateur deux-cristaux Si (220) et une stabilisation dynamique sagittale. Le flux de photons à 

l'énergie de travail est de l’ordre de 5×1011 photons/s et la taille du faisceau est de 300 µm 

(horizontal) sur 100 µm (vertical) FWHM. Le portoir contenant les échantillons est déposé dans un 

cryostat d’hélium ou la température est stabilisée autour de 10 K pour l’ensemble des acquisitions. 

Cette basse température permet de limiter fortement la destruction d'échantillons et les cinétiques 

d'oxydo-réduction sous faisceau. Les spectres ont été collectés en mesurant la fluorescence ou la 

transmission au seuil K du Cd et du Se avec un détecteur solide au Germanium 30-éléments 

(fluorescence) et des diodes silicium (transmission). Pour chaque échantillon, 4 à 6 scans de 40 min 

ont été moyennés. La position du faisceau est modifiée entre chaque acquisition de spectre afin 

d’éviter les dommages dues aux radiations. La calibration en énergie de la ligne a été réalisée en 

effectuant le spectre d’une feuille métallique de l’élément étudié et en choisissant le premier point 

d’inflexion du spectre comme référence (26715 eV dans le cas du Cd et 12658 eV dans le cas du Se). 

L’analyse des données a été réalisée avec l’ensemble de logiciels Horae qui comprend Athena pour 
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l’extraction des données et les combinaisons linéaires des spectres XANES et Artemis pour l'analyse 

des spectres EXAFS (Ravel et al., 2005). Les spectres XANES (absorption des rayons X au voisinage du 

seuil d’absorption) ont été normalisés en utilisant une fonction polynomiale de degré 3 pour la partie 

pré-seuil et la partie post-seuil. Pour les spectres correspondant aux échantillons de plantes exposés 

au SeO4
2- et au SeO3

2-, une analyse par combinaison linéaire avec différents standards, dans une 

gamme d’énergie (E) allant de -10,153 à 7,410 eV, a été réalisée avec le logiciel Athéna. Dans le cas 

des mesures EXAFS (absorption des rayons X au-delà du seuil d’absorption) réalisées à partir des 

échantillons de complexe SBP1-Cd, les spectres ont été pondérés en k3 puis la transformée de Fourier 

a été obtenue pour une gamme d’énergie (E) allant de 3,37 à 11,36 eV en utilisant une fenêtre de 

Haning. Les combinaisons de spectres EXAFS ont été réalisée à partir de la transformée de Fourier 

filtrée dans l’espace R pour une gamme allant de 1 à 2,77 Å. Les fonctions d’amplitude théorique et 

de phase ont été calculées ab initio avec le code FEFF 6.0 en utilisant la structure du sulfite de Cd 

(liaison Cd-S), du catena-(dodecakis(\m~2~-2-methylimidazolato)-hexa-cadmium) (liaison Cd-N) et du 

catena-(C\m~3~-DL-malato)-diaqua-cadmium monohydrate (liaison Cd-O). Ces structures ont été 

obtenues à partir de la Cambridge Structural Database (CSDB). 

6. Analyse structurale 

(1) Principe 
 

Le principe de la technique utilisée repose sur la diffusion de vapeur. L’ensemble du dispositif 

est représenté dans la figure 22. Dans une enceinte close (puits recouvert d’une lame de verre), un 

puits est rempli de solution de cristallisation. Ces solutions sont caractérisées par la nature et la 

concentration en agent précipitant, en sel et en tampon. Un volume de protéine est déposé sur un 

portoir dont les pieds sont immergés dans la solution de cristallisation. Dans l’enceinte close, un 

équilibre va s’établir entre la goutte et le puits par diffusion des espèces volatiles jusqu’à ce que la 

tension de vapeur soit la même dans la goutte et dans le puits. Ceci va diminuer la solubilité de la 

protéine qui va alors potentiellement pouvoir cristalliser. La première étape du processus de 

cristallisation est la nucléation qui correspond à la formation d’un amas de protéines qui à partir 

d’une taille critique peut former un cristal. La deuxième étape est la croissance cristalline qui est 

caractérisée par l’augmentation de la taille des cristaux. Ceux-ci sont ensuite analysés par diffraction 

des rayons X. 

 

 

Figure 22 : Représentation de la technique de la goutte 

assise.  
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(2) Protocole 
 

Les essais de cristallogenèse de la protéine SBP1 sous différentes formes ont été réalisés à 

4°C pour une concentration de protéine de 5 mg/mL dans du tampon HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 

mM. Les différentes conditions testées sont présentées tableau 11 (page 128). Lorsqu’il y a eu ajout 

de ligand, celui-ci a été incubé avec la protéine pendant 15 min à 25°C sous une agitation orbitale de 

300 tr/min. Pour chaque conditions ? les différents kits testés sont les suivants : Wizard I & II de 

Emerald Biosystem, the classics de Quiagen,  JCSG de Quiagen, Crystal Screen Lite and Peg Ion de 

Hampton et Index Screen de Hampton. Ces cribles ont été réalisés avec le robot de cristallisation de 

l’EMBL (European Molebular Biology Laboratory, Grenoble). 

 La modélisation de la structure de SBP1 a été réalisée à l’aide du logiciel MODELLER et la 

prédiction des structures secondaires grâce aux logiciels DSC, DPM, GOR I, GOR III, GOR IV, HNV, 

SIMPA96, PHD, PREDATOR et SOMP. 

D. Techniques relatives aux analyses in planta 

1. Transformation et sélection de lignées transgéniques à une insertion 
 

 Des bactéries Agrobacterium tumefaciens C58 sont transformées avec le plasmide 

sélectionné. Une colonie isolée est déposée dans 10 mL de milieu LB contenant les antibiotiques de 

sélection (préculture) puis le mélange est placé à 28°C sous agitation orbitale (100 tr/min). Lorsque la 

DO600 = 1, 500 µL de préculture sont déposés dans 500 mL de milieu LB contenant les antibiotiques 

de sélection. La culture bactérienne est placée à 28°C pendant 12h sous agitation orbitale (100 

tr/min). Celle-ci est ensuite centrifugée 20 min à 60 g puis reprise dans du saccharose 5 % (le volume 

de saccharose est calculé de façon à avoir une DO600 = 0,8). Le surfactant Silwett est ajouté afin que 

sa concentration volumique finale soit de 0,02 %. 

 La transformation se fait par trempage des inflorescences d’Arabidopsis thaliana (1 à 2 

semaines après montaison) dans la solution d’Agrobacterium tumefaciens préparée précédemment 

(Clough et al., 1998). Les tiges sont trempées pendant 30 s puis sont placées pendant 2 jours sous 

cloche dans la chambre de culture. Les plantes sont ensuite placées dans des conditions normales 

d’humidité (80 %). 

 Les lignées transgéniques peuvent posséder différents marqueurs de sélection. Dans le cas 

des plantes transformées avec les vecteurs pFP100, pFP101 et pLUC, l’insertion du plasmide entraîne 

l’expression de la Green Fluorescent Protein (observable à la loupe binoculaire à l’aide d’une lampe 

UV et d’un filtre spécifique de la GFP). L’analyse se fait au stade graine. Pour ce qui est du vecteur 
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PNB96, son insertion est caractérisée par une résistance à l’herbicide BASTA. L’analyse de 

ségrégation se fait au stade jeune plantule, en sol, après 3 vaporisations successives espacées de 2 

jours, de Basta dilué au 1/1000 dans de l’eau distillée. Huit semaines après transformation, les 

graines sont collectées puis sélectionnées en fonction du marqueur choisi. Les graines sélectionnées 

sont semées puis collectées huit semaines plus tard. Grâce au marqueur de sélection, la proportion 

de graines transformées ou non par plante est déterminée. Les lignées pour lesquelles 75 % des 

graines sont transformées et 25 % non transformées ont une seule insertion dans leur génome et 

sont donc sélectionnées. Celles-ci sont à nouveau semées et collectées huit semaines plus tard. Les 

lignées possédant 100 % de graines transformées sont des plantes homozygotes et sont alors 

sélectionnées. 

2. Analyse de du niveau d’expression de SBP1 par enregistrement de 

l’activité luciférase 
 

 Les expériences ont été réalisées en utilisant une caméra CCD (Princeton Instrument) reliée à 

une chambre noire (Welsh et al., 2005; Hugouvieux et al., 2009). Les données ont été analysées avec 

le logiciel Metavue (Biorad). Les plantes ayant été transformées avec les vecteurs contenant le gène 

de la luciférase sous le contrôle de différentes formes du promoteur de SBP1 sont vaporisées avec 

une solution de luciférine 1 mM (Promega) et de triton X-100 0,02 % [v/v], puis conservées 5 min en 

chambre noire. Un enregistrement de l’activité luciférase est ensuite réalisé pendant 5 min. Pour 

chaque expérience, un minimum de 8 plantules par lignée a été analysé par condition. 

3. Etude de la localisation sub-cellulaire de GFP-SBP1 et SBP1-GFP par 

microscopie confocale 
 

Des bactéries Agrobacterium tumefaciens préalablement transformées avec les plasmides 

codant pour les protéines GFP-SBP1 et SBP1-GFP sont étalées sur une boîte de Pétri contenant du 

LB/Agar, de l’agarose (1,1 % [p/v]) et les antibiotiques de sélection. Après 72 h, une colonie isolée est 

transférée en milieu liquide LB contenant les antibiotiques de sélection pendant 24 h. La culture 

bactérienne est ensuite diluée 5 fois dans le milieu d’induction (78 mM MES; 1,734 mM Na2HPO4; 

18,7 mM NH4Cl; 1,2 mM MgSO4; 2 mM KCl; 0,06 mM CaCl2; 9 µM FeSO4; 0,5 % glucose [p/v]; 0,2 mM 

acétosyringone) (Lavy et al., 2002). Après 6 h d’induction, la DO600 est mesurée et la solution 

bactérienne est diluée dans l’eau afin d’obtenir une DO600 = 0,5. Les bactéries sont ensuite infiltrées 

sous pression à l’aide d’une seringue sans aiguille au niveau de la face inférieure des feuilles de tabac 

(Nicotiana benthamiana) âgées de 8 à 10 semaines. L’expression des protéines de fusion GFP-SBP1 et 
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Nom Séquence

At4g14030-FW 5'-TGGCGACGGAAACGGAAGTTGTAG-3'

At4g14030-RV 5'-CGAGCTTGGATCTACATCCACCG-3'

At4g14040-FW 5'-GCAACCGAAACCGTATTAGCCACGG-3'

At4g14040-RV 5'-GCATTTTTAGTCTGTGAATGACGC-3'

At3g23800-FW 5'-ATGGAAGCGGCGATGAACAACCACG-3'

At3g23800-RV 5'-GGTAAGGCATTGGTAATCTGTGG-3'

SBP1-GFP est observable en microscopie confocale entre le 2ème et le 4ème jour avec un maximum 

d’intensité au 3ème jour.  

La localisation sub-cellulaire de SBP1 a également été réalisée à partir de lignées 

d’Arabidopsis thaliana exprimant de façon stable GFP-SBP1.  

Les analyses de localisation cellulaire ont été réalisées par microscopie confocal avec le 

microscope TCS SP2 SE Leica DMRE. La longueur d’onde d’excitation est de 488 nm et 550 nm pour la 

GPF et la chlorophylle respectivement. La longueur d’onde d’émission est de 650 nm pour la GFP et 

720 nm pour la chlorophylle. Les images ont été observées grâce au logiciel Leica Confocal Software. 

4. Analyse d’expression des gènes par PCR quantitative 
 

 L’ARN total est extrait indépendamment des feuilles et des racines à partir de 100 mg de 

tissus. Cette étape est réalisée à l’aide du kit RNeasy plant mini kit (Qiagen). Un traitement à la 

DNAse sur colonne est réalisé. Un microgramme d’ARN total est utilisé pour la synthèse des ADNc 

(Reverse-it first strand synthesis kit, ABgene) dans un volume total de 20 µL. A la fin de la réaction, 

180 µL d’eau sont ajoutés. Des amorces spécifiques des 3 isoformes de SBPs ont été générées et sont 

présentées dans le tableau 8. Les réactions de PCR ont été réalisées à partir de 5 µL de solution de 

d’ADNc, en triplicat, sur le thermocycler « Rotor Gene 3000 » (Cobbett Research) en utilisant du SYBR 

Green JumpStart ReadyMix (Sigma-Aldrich). La quantification de l’expression des gènes a été réalisée 

avec la méthode comparative Ct à l’aide du logiciel « Rotor-Gene 3000 Software ». Le gène ACTIN2/7 

(At5g09810) a été utilisé pour normaliser les données obtenues. 

Tableau 8 : Amorces utilisées pour l’analyse de l’expression des gènes SBP1 (At4g14030), SBP2 (At4g14040) 

et SBP3 (At3g23800). 

 

 

 

 

 

5. Quantification des ligands et analyse de leur spéciation 
 

La quantification est réalisée après minéralisation par ICP-MS (protocole page 69) et la 

spéciation de ces différents ligands est réalisée par spectroscopie d’absorption des rayons X 

(protocole pages 77 à 79). 
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IV. CHAPITRE 1 : Caractérisation 

biochimique de la protéine « Selenium 

Binding Protein 1 » (SBP1) 

d’Arabidopsis thaliana – Etude des 

propriétés de liaison aux métaux et 

autres ligands 
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A. Analyse de la capacité de liaison de différents ligands à la protéine SBP1 

d’Arabidopsis thaliana 

1. Purification de la protéine SBP1 d’Arabidopsis thaliana 
 

La protéine chimérique GST-SBP1 (SBP1 couplée à la Glutathione-S-Transférase, GST) a été 

surexprimée chez la souche Rosetta 2 thermocompétente d’E. coli  par transformation avec le 

vecteur PGEX-3X-SBP1 (Gate-Way). La séquence de cette protéine est présentée dans l’annexe 1. La 

protéine GST-SBP1, présente dans la fraction soluble, a été purifiée par affinité sur colonne de 

glutathion (GSH)-sépharose. Par la suite, l’étiquette GST, pouvant interférer avec différents ligands, a 

été clivée. L’optimisation des conditions de clivage de la GST a montré que l’utilisation de 1,7 µg de 

Facteur Xa (endopeptidase appelée facteur de Stuart ou prothrombinase) pendant 15 heures à 22°C 

permettait de cliver 1 mg de GST-SBP1 avec un rendement de clivage proche de 100% (Figure 23 A). 

Des analyses protéomiques en collaboration avec Y. Couté du laboratoire EDyP (Etude de la 

Dynamique des Protéomes, CEA-Grenoble) ont été réalisées sur SBP1 après clivage (Annexe 2) et les 

résultats ont montré une contamination significative de SBP1 par les protéines GroL (protéine 

chaperon de 60 kDa) et DNAK (protéine chaperon de choc thermique de 70 kDa). En effet, pour 23 

peptides de SBP1 identifiés, 21 peptides de GroL ont également été identifiés lors des analyses 

protéomiques par spectrométrie de masse. Ainsi, une étape de chromatographie d’exclusion stérique 

(passage de SBP1 sur Superdex S200 16/60) (Figure 23 B) a été réalisée et des analyses protéomiques 

ont montré que cette étape supplémentaire permettait de séparer SBP1 des deux contaminants 

majeurs (GroL et DNAK) (Annexe 3). En effet, le volume d’élution de GroL et DNAK est de 70 mL 

tandis que celui de SBP1 est de 78,5 mL (Figure 23 B). Les fractions les plus riches en SBP1 (volume 

d’élution allant de 76 à 82 mL) ont été réunies afin de réaliser des analyses biochimiques ultérieures. 

Lors de cette purification, 5 mg de protéines ont été obtenus à partir de 3,2 L de culture d’E. Coli. 

Pour déterminer la structure quaternaire de SBP1, un mélange de protéines étalons a été injecté sur 

la colonne de chromatographie d’exclusion stérique ce qui a permis de déterminer la courbe 

d’étalonnage de cette colonne (Figure 23 C). La masse moléculaire apparente de SBP1 a donc pu être 

calculée (Figure 23 C), celle-ci est de 56,6 kDa montrant que la protéine est sous la forme 

monomérique (masse moléculaire théorique : 56,59 kDa). 
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Figure 23 : Purification de la protéine SBP1. A : Optimisation des conditions de clivage de l’étiquette GST. 

Analyse par électrophorèse sur gel de polyacrylamide (PAGE) 12% en présence de sodium dodécylsulfate (SDS) 

montrant la GST-SBP1 (15 µg) après élution de la colonne GSH-sépharose par une solution de GSH 20 mM Tris 

50 mM pH 8,  SBP1 (10 µg) après clivage au facteur Xa sur résine (1,7 µg de facteur Xa pour 1 mg de SBP1, 15h, 

22°C) avec une solution Tris 50 mM NaCl 150 mM CaCl2 2 mM pH 7,4 et l’étiquette GST (10 µg) après clivage de 

SBP1 et élution de l’étiquette avec une solution GSH 20 mM Tris 50 mM pH 8,0. B : Profil d’élution par passage 

sur colonne de chromatographie d’exclusion stérique (S200 16/60). Le volume des fractions collectées est de 

1,5 mL, les fractions correspondant aux volumes d’élution 70 mL et 78,5 mL ont été analysées par gel SDS-PAGE 

12 % (1 µg et 1,5 µg pour les fractions correspondant aux volumes d’élutions 70 et 78,5 mL respectivement), 

puis découpées et analysées en protéomique (Annexe 3). C : Etalonnage de la colonne de chromatographie 

d’exclusion stérique Superdex 200 (S200) 16/60 (utilisation du kit GE Healthcare Gel Filtration Calibration). 

Les étalons utilisés sont l’aprotinine (6,5 kDa), la ribonucléase (13,7 kDa), l’ovalbumine (44 kDa), la 

conalbumine (75 kDa), l’aldolase (158 kDa) et la ferritine (440 kDa). Le volume d’élution V0 correspond au 

volume d’élution du bleu dextran (V0 = 43,5 mL). Vc correspond au volume mort de la colonne (120 mL), Ve 

correspond au volume d’élution (mL) de chaque étalon et Mm correspond à la masse moléculaire (Da). 

L’équation obtenue permet d’obtenir la masse moléculaire théorique (Da) en fonction du volume d’élution (mL). 

Cette formule permet de calculer la masse moléculaire apparente de SBP1 = 56,6 kDa. 
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2. Mise en évidence de la capacité de différents ligands à se lier à SBP1 

a) Identification des ligands capables de stabiliser SBP1 
 

SBP1 est capable de lier du cadmium (Cd) sous la forme Cd2+ avec un ratio molaire 

Cd2+/protéine de 3 (Dutilleul et al., 2008) et ce phénomène pourrait jouer un rôle potentiel dans la 

détoxication du Cd2+. La présence de nombreux sites conservés de liaison aux métaux ainsi qu’à 

d’autres ligands pourrait avoir de l’importance dans la fonction de SBP1 dans le cas d’une liaison à 

des métaux ou ligands essentiels. Ainsi, pour identifier des ligands potentiels à SBP1, nous avons 

d’abord cherché si certains d’entre eux étaient capables ou non de stabiliser cette protéine en 

mesurant l’émission de fluorescence du sypro orange lorsque celui-ci est lié aux acides aminés 

hydrophobes localisés au cœur de la protéine en fonction de la température (Niesen et al., 2007). 

Cette technique est appelée plus communément le « Thermal Shift Assay ». En effet, l’augmentation 

de la température de dénaturation de la protéine en présence de ligand signifie que celui-ci stabilise 

la protéine (technique décrite page 67-68). Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec C. 

Zubieta de l’EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Grenoble). Les différents ligands 

métalliques testés ont été le Zn2+, le Ni2+, le Co2+, le Cu2+, le MoO4
2-, le Mn2+ et le Mg2+, ainsi que le 

Cd2+ (en tant que contrôle positif). Le sélénium (Se) sous sa forme séléniate (SeO4
2-) et sélénite 

(SeO3
2-), qui sont les deux formes prédominantes dans les sols, a également été testé car chez 

l’homme et la souris, SBP1 a été caractérisée en tant que protéine capable de lier le Se lorsque celui-

ci est initialement sous la forme SeO3
2-.  

La figure 24 montre que SBP1 a une température de dénaturation de 45°C. En présence de 

concentrations croissantes de Cd2+, une augmentation de la température de dénaturation de 4°C est 

observée, ce qui montre bien que le Cd2+, en se liant à SBP1, stabilise la protéine. Le Zn2+, le Ni2+, le 

Co2+ et le Cu2+ sont également des ligands métalliques capables de stabiliser SBP1. Ces métaux 

essentiels entrainent une augmentation de 4 à 5°C de la température de dénaturation, excepté le 

Zn2+ qui entraine une augmentation de cette température de 8°C. Pour ce qui est du Mn2+, du Mg2+ et 

du MoO4
2-, ils n’entrainent pas de modification de la température de dénaturation et ne stabilisent 

donc pas SBP1. Dans le cas du Se, seule la forme SeO3
2- et non la forme SeO4

2- permet d’augmenter la 

température de dénaturation de 1°C de façon très reproductible et donc de stabiliser SBP1. 

L’ensemble des ligands capables de stabiliser SBP1, c’est-à-dire le Cd2+, le Zn2+, le Ni2+, le Cu2+, 

le Co2+ et le SeO3
2-, apparaissent comme des candidats potentiels pour se lier à cette protéine. Le Zn2+ 

est le ligand qui entraîne la plus forte stabilisation de SBP1. 
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Figure 24 : Capacité de différents ligands à stabiliser SBP1. A : Température de dénaturation Tm (°C) de 

SBP1 en fonction de la concentration de ligand déterminée par Thermal Shift Assay. SBP1 (5 µM) est 

incubée avec différentes concentrations de ligand (C1= 5 µM et C2 = 25 µM) en présence de sypro orange 

©.Les ligands ont été testés sous les formes : Cd
2+

, SeO3
2-

, Zn
2+

, Ni
2+

, Co
2+

, Cu
2+

, SeO4
2-

, Mn
2+

, Mg
2+

 et Mo
2+ 

(préparées à partir des poudres suivantes : Cd(NO3)2 , ZnCl2 , NiCl2 , Na2SeO3 , Na2SeO4 , Co(NO3)2 , CuCl2 , 

MnCl2, MgCl2 et Na2MoO4). B : Exemple de l’évolution de l’intensité de fluorescence émise par le sypro 

orange © en fonction de la température. SBP1 (5µM) est incubée avec du Cd
2+

 (0 µM, 5 µM et 25 µM). La 

température de dénaturation Tm correspond à la température pour laquelle  l’intensité de fluorescence est I 

= (Imaximale-Iinitiale)/2. Les courbes ont été normalisées par rapport à la fluorescence initiale. 
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b) Validation de la capacité de liaison à SBP1 de différents ligands 
 

Afin d’étudier si les éléments chimiques capables de stabiliser SBP1 sont effectivement 

capables de se lier à SBP1, des expériences permettant de quantifier le ratio molaire de liaison 

ligand/protéine ont été réalisées. Celles-ci consistent à incuber le ligand et SBP1 (15 min à 25°C et 

sous une agitation orbitale de 300 tr/min) puis à séparer le complexe SBP1-ligand du ligand seul sur 

une colonne d’exclusion stérique. Ensuite, dans chaque fraction, l’absorbance à 280 nm est mesurée 

afin de quantifier SBP1 et la technique de l’ICP-MS (spectrométrie de masse couplée à un plasma 

induit) est utilisée pour quantifier le ligand.  

Pour l’ensemble des ligands qui stabilisant SBP1, des expériences indépendantes ont été 

menées et ont permis de déterminer le ratio de liaison ligand/protéine dans le cas du Cd2+, du SeO3
2-, 

du Zn2+ et du Ni2+. La figure 25 A montre le profil d’élution du mélange ligand/SBP1 pour ces 4 ligands 

et met en évidence que le passage sur la colonne d’exclusion stérique permet de séparer le complexe 

ligand/protéine du ligand libre. Le volume d’élution du complexe est compris entre 1,2 et 1,6 mL 

tandis que le volume d’élution du ligand libre est compris entre 2,4 et 4 mL suivant le ligand. Ces 

expériences de capacité de liaison montrent que le Se sous sa forme SeO3
2-  est capable de se lier à 

SBP1 avec un ratio molaire Se/SBP1 de 1 (Figure 25 B), tandis que le Cd2+, le Zn2+ et le Ni2+ se lient à 

SBP1 avec un ratio molaire métal/SBP1 de 3. Ce résultat suggère l’existence de deux types de 

ligands : un chargé négativement qui se lie à SBP1 avec un ratio molaire ligand/SBP1 de 1 et ceux 

chargés positivement qui se lient avec un ratio molaire de 3. Cette expérience d’analyse des 

capacités de liaison a également été réalisée avec du SeO4
2- qui, d’après les résultats de TSA, ne 

stabilise pas SBP1. Il a effectivement été montré que ce ligand ne se liait pas à SBP1. 

D’après l’analyse de la structure primaire de SBP1 et la comparaison avec les séquences des 

SBPs de plusieurs organismes photosynthétiques, de mammifères et d’un procaryote de la famille 

des archées, il a été mis en évidence que différents sites de liaisons à plusieurs ligands métalliques ou 

non métalliques étaient conservés parmi les SBPs (Figure 14, page 50-51). En déterminant la 

température de dénaturation de SBP1 en présence de différents ligands, il a été montré que SBP1 

était stabilisée par un certain nombre de ligands (Cd2+, Zn2+, Ni2+, Co2+, Cu2+ et SeO3
2-) et que certains 

d’entre eux étaient capables de se lier à SBP1 (Cd2+, Zn2+, Ni2+ et SeO3
2-). L’ensemble de ces résultats 

suggère que la capacité de liaison de SBP1 à différents ligands métalliques (Cd2+, Zn2+, Ni2+) ou non 

métallique (SeO3
2-) pourrait jouer un rôle fondamental dans sa fonction. Ainsi, la suite de l’étude 

biochimique a porté sur la caractérisation des liaisons SBP1/ligands, particulièrement dans le cas du 

Cd2+ et du SeO3
2-. 
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Figure 25 : Capacité de liaison in vitro de différents métaux à se lier à SBP1. A : Profil d’élution du 

mélange SBP1/ligand après passage sur colonne de chromatographie d’exclusion stérique G25. Deux 

nmoles de SBP1 (80 µM) ont été incubées avec 25 nmoles de ligand (1 mM) dans un volume total de 25 µL 

(ratio molaire ligand/SBP1=12,5). Le complexe protéine/ligand a été séparé du ligand libre par passage sur 

colonne d’exclusion stérique G25. En sortie de colonne, la quantité de SBP1 est suivie par l’absorbance à 280 

nm et le ligand est quantifié par ICP-MS (isotope 112 pour le Cd, isotope 64 pour le Zn, isotope 60 pour le Ni 

et isotope 77 pour le Se). B : Détermination du ratio SBP1/ligand. Ce ratio a été calculé pour la fraction la 

plus riche en SBP1. Pour chaque ligand, la valeur obtenue correspond au ratio moyen calculé pour 3 

expériences indépendantes.  
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B. Caractérisation biochimique des liaisons SBP1/ligands et identification 

des sites de liaison au Cd et au Se 
 

Afin d’obtenir des informations concernant la caractérisation biochimique des liaisons 

SBP1/ligands et d’identifier les sites de liaison, les deux modèles de ligands choisis ont été le Cd2+ et 

le SeO3
2- car ils présentent des ratios de liaison à SBP1 différents, n’ont pas la même nature 

chimique,  et occupent donc potentiellement des sites de liaison différents. 

1. Caractérisation préliminaire des liaisons SBP1/Cd et SBP1/Se  

a) Recherche de l’implication des cystéines de SBP1 dans la liaison au 

Cd2+ et au SeO3
2-  

 

 Afin d’étudier l’implication potentielle des cystéines ainsi que la nature des liaisons 

protéine/ligand, les cystéines réduites accessibles ont été dosées en absence de ligand (forme 

apoprotéique) puis en présence de ligand. Ce dosage a été réalisé avec le réactif d’Ellmann (ou acide 

5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoïque), DTNB). Celui-ci, en se liant aux cystéines libres et accessibles, libère 

une molécule de NTB (2-nitro-5-thiobenzoate) quantifiable par spectrophotométrie à 412 nm 

(technique décrite page 70). Les expériences ont été réalisées dans les mêmes conditions que les 

expériences de capacité de liaison, c’est-à-dire un ratio molaire ligand/SBP1 = 12,5 et 15 minutes 

d’incubation à 25°C sous une agitation orbitale de 300 tr/min. 

(1) La liaison au Cd2+ n’est pas une liaison de forte affinité impliquant des 

cystéines réduites accessibles  
 

SBP1 possède sept cystéines et le dosage de cet acide aminé en conditions natives montre 

que quatre cystéines sont réduites et accessibles (Figure 26). La présence du Cd2+ ne modifie pas le 

nombre de cystéines réduites accessibles dosées. Ce résultat permet de proposer deux hypothèses 

concernant la liaison du Cd2+ à SBP1. La première serait que la liaison du Cd2+ à la protéine n’implique 

pas de cystéines qui restent donc libres et accessibles pour le dosage au réactif d’Ellmann. La 

deuxième hypothèse serait que la liaison du Cd2+ à SBP1 puisse être rompue lors de l’ajout du réactif 

d’Ellmann qui se lie de façon covalente aux cystéines. Il pourrait donc qui apparaitre comme un 

compétiteur face au Cd2+. Dans le cas de SBP1, il se pourrait donc que la liaison du Cd2+ à la protéine 

soit une liaison impliquant des cystéines, non covalente, et que cette liaison soit rompue lors de 

l’ajout du réactif d’Ellmann.  
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(2) La liaison au SeO3
2-  est une liaison covalente ou de forte affinité qui 

pourrait impliquer deux cystéines réduites accessibles 
 

Le dosage réalisé en présence de SeO3
2- montre que la liaison SBP1-Se entraine la non-

accessibilité de deux cystéines (Figure 26). Cela permet d’émettre deux hypothèses : soit ces deux 

cystéines sont impliquées dans la liaison SBP1-Se ou bien une seule des cystéines est impliquée dans 

cette liaison et dans ce cas, un changement de conformation de la protéine entraîne la non-

accessibilité de l’autre cystéine. D’après la littérature, il semblerait que les liaisons impliquant des 

cystéines et du SeO3
2- soient de préférence des liaisons de type S-Se-S (Zakharyan et al., 2005). 

L’hypothèse d’une liaison impliquant deux cystéines semble donc plus favorable.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

b) La liaison au Cd2+ et au SeO3
2- ne modifie pas les structures 

secondaires 
 

La liaison à un ligand peut modifier les structures secondaires d’une protéine et donc 

potentiellement affecter sa structure tertiaire. Concernant l’étude des structures secondaires de 

SBP1 sous sa forme apoprotéique ou en présence de différents ligands, des analyses de dichroïsme 

circulaire dans l’UV lointain ont été réalisées en collaboration avec V. Forge du LCBM (Laboratoire de 

Chimie et Biologie des Métaux, Grenoble). Cette technique spectroscopique permet d’obtenir des 

informations sur la présence d’hélices alpha, de feuillets béta et de zones désordonnées au niveau de 

la protéine (technique décrite page 73-74). Le signal de dichroïsme circulaire a été enregistré pour 

SBP1 sous sa forme apoprotéique, puis pour SBP1 en présence de SeO3
2- et de Cd2+ (Figure 27). Les 

conditions d’incubation (15 min à 25°C sous une agitation orbitale de 300 tr/min) ainsi que le ratio 

Figure 26 : Influence de la liaison au Cd
2+

 et au 

SeO3
2-

 sur le nombre de cystéines réduites 

accessibles. La concentration de cystéines réduites 

est dosée avec le réactif d’Ellmann en condition 

native et en présence de SeO3
2-

 ou de Cd
2+

. La 

concentration de SBP1 est de 8 µM et la 

concentration de SeO3
2-

 et de Cd
2+

 est de 100 µM 

(ratio molaire ligand/SBP1 = 12,5). La valeur 

obtenue correspond au nombre moyen de cystéines 

libres accessibles dosées au cours 6 expériences 

indépendantes.  
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molaire ligand/SBP1 de 12,5 sont identiques à ceux utilisés lors des expériences de capacités de 

liaison. Les spectres obtenus montrent quelques différences vers 210-220 nm pouvant être 

caractéristiques de modifications au niveau des hélices alpha ou des feuillets béta mais celles-ci ne 

sont pas significatives. Par contre, un décalage des spectres vers 230-240 nm est observé (encadré 

figure 27) et ce phénomène est caractéristique de modifications au niveau des cystéines. Ceci semble 

plus marqué dans le cas du Cd2+ que dans le cas du SeO3
2-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Caractérisation biochimique et identification des sites de liaison du 

Cd2+ et du SeO3
2- à SBP1 

a) Caractérisation biochimique et identification des sites de liaison du 

Cd2+ à SBP1 

(1) Etude de l’affinité du Cd2+ pour SBP1 
 

 La liaison du Cd2+ à SBP1 est une liaison non covalente. Afin de déterminer l’affinité du Cd2+ 

pour SBP1, des analyses de fluorescence ont été effectuées (technique décrite page74-75). Des 

mesures de fluorescence des tryptophanes (excitation à 280 nm et émission de 300 à 400 nm) en 

présence de SBP1 (2,7 µM) après ajouts successifs de Cd2+ ont été réalisées jusqu’à atteindre le ratio 

molaire Cd2+/SBP1 = 12,5. Après normalisation des données de fluorescence obtenues, la 

représentation graphique de [SBP1-Cd]/[SBP1]tot en fonction de [Cd]tot/[SBP1]tot (Figure 28 A) a 

permis de confirmer que le ratio de liaison Cd2+/SBP1 était de 3. En considérant donc qu’il y a trois 

Figure 27 : Influence de la liaison au Cd
2+

 et au 

SeO3
2- 

sur les structures secondaires de SBP1. 

Dichroïsme circulaire en millidegré (mdeg) dans 

l’UV lointain (200-260 nm) de SBP1, SBP1 + 

SeO3
2-

 et SBP1 + Cd 
2+

. La concentration de SBP1 

est de 2,7 µM et celle de SeO3
2-

 et Cd
2+

 de 33,5 

µM (ratio molaire ligand/SBP1 = 12,5). 
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sites de liaison (c’est-à-dire que 3×[SBP1-Cd]=[Sites occupés] et que 3×[SBP1]=[Sites]tot), les données 

expérimentales [Sites occupés]/[Sites]tot ont été représentées en fonction de [Cd]tot (Figure 28 B). 

L’équation reliant ces deux paramètres a été déterminée (Figure 28 C), ce qui a permis, à partir des 

données expérimentales de fluorescence, d’obtenir la courbe représentée dans la figure 28 B. La 

constante de dissociation KD alors estimée est de 2,2×10-7 M ± 0,7×10-7 M et la constante d’affinité KA 

est de 4,5×106 M. 
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Figure 28 : Analyse de la liaison Cd
2+

-SBP1 par fluorescence. A : Détermination graphique du nombre de sites 

de liaison du Cd
2+ 

à SBP1. Les mesures ont été réalisées à partir d’une solution de SBP1 à 2,7 µM. Des ajouts 

successifs de Cd
2+ 

ont été réalisés jusqu’à atteindre un ratio Cd
2+

/SBP1 = 12,5. Le ratio [SBP1-Cd]/[SBP1]tot est 

calculé selon la formule: (Ifluo-Ifluo(initial))/(Ifluo(final)–Ifluo(initial)). Ce ratio est ensuite représenté en fonction du ratio 

[Cd]tot / [SBP1]tot, ce qui permet de déterminer graphiquement le ratio de liaison Cd
2+

/SBP1. B : Détermination 

de l’affinité du Cd
2+ 

pour SBP1. Les mesures ont été réalisées à partir d’une solution de SBP1 à 2,7 µM. Des 

ajouts successifs de Cd
2+ 

ont été réalisés jusqu’à atteindre un ratio Cd
2+

/SBP1 = 12,5. Le ratio [SBP1-Cd]/[SBP1]tot 

est calculé selon la formule : (Ifluo-Ifluo(initial))/(Ifluo(final)–Ifluo(initial)).  Ifluo(initial) et Ifluo(final) correspondent aux valeurs de 

fluorescence enregistrées avant le premier ajout de métal et après le dernier ajout de métal respectivement. Ifluo 

correspond à la valeur de la fluorescence enregistrée pour une concentration de métal donnée. Le ratio est 

ensuite représenté en fonction de [Cd]tot en µM d’après la formule C. C : Formule permettant d’estimer la 

constante de dissociation KD grâce aux données obtenues en A. 3×[SBP1-Cd]=[Sites occupés], 

3×[SBP1]=[Sites]tot , [Cd]tot= 0 – 34 µM.  

 

 

 

 



Chapitre 1 

95 
 

(2) La liaison Cd2+/SBP1 est une liaison polaire, thermodynamiquement 

favorable, et qui ne semble pas faire intervenir de molécules d’eau 
 

Afin de complémenter les résultats obtenus lors du calcul de l’affinité du Cd2+ pour SBP1 et 

d’avoir des informations sur la nature de la liaison Cd2+-SBP1, des analyses de microcalorimétrie (ou 

Isothermal Titration Calorimetry, ITC) ont été réalisées (technique décrite page 71-72). Cette 

technique permet de caractériser plusieurs paramètres thermodynamiques (enthalpie H et entropie 

S) et ainsi, d’obtenir des informations supplémentaires sur la liaison. En effet, ces deux paramètres 

thermodynamiques permettent de mieux caractériser une liaison protéine-ligands (nature de 

l’interaction, nature des acides aminés, présence ou non de molécules d’eau). Pour cela, SBP1 (350 

µL à 50 µM) est placée dans une cuve à 25°C et des ajouts successifs d’une solution de Cd2+ (ajouts de 

1,5 µL à 2 mM) sont effectués. La liaison ligand-SBP1 va modifier la température dans la cuve et 

l’énergie nécessaire pour replacer la cuve à 25°C va permettre de déterminer les paramètres 

thermodynamiques. Les expériences ont été réalisées en collaboration avec A. Palencia de l’EMBL 

(European Molecular Biology Laboratory, Grenoble). Afin d’obtenir un résultat global pour 

l’ensemble des trois sites de liaison au Cd2+, le nombre de sites de liaisons a été fixé à 1 pour le calcul 

des paramètres thermodynamiques. La représentation graphique de la titration calorimétrique de 

SBP1 avec du Cd2+ (Figure 29 A) montre que lors de chaque injection de ligand, une émission de 

chaleur est détectée, ce qui signifie que la réaction provoquée lors de la liaison du Cd2+ à SBP1 est 

exothermique. Les réactions exothermiques sont caractéristiques des liaisons qui font intervenir des 

acides aminés polaires. Les différents acides aminés pouvant être impliqués dans la liaison au Cd2+ 

sont donc les suivants : cystéine (Cys), aspartate (Asn), glutamine (Gln), sérine (Ser), thréonine (Thr) 

et tyrosine (Tyr). Les valeurs de ΔH (différence d’enthalpie) et ΔS (différence d’entropie) présentées 

dans le tableau 9 proviennent de quatre expériences indépendantes. La valeur moyenne de l’énergie 

de Gibbs ΔG (-14041,3 cal/mol) calculée (ΔG= ΔH –TΔS) d’après les valeurs moyennes de ΔH (-14460 

cal/mol) et de -TΔS (418,7 cal/mol) est négative, ceci signifie que la réaction est spontanée. 

Concernant l’enthalpie de liaison, celle-ci est négative (-14460 cal/mol) donc thermodynamiquement 

favorable et également caractéristique des liaisons polaires. L’entropie est défavorable (-TΔS = 418,7 

cal/mol) car -TΔS est positif. En comparant la variation de l’enthalpie (ΔH = -14460 cal/mol) et de 

l’entropie (ΔS = 418,7 cal/mol), on constate que le facteur enthalpique est beaucoup plus important. 

La contribution entropique, caractéristique des liaisons hydrophobes et de la désolvatation des sites 

de liaison est donc négligeable.  

Le logiciel (Origin ITC 200) permettant d’analyser les données de microcalorimétrie offre la 

possibilité de fixer le nombre de sites de liaison à trois pour le calcul des paramètres 

thermodynamiques (Figure 29 B). Pour chacune des expériences (Tableau 9 B), deux sites ont une 
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Titration calorimétrique de SBP1 (50 µM) avec du Cd2+ (2mM) à 25 C dans le tampon
HEPES 10 mM et NaCl 150 mM. La partie haute de chaque graphe correspond au
dégagement d’énergie associé à chaque injection de Cd2+ (1,5 µL) en fonction du temps
(minutes). La partie basse du graphe correspond à l’intégration de la chaleur dégagée pour
chaque injection en fonction de la concentration de Cd2+. La courbe de modélisation a été
calculée en fixant le nombre de sites de liaison à 1 (logiciel Origin ITC 200). Quatre
expériences indépendantes ont été réalisées.

variation d’enthalpie négative (ΔH compris entre -22990 cal/mol et -6837 cal/mol) donc favorable et 

une variation d’entropie défavorable ou très peu favorable (-TΔS compris entre 1550 et -110,5 

cal/mol). Le troisième site a une enthalpie défavorable  (ΔH compris entre 9127 et 20370 cal/mol) et 

une entropie favorable (-TΔS compris entre -2207,5 et -1162,3 cal/mol). Il se pourrait donc que deux 

sites de liaison fassent intervenir des interactions polaires tandis que le troisième site pourrait faire 

intervenir des interactions hydrophobes et/ou un phénomène de désolvatation du site de liaison. 

L’ensemble de ces données de microcalorimétrie obtenues en fixant le nombre de sites à 3 confirme 

donc une forte contribution enthalpique lors de la liaison du Cd2+ à SBP1. 

 

 

Figure 29 : Titration calorimétrique de SBP1 (50 µM) avec du Cd
2+ 

(2mM) à 25°C dans le tampon HEPES 10 mM 

pH 7,4 et NaCl 150 mM. La partie haute de chaque graphe correspond au dégagement d’énergie associé à 

chaque injection de Cd
2+ 

(1,5 µL) en fonction du temps (minutes). La partie basse du graphe correspond à 

l’intégration de la chaleur dégagée pour chaque injection en fonction de la concentration de Cd
2+

. A : La courbe 

de modélisation a été calculée en fixant le nombre de sites de liaison à 1 (logiciel Origin ITC 200). Quatre 

expériences indépendantes ont été réalisées et une des expériences est représentée. B : La courbe de 

modélisation a été calculée en fixant le nombre de sites de liaison à 3 (logiciel Origin ITC 200). Quatre 

expériences indépendantes ont été réalisées et une des expériences est représentée. 

A B 
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Tableau 9 : Paramètres thermodynamiques de la liaison Cd
2+

-SBP1 calculés à partir d’expériences de 

microcalorimétrie. Les paramètres (ΔH et ΔS) ont été calculés par le logiciel Origin ITC 200. La concentration de 

SBP1 est de 50 µM et la concentration de Cd
2+ 

est de 2 mM. Les expériences ont été réalisées à 25°C. A : 

Paramètres calculés dans le cas d’un site de liaison au Cd
2+

.Ces paramètres ont été calculés pour quatre 

répétitions notées ITC 1-4 (l’expérience ITC 1 est présentée Figure 29 A). B : Paramètres calculés dans le cas de 

trois sites de liaison au Cd
2+

. Ces paramètres ont été calculés pour quatre répétitions notées ITC 1-4_site 1-3 

(L’expérience ITC 1 est présentée Figure 29 B). 
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(3) La liaison Cd2+/SBP1 implique une forte majorité de résidus soufrés 
 

Afin de caractériser plus précisément les acides aminés impliqués dans la liaison au Cd2+, des 

expériences de rayonnement synchrotron (XANES : absorption des rayons X au voisinage du seuil 

d’absorption; et EXAFS : absorption des rayons X au-delà du seuil d’absorption) ont été réalisées en 

collaboration avec D. Testemale de l’ESRF (European Radiation Synchrotron Facility, Grenoble). Cette 

technique spectroscopique d’absorption des rayons X (technique décrite page 75 à 77) permet de 

caractériser le degré d’oxydation et l’environnement (type et nombre de voisins, distances 

interatomiques) d’un atome donné. Le spectre du Cd2+ lorsque celui-ci est lié à SBP1 a été enregistré 

ainsi que les spectres de différents composés de référence du Cd2+. Ensuite, en comparant le spectre 

de l’élément lié à la protéine avec les spectres de référence, il est possible de déterminer 

l’environnement du Cd2+ dans la protéine. SBP1 a été incubée en présence de métal dans les mêmes 

conditions que lors des expériences de capacité de liaison (ratio Cd2+/SBP1 = 12,5, incubation 

pendant 15 min à 25°C sous une agitation orbitale de 300 tr/min). Les différents étalons choisis ont 

été les suivants : Cd-histidine (liaison du Cd avec des groupements imidazole), Cd-cystéine (liaison du 

Cd avec 4 groupements thiol), Cd-malate (liaison du Cd avec des groupements carboxyles) et Cd-MT 

(liaison du Cd aux cystéines des métallothionéines). Dans ce dernier cas, le Cd est présent sous forme 

de clusters Cd3S9 (domaine ) et Cd4S11 (domaine ), chaque atome de Cd étant lié à 4 S (Chan et 

al., 2005). 

L’analyse des résultats a été réalisée en collaboration avec G. Sarret d’ISTerre (Institut des 

Sciences de la Terre, Grenoble). Le spectre XANES (Figure 30 A) de SBP1 ayant lié du Cd2+ dans des 

conditions similaires à celles des expériences de capacité de liaison est identique au spectre XANES 

des références Cd-MT et Cd-cystéine. La géométrie autour du Cd2+ lié à SBP1 est donc très proche de 

celle du Cd2+ dans les métallothionéines ou en présence de cystéines. De même, la comparaison des 

spectres EXAFS (Figure 30 B) et de sa transformée de Fourier (Figure 30 C) montre que les spectres 

les plus proches de Cd_SBP1 sont ceux de Cd-MT et Cd-Cystéine, ce qui indique que les distances 

interatomiques et le nombre de voisins sont très proches. L’environnement atomique direct de 

chacun des trois atomes de Cd2+ liés à SBP1 semble donc être très majoritairement composé de 

quatre résidus soufrés et les distances interatomiques entre le Cd2+ et les atomes de soufre sont très 

proches de celles observées dans le cas des métallothionéines.  
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Afin d’obtenir des informations supplémentaires sur les paramètres de liaison entre le Cd2+ et 

SBP1, la première couche de coordination a été simulée par une couche de soufre (S) seule, un 

mélange soufre + oxygène (S + O) et un mélange soufre + azote (S + N) (Figure 31, Tableau 10). Les 

résultats confirment que l’environnement direct des atomes de Cd2+ est composé majoritairement 

d’atomes de S, mais ils suggèrent que l’existence d’une contribution provenant d’atomes d’azote (N) 

ou d’oxygène (O) pourrait exister. En effet, les spectres obtenus pour les mélanges Cd-S + Cd-O et Cd-

S + Cd-N  sont plus proches du spectre expérimental que le spectre Cd-S. Les résultats obtenus pour 

Cd-S + Cd-O et Cd-S + Cd-N sont très proches, il n’est donc pas possible de distinguer la contribution 

O de la contribution N. En moyennant le nombre d’atome n de S et de O ou de N présents dans la 

première couronne, il y aurait 3,1 atomes de S et 0,75 atome de O ou de N. Ceci représente donc 80 

% d’atomes de S (3,1/(3,1+0,75)=0,8) et 20 % d’atomes de O ou de N (0,75/(3,1+0,75)=0,2). Si les 3 

sites de liaison au Cd2+ sont isolés et que chacun de ces sites a 4 atomes dans sa sphère de 

coordination, cela fait 12 atomes impliqués dans la coordination du Cd2+. Dans ce cas, il y aurait entre 

9 et 10 ligands soufrés et entre 2 et 3 ligands O ou N impliqués dans la liaison au Cd2+. Les distances 

interatomiques ont pu être calculées et les atomes de S sont situés à 2,51 Å du Cd2+ tandis que les 

atomes de O ou de N sont situés à 2,18 Å. Concernant la nature des acides aminés impliqués dans la 

liaison au Cd2+, les ligands S peuvent correspondre à des cystéines mais aussi à des méthionines 

(Berreau et al., 2000). Les ligands N pourraient être des histidines (groupement imidazole) souvent 

Figure 30 : Spectres XANES (A), EXAFS (B) et transformée de Fourier (C) au seuil K du Cd de quatre références 

et du Cd
2+

 lié à SBP1. Les différents standards utilisés sont les suivants : Cd-MT (Cd lié aux métallothionéines); 

Cd-cystéine : 10 mM Cd(NO3)2, 100 mM cystéine, pH = 3,5; Cd-histidine : 10 mM Cd(NO3)2, 100 mM histidine, 

pH = 5,5; Cd-malate : 10 mM Cd(NO3)2, 100 mM malate, pH = 5,5. L’échantillon Cd_SBP1 a été préparé de la 

façon suivante : 26,8 nmoles de SBP1 (80 µM) ont été incubées avec 335 nmoles de ligand (1 mM) dans un 

volume total de 335 µL (ratio molaire SBP1/ligand = 12,5). Le complexe protéine/ligand été séparé du ligand 

libre par passage sur colonne d’exclusion stérique G25. En sortie de colonne, la quantité de SBP1 est suivie par 

l’absorbance à 280 nm et le Cd
2+ 

est quantifié par ICP-MS (isotope 112 pour le Cd). Le ratio de liaison Cd
2+

/SBP1 

est de 3. L’échantillon analysé contient 100 ppm de Cd
2+

. 

 

A B C 
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atome n R (Å) σ² (Å²) R factor

Cd-S S 3,7 2,5 0,0071 0,022

Cd-S + Cd-N S 3,2 2,5 0,0056 0,0158

N 0,9 2,2 0,0056

Cd-S + Cd-O S 3,0 2,5 0,0053 0,0154

O 0,7 2,2 0,0053

décrites dans la littérature comme un acide aminé impliqué dans les liaisons métalliques. Les ligands 

O pourraient correspondre à des molécules d’H2O. 

Il est intéressant de noter que dans le cas du Cd2+ lié aux métallothionéines, en observant la 

transformée de Fourier, il semblerait qu’il y ait également une contribution de O ou de N. En théorie, 

cette contribution ne devrait pas exister car la liaison au Cd2+ se fait via quatre cystéines. Ceci peut 

être dû à une très faible quantité de Cd2+ non lié aux métallothionéines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Transformées de Fourier obtenue à 

partir du spectre EXAFS du Cd
2+

 lié à SBP1 

(trait plein). Les simulations ont été réalisées 

pour des valeurs de k allant de 3,37 à 11,86 Å
 -1

 

et des valeurs de R allant de 1 à 2,77 Å. Les 

paramètres des différentes simulations de la 

première couche de coordination (traits 

pointillés) sont présentés dans le tableau 10. 

 

Tableau 10 : Paramètres structuraux de la première couche d’atomes liée au Cd
2+

 lorsque le Cd
2+

 est lié à 

SBP1. Les différentes couches testées sont les suivantes : uniquement des atomes de S, mélange d’atomes de S 

et de N, mélange d’atomes de S et de O. n : nombre d’atomes, R : distance interatomique en Å, σ² : facteur de 

Debye-Waller en Å², R-factor : valeur résiduelle entre la modélisation et le spectre expérimental. 
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b) Identification du site de liaison du Se à SBP1 

(1) Le SeO3
2- se lie à SBP1 de façon covalente sous sa forme Se 

   

Afin de confirmer une potentielle liaison covalente entre SBP1 et le Se et d’identifier les 

acides aminés impliqués dans cette liaison, des expériences utilisant la spectrométrie de masse ont 

été menées en collaboration avec S. Kieffer-Jaquinod et A. Kraut de la plateforme EDyP (Etude de la 

Dynamique des Protéomes, Grenoble).  

Afin de confirmer la liaison du Se à SBP1 ainsi que le ratio de liaison, une analyse ES-MS 

(Spectrométrie de Masse ElectroSpray) sur protéine entière a été réalisée sur l’apoprotéine SBP1 

(Figure 32 I) et sur la protéine SBP1 ayant été incubée en présence SeO3
2- pendant 15 min à 25°C sous 

une agitation orbitale de 300 tr/min (le complexe SBP1-Se a été séparé du métal libre sur une 

colonne d’exclusion stérique) (Figure 32 II). Le spectre obtenu montre que pour les différents 

rapports m/z de la protéine ayant été incubée en présence de SeO3
2-, un adduit est observé (Figure 

32 A et B). La déconvolution des spectres (Figure 32 A’ et B’) montre que la masse moyenne de cet 

adduit est de 77 Da, pouvant correspondre à un adduit de Se de masse moyenne 79 Da moins la 

masse de deux atomes d’hydrogène. L’analyse sur protéine entière suggère qu’il y a un gain de 

masse d’un atome de Se par protéine SBP1 et que la liaison SBP1-Se entraîne la réduction du SeO3
2-. 

Le spectre déconvolué de la protéine SBP1 incubée en présence de SeO3
2- met en évidence 

l’existence de deux espèces en solution : SBP1 sous sa forme apoprotéique et SBP1 ayant lié du Se. La 

deuxième forme de SBP1 est très largement majoritaire, ce qui confirme les résultats obtenus lors de 

l’analyse de la capacité de liaison de SBP1 à lier de façon covalente du Se avec un ratio Se/SBP1 

proche de 1. 
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Figure 32 : Identification d’un adduit de 77 Da sur SBP1 lorsque celle-ci est incubée en présence de 

SeO3
2-

. Profil d’élution lorsque SBP1 n’a pas lié (I) ou a lié du SeO3
2- 

 (II). Le complexe SBP1-Se a été 

préparé de la façon suivante : deux nmoles de SBP1 (80 µM) ont été incubées avec 25 nmoles de SeO3
2-

 

(1 mM) dans un volume total de 25 µL (ratio molaire SeO3
2-

/SBP1 = 12,5), le complexe protéine/SeO3
2-

 

été séparé du SeO3
2-

 libre  par passage sur colonne d’exclusion stérique G25, puis, en sortie de colonne, 

la quantité de SBP1 est suivie par l’absorbance à 280 nm. La fraction la plus riche en SBP1 est analysée 

par spectrométrie de masse ES/MS. A et B : profils de distributions de charges. A’ et B’ : Spectres 

déconvolués de A et B. A’ : La masse moyenne attendue est de 54,185 kDa, la masse obtenue est de 

54,179 kDa, le pic déconvolué correspond donc à SBP1. B’ : Deux pics sont observés. Le pic à 54,195 

kDa correspond à SBP1 et le pic fortement majoritaire à 54,273 kDa correspond à SBP1 + Se.  
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(2) Le peptide impliqué dans la liaison au Se contient le motif C21-C22 

 

Ensuite, afin de cibler au mieux la zone de la séquence au niveau de laquelle se fait la liaison 

au Se, une analyse par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) a été menée. Cette technique a 

permis d’identifier, après digestion de la protéine à la chymotrypsine, un peptide qui, en présence de 

SeO3
2-, présentait différents gains de masse correspondant aux différentes masses mono-isotopiques 

du Se (Figure 33). Ce peptide va du premier au vingt-quatrième acide aminé de la protéine (M1-Y24) et 

contient deux cystéines : la cystéine 21 et la cystéine 22 pouvant potentiellement être impliquées 

dans une liaison covalente avec le Se. Le profil d’élution en LC/MS (Chromatographie Liquide / 

Spectrométrie de Masse) de ce peptide montre que celui-ci est présent sous deux formes 

différentes : une forme normale et une forme déamidée. En effet, il est courant d’observer une 

déamidation partielle des résidus asparagine lorsqu’ils se trouvent situés directement avant une 

glycine (Hao et al., 2011), ce qui est le cas pour SBP1 (N15-G16). Cette modification entraine un 

incrément de masse de +0,98 Da (correspondant à la substitution NH3/H2O). Les massifs isotopiques 

expérimentaux (Figure 33 B et C) et théoriques (Figure 33 B’ et C’) de ce peptide déamidé ou non 

sont identiques. Dans le cas de la protéine incubée en présence de SeO3
2- et pour une masse 

monoisotopique de 79,9 Da qui est l’espèce majoritaire, deux gains de masse différents sont 

observés (77,9 Da et 78,9 Da). Le gain de masse de 77,9 Da correspond au cas du peptide non 

déamidé pour lequel il y a un atome de Se lié et une perte de 2 hydrogènes (77,9 Da = 79,9 Da (+Se) -

2 Da (-2H)). Dans le cas du peptide déamidé, l’incrément de masse est de 0,98 Da par rapport au 

peptide non déamidé, le gain de 77,9 Da correspond donc également au gain d’un atome de Se et à 

une perte de 2 hydrogènes (78,9 Da = 79,9 Da (+Se) -2 Da (-2H) + 0,98 Da (-N/+O,-H dû à la 

déamidation). Ceci est confirmé par la comparaison entre les massifs isotopiques expérimentaux 

(Figure 33 C et D) et théoriques (Figure 33 C’ et D’) du peptide M1-Y24 deamidé ou non. 

Le spectre de masse MS/MS réalisé en basse résolution ne permet pas d’identifier 

formellement les acides aminés impliqués dans la liaison avec l’atome de Se. Par contre la masse 

exacte du peptide, le profil isotopique ainsi que la perte de 2H sont assez d’arguments pour laisser 

penser que la liaison du Se sur la protéine se fait bien sur les deux cystéines 21 et 22. 
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Figure 33 : Identification d’un adduit de la masse du Se sur le peptide M
1
-Y

24  
de SBP1 lorsque celle-ci est 

incubée en présence de SeO3
2-

. A et D : Profil d’élution du peptide M
1
-Y

24
  lorsque SBP1 n’a pas lié (I) ou a lié 

(II) du SeO3
2-

. Le complexe SBP1-Se a été préparé de la façon suivante : deux nmoles de SBP1 (80 µM) ont été 

incubées avec 25 nmoles de SeO3
2-

 (1 mM) dans un volume total de 25 µL (ratio molaire SeO3
2-

/SBP1 = 12,5), le 

complexe protéine/ SeO3
2-

 a été séparé du SeO3
2-

 libre par passage sur colonne d’exclusion stérique G25, puis, 

en sortie de colonne, la quantité de SBP1 est suivie par l’absorbance à 280 nm. La fraction la plus riche en SBP1 

est analysée par spectrométrie de masse MS/MS . A : Le pic à 20 min correspond  au peptide M
1
-Y

24  
et les 2 pics 

à 20,71 min et 20,94 min correspondent au peptide déamidé. La déamidation de l’asparagine N
15 

est un 

phénomène courant lorsque celle-ci est suivie d’une glycine. D : Le pic à 21,14 min correspond au 

chromatogramme d’ion du  peptide M
1
-Y

24  
et le pic à 22,04 min correspond à celui du  peptide déamidé. Massif 

isotopique du spectre m/z  du peptide M
1
-Y

24
 de SBP1 n’ayant pas  lié (I) et ayant lié (II) SeO3

2-
. B et E : SBP1 

non déamidée. B’ et E’ : massifs isotopiques théoriques (pour z=3). C et F : SBP1 déamidée C’ et F’ : massifs 

théoriques (pour z=3). 

 

(3) La liaison SBP1/Se est de type R-S-Se-S-R 
 

Afin de valider l’hypothèse d’une liaison de type R-S-Se-S-R, des analyses spectroscopiques 

d’absorption par rayon X utilisant le rayonnement synchrotron ont été réalisées.  Dans le cas de SBP1 

ayant été incubée en présence de SeO3
2-, différents standards ont été utilisés afin de caractériser la 

liaison SBP1-Se. Ces standards sont le sélénodiglutathion SediGSH (liaison de type R-S-Se-S-R, les 

soufres proviennent de cystéines), le sulfure de sélénium SeS2 (liaison de type S-Se-S dans une 

structure minérale), le sélénite de sodium SeO3
2- (forme chimique initiale du Se lorsqu’il est mis en 

contact avec SBP1 lors des expériences de capacité de liaison), la séléno-méthylcystéine (liaison de 

type C-Se-C, le Se est incorporé dans une chaine aliphatique) et le sélénium élémentaire Se(0) (le Se 

ne possède aucun atome coordiné).   

Le spectre XANES de SBP1 ayant été incubée en présence de SeO3
2- dans des conditions 

similaires à celles des expériences de capacité de liaison (incubation pendant 15min à 25°C sous une 

agitation orbitale de 300 tr/min, le ratio de liaison Se/SBP1 = 1  a été vérifié après séparation du 

complexe SBP1/SeO3
2- du SeO3

2- non lié) ne correspond pas au spectre du SeO3
2-. Ceci confirme le 

résultat obtenu en spectrométrie de masse, c’est-à-dire que le degré d’oxydation du Se a été 

modifié. Le maximum d’absorbance du spectre XANES, appelé raie blanche, s’est décalé vers une plus 

basse énergie. Ce phénomène est caractéristique d’une réduction du SeO3
2-. Le spectre de la protéine 

ayant été incubée en présence de SeO3
2- (spectre Se_SBP1) correspond au spectre XANES du 

sélénodiglutathion (Figure 34). Les spectres du sulfure de sélénium et de la sélénométhylcystéine ne 

sont pas similaires à ceux de SBP1. En effet, en réalisant une combinaison linéaire à une seule 

composante avec le sélénodiglutathion, le facteur R (valeur résiduelle entre la simulation et le 

spectre expérimental) est de 0,000676. En réalisant des combinaisons linéaires permettant 

d’apporter la contribution du SeO3
2-, du SeS2, de la séléno-méthylcystéine ou du Se0, le facteur R 
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n’est pas significativement amélioré, la simulation n’est donc pas meilleure en présence de ces 

autres composés. La liaison au Se se fait vraisemblablement de la même façon que dans le cas du 

SediGSH, c’est-à-dire via deux soufres provenant de cystéines (liaison de type R-S-Se-S-R). Le peptide 

identifié en spectrométrie de masse (Figure 33) impliqué dans la liaison d’un atome de Se possède 

deux cystéines (cystéines 21 et 22). Cette liaison entraîne également la perte de deux hydrogènes au 

niveau de ce peptide, ce qui confirme l’implication de deux cystéines. La liaison du Se à SBP1 est donc 

une liaison covalente impliquant l’atome de S de chacune des cystéines 21 et 22 pour former une 

liaison R-S-Se-S-R. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. Discussion 
 

 Chez Arabidopsis thaliana, la surexpression de SBP1 augmente la tolérance au Cd2+ et SBP1 

est capable de lier du Cd2+ avec un ratio Cd2+/SBP1 de 3 (Dutilleul et al., 2008). Cette protéine 

apparait donc comme un acteur potentiel dans la détoxication du Cd2+ via ses propriétés de chélation 

à ce métal. De plus, l’analyse de la séquence primaire de SBP1 et sa comparaison avec la séquence 

des SBPs d’autres organismes, particulièrement les organismes photosynthétiques, met en évidence 

la conservation d’acides aminés (cystéines et histidines) impliqués dans des sites de liaison potentiels 

aux métaux. Chez les mammifères, SBP1 a été caractérisée en tant que protéine capable de lier le Se 

sans que celui-ci soit incorporé au niveau acides aminés tels que la sélénocystéine et la 

sélénométhionine. Cette liaison au Se est donc un évènement post-traductionnel. L’ensemble de ces 

données bibliographiques suggère que SBP1 est impliquée dans la liaison à différents ligands.  

Figure 34 : Spectres XANES au seuil K du Se de 5 

standards et du Se lié à SBP1. Les différents standards 

utilisés sont les suivants : Na selenite : 29 mM SeO3
2-

; C-

Se-C : 27 mM Séléno-méthylcystéine; SeS2 (mineral) : 35 

mM SeS2 ; S-Se-S : 10 mM selenodiglutathion (Se di 

GSH) ; Gray Se (0) : 79 mM Se Gris. Se_SBP1 : 107 

nmoles de SBP1 (80 µM) ont été incubées avec 1338 

nmoles de ligand (1 mM) dans un volume total de 1338 

µL (ratio molaire SBP1/ligand = 12,5). Le complexe 

protéine/ligand été séparé du ligand libre  par passage 

sur colonne d’exclusion stérique G25. En sortie de 

colonne, la quantité de SBP1 est suivie par l’absorbance 

à 280 nm et le sélénium est quantifié par ICP-MS 

(isotope 77 pour le Se). Le ratio de liaison Se/SBP1 est 

de 1. L’échantillon analysé contient 1,16 mM SBP1 et 

1,16 mM Se. La quantité finale de Se est de 100 ppm. 
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 Analyse globale des capacités de liaison de différents ligands à SBP1 

 Afin de déterminer si SBP1 est capable de lier ou non d’autres ligands, en particulier des 

métaux et le Se, un criblage permettant de déterminer si les ligands stabilisent SBP1 a été réalisé. Le 

principe physique de ce criblage, c’est-à-dire l’analyse de la thermostabilité par fluorescence, a été 

utilisé par l’équipe de S. Giulani (Giuliani et al., 2011) pour cribler différents ligands (métaux, 

composés aromatiques, lipides, acides aminés, phosphate, urée et polyamide) capables ou non de se 

lier à différents transporteurs ABC chez Rhodopseudomonas palustris. Dans le cas de SBP1, les ligands 

capables de stabiliser la protéine sont le Cd2+, le Zn2+, le Ni2+, le Cu2+, le Co2+ et le SeO3
2-. Il est 

intéressant de noter que le Zn2+ est le ligand qui entraine la plus forte augmentation de Tm, ceci 

pourra être utilisé ultérieurement lors du choix des conditions de cristallisation de la protéine SBP1. 

Des expériences de capacité de liaison ont montré que le Se se lie à SBP1 avec un ratio molaire 

Se/SBP1 de 1 et que le Cd2+, le Zn2+ et le Ni2+ se lient à SBP1 avec un ratio molaire de liaison 

métal/SBP1 de 3. Chez Arabidopsis thaliana, SBP1 possède donc la même propriété que chez les 

mammifères, c’est-à-dire la capacité à lier du Se lorsque celui-ci est initialement sous la forme 

chimique SeO3
2- (Bansal et al., 1990). Il est intéressant de noter que chez les mammifères, le ratio de 

liaison Se/SBP1 n’est pas décrit dans la littérature. Le Cd2+, le Zn2+ et le Ni2+ se lient à SBP1 avec un 

ratio métal/SBP1 identique. Ces trois métaux étant divalents, on peut se demander si les sites de 

liaisons sont identiques. Concernant leur géométrie de coordination, une étude a été réalisée en 

1998 (Rulisek et al., 1998) sur 100 métalloprotéines et 3000 petites molécules contenant des métaux 

de transition issus de la Protein Data Bank et du Cambridge Structural Database. Les résultats ont 

montré que le Zn2+ se coordonnait préférentiellement de façon tétrahédrale tandis que le Ni2+ se 

coordonnait plutôt de façon octahédrale. Le Cd2+ peut se coordonner aussi bien de manière 

tétrahédrale qu’octaédrale. Un des phénomènes connu de la toxicité du Cd2+ vient du fait qu’il puisse 

se substituer à la place de Zn2+ (Moulis, 2010) et rentrer via les transporteurs de métaux divalents 

notamment ceux du Zn2+ (Oomen et al., 2009). Ceci renforce l’hypothèse de sites de liaison 

identiques pour le Cd2+ et le Zn2+ tous deux capables de se coordonner tétrahédralement. Concernant 

le Ni2+, la différence observée au niveau de la symétrie de coordination laisse penser que les sites de 

liaison ne seraient pas les mêmes.   

Afin de caractériser plus précisément la liaison de SBP1 aux différents ligands étudiés 

précédemment, nous nous sommes focalisés sur le Cd2+et le SeO3
2-, éléments toxiques chez la plante. 
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La liaison Cd-SBP1 est une réaction spontanée qui fait intervenir une forte majorité de 

résidus soufrés 

Le ratio molaire de liaison Cd2+/SBP1 de 3 a été publié (Dutilleul et al., 2008) et confirmé dans 

cette étude par des analyses de fluorescence. Les expériences de microcalorimétrie ont montré que 

la liaison SBP1-Cd était spontanée et thermodynamiquement favorable. L’utilisation de la 

fluorescence a permis de déterminer que le Cd2+ a un KD de 2,2×10-7 M ± 0,7×10-7 M pour SBP1. Un KD 

supérieur ou de l’ordre du micomolaire correspond à une interaction « accidentelle » (Xiao et al., 

2010).  En effet, en règle générale, les interactions métal/protéines dans le cas des métalloprotéines 

et métalloenzymes spécifiques ont une affinité de l’ordre ou inférieure à 10-7 M. Parmi les 

métalloprotéines spécifiques chez Arabidopsis thaliana figurent les transporteurs métalliques de la 

famille HMA (Heavy Metal ATPase) qui possèdent un domaine de liaison métallique en N terminal. 

Par exemple, les transporteurs HMA2 et HMA4 situés dans les cellules péricycliques racinaires et 

impliqués dans le transport du Zn2+ vers les parties aériennes de la plante (Hussain et al., 2004; 

Sinclair et al., 2007) ont un motif CC-X2-E en N terminal impliqué dans la liaison au Zn2+ (Eren et al., 

2007). L’affinité de ces sites de liaison pour le Zn2+ est de l’ordre du nanomolaire dans le cas des deux 

transporteurs (Zimmermann et al., 2009). Dans le cas de HMA4, il est intéressant de noter que 

l’affinité pour le Cd2+ a été caractérisée et celle-ci est de 3,5×10-11 M, ce qui est plus élevé que pour le 

Zn2+ (Zimmermann et al., 2009). Il existe des cas de métalloprotéines où l’affinité pour un ligand peut 

être plus faible, c’est-à-dire de l’ordre de 1×10-6 à 100×10-6 M. Par exemple, la protéine CopK 

impliquée dans la résistance au Cu chez Cupriavidus metallidurans, est capable de lier le Cu2+ avec un 

KD supérieur ou égal au micromolaire lorsque elle sous forme dimérique. L’affinité du site de liaison 

peut être augmentée (de l’ordre du picomolaire) si CopK lie dans un premier temps le Cu+. En effet, 

cette liaison entraîne la dissociation du monomère et le site de liaison au Cu2+ a alors une meilleure 

affinité pour son ligand (Chong et al., 2009). Dans le cas de SBP1, l’affinité de la liaison du Cd2+ étant 

de 2,2×10-7 M, la liaison semble « non accidentelle ». Malgré cela, l’affinité de la liaison ne semble 

pas très élevée car supérieure à 100 nM. Il se pourrait que cette affinité soit meilleure si SBP1 est 

sous une autre conformation (liaison d’un autre ligand, liaison d’un partenaire protéique, 

modification du degré d’oligomérisation), ce qui pourrait très bien être le cas dans la cellule. 

L’utilisation de différentes techniques complémentaires a mis en évidence que la liaison 

SBP1-Cd2+ faisait intervenir une forte majorité de résidus soufrés. En effet, les expériences de 

microcalorimétrie ont montré que la liaison faisait intervenir des résidus polaires tels que les 

cystéines. Les spectres XANES et EXAFS ainsi que la transformée de Fourier obtenus dans le cas du 

Cd2+ lié à SBP1 montrent que l’environnement proche des trois atomes de Cd2+ est composé à 80 % 

d’atomes de S et 20 % d’atomes de O/N. La majorité des acides aminés les plus proches de SBP1 
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semblent donc être des cystéines et/ou des méthionines. Les liaisons Cd2+-Cystéines ont déjà été 

décrites à plusieurs reprises dans la littérature. Tout d’abord, dans le cas des protéines impliquées 

dans la détoxication du Cd2+, c’est-à-dire les métallothionéines (Sutherland et al., 2011) et les 

phytochélatines (Pal et al., 2010), les acides aminés impliqués dans la liaison sont des cystéines. Une 

analyse des différents sites de liaison impliqués dans la liaison au Cd2+ a été menée en 2012 (Jesu 

Jaya Sudan et al., 2012). Pour cela, 195 structures de protéines auxquelles du Cd2+ est lié ont été 

sélectionnées. Ces protéines proviennent de la Protein Data Bank et leur structure a été obtenue par 

diffraction des rayons X. Les analyses bioinformatiques réalisées montrent que les acides aminés 

dominant dans les sites de liaison au Cd2+ sont  effectivement des cystéines.  

L’utilisation de la microcalorimétrie a permis de montrer que la liaison est contrôlée par le 

facteur enthalpique (formation de liaisons hydrogènes et d’interactions de Van Der Waals). La 

contribution du facteur entropique est faible donc négligeable. Une entropie favorable est 

caractérisée par des interactions hydrophobiques et une désolvatation du site de liaison. Cette 

entropie peut être négligeable mais peut également compenser une enthalpie favorable (Palencia et 

al., 2004). Ce phénomène est décrit dans le cas de l’interaction entre le domaine SH3 (Src Homology 

3 region) de la tyrosine kinase Abl et le peptide p41 riche en prolines (Palencia et al., 2010). Dans 

notre cas, l’enthalpie favorable n’étant pas compensée par l’entropie défavorable, il semblerait qu’il 

n’y ait pas de molécule d’eau à l’interface ligand/protéine.  

 La liaison Cd2+-SBP1 ne fait pas varier le nombre de cystéines réduites accessibles de SBP1. Il 

a été montré dans la littérature que les liaisons au Cd2+ faisant intervenir des cystéines pouvaient, en 

fonction des acides aminés impliqués dans la liaison, être plus ou moins fortes (Satofuka et al., 2001). 

En effet, une étude réalisée sur des peptides proches des phytochélatines (peptides (γ-Glu-Cys)n-Gly 

pour lesquelles le glutamate a été muté en aspartate, lysine, sérine, glycine ou glutamine) a montré 

que dans le cas où la coordination du Cd2+ impliquait des groupements carboxyliques COOH 

(glutamate et aspartate) en plus des cystéines, la liaison au Cd2+ était plus forte (les groupements SH 

ne peuvent être dosés par le réactif d’Ellmann en présence de Cd2+) que dans le cas de liaisons 

impliquant d’autres résidus comme la lysine, la sérine, la glycine ou la glutamine (les groupements SH 

sont dosés en présence de Cd2+ par le réactif d’Ellmann car celui-ci déplace le Cd2+ des sites de 

liaison). Les analyses de dichroïsme circulaire ont mis en évidence une implication des cystéines dans 

la liaison du Cd2+ à SBP1 et les analyses de microcalorimétrie ont montré que la liaison Cd2+-SBP1 

faisait intervenir des résidus polaires tels que les cystéines. Il semblerait donc que la liaison avec les 

trois atomes de Cd2+ fasse intervenir des cystéines et qu’il n’y ait pas de groupements carboxyles au 

niveau des sites de liaison. 
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Les  acides aminés qui se retrouvent le plus souvent au niveau des sites de liaison avec les 

cystéines sont les histidines, les aspartates et les glutamates. Les dosages avec le réactif d’Ellmann 

suggèrent que l’aspartate et le glutamate ne peuvent être impliqués dans la liaison au Cd2+, il 

semblerait donc que la contribution des atomes d’oxygène ou d’azote dans le cas de SBP1 soit due à 

des histidines. Ce profil de liaison a déjà été décrit dans le cas de l’anhydrase carbonique chez 

Thalassiosira weissflogii. Il a été montré par des analyses XANES que la liaison au Cd2+ était 

probablement une structure tétrahédrale impliquant au moins deux résidus soufrés et une histidine 

(Lane et al., 2005). 

La Liaison SBP1-Se est une liaison de type R-S-Se-S-R faisant intervenir les cystéines 21 et 22 

Afin de caractériser la liaison Se-SBP1, différentes techniques complémentaires ont été 

utilisées. Le dosage des cystéines réduites et accessibles ainsi que l’obtention du spectre de 

dichroïsme circulaire dans l’UV lointain de SBP1 ayant été incubée ou non en présence de SeO3
2- met 

en évidence l’implication de deux cystéines dans la liaison Se-SBP1. Afin d’identifier plus précisément 

les cystéines impliquées dans cette liaison, des analyses de spectrométrie de masse sur protéine 

entière et digérée ainsi que des expériences de spectroscopie d’absorption des rayons X (XANES) ont 

été utilisées. La spectroscopie d’absorption des rayons X a déjà été utilisée par plusieurs équipes afin 

de caractériser l’environnement d’un atome donné dans une protéine. Ainsi,  les sites de liaison au 

cobalt du domaine périplasmique de la protéine CnrX (senseur de métaux) de Cupriavidus 

metallidurans CH34 (Trepreau et al., 2011) ont été caractérisés par EXAFS. Cette même technique, 

complémentée par des analyses XANES, a été utilisée pour étudier le site de liaison du Cu(I) et du 

Cu(II) chez la protéine du prion chez l’homme (Hao et al., 2011). Dans le cas de la protéine sauvage 

du prion, le degré d’oxydation du Cu (I ou II) ne modifie pas la structure du site de liaison tandis que 

dans le cas du mutant pathologique, la coordination du Cu est modifiée en fonction de son degré 

d’oxydation. Dans le cas de SBP1, une liaison covalente de type R-S-Se-S-R impliquant les cystéines 21 

et 22 a été mis en évidence. Chez l’homme, il a été suggéré que la liaison au Se se faisait via la 

cystéine 59 uniquement (Raucci et al., 2011). Cette identification a été réalisée d’après la 

modélisation de la structure et un dosage des cystéines réduites accessibles. La cystéine 59 n’est pas 

conservée chez la souris et chez les trois isoformes de SBPs chez Arabidopsis thaliana, or la liaison du 

Se à SBP1 a été identifiée chez la souris et cette liaison existe chez Arabidopsis thaliana. Les cystéines 

21 et 22 ne sont pas présentent chez l’homme et la souris sous la forme du motif CC mais sous la 

forme d’un motif C-X2-C (Figure 15 page 50-51), connu pour son implication potentielle dans la liaison 

à différents ligands. L’hypothèse d’une liaison au Se impliquant les cystéines du motif C-X2-C dans le 

cas de la protéine SBP1 chez l’homme (et la souris) apparaît donc plus probable qu’une liaison faisant 

intervenir seulement la cystéine 59. Les analyses de spectrométrie de masse ainsi que le XANES 
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montrent que lors de l’incubation de SBP1 en présence de SeO3
2-, le Se est réduit et se retrouve sous 

le forme R-S-Se-S-R. Ceci suggère que SBP1 est capable de réduire le SeO3
2- et pourrait donc avoir 

une activité catalytique.  

Conclusion 

Chez Arabidopsis thaliana, SBP1 est capable de lié le Cd2+, mais également le Zn2+, le Ni2+ et le 

SeO3
2-. Le Cd2+ et le SeO3

2- ont été choisis comme modèles pour caractériser les capacités de liaison 

de SBP1 ainsi que pour identifier les sites de liaison. Concernant le Cd2+, la liaison est spontanée et le 

KD est inférieur au micromolaire, ce qui suggère que cette liaison pourrait être physiologique lorsque 

le Cd2+ est présent dans la cellule. Les acides aminés principalement impliqués dans la liaison au Cd2+ 

sont les acides aminés soufrés (cystéines et méthionines) avec une contribution provenant très 

probablement d’histidines. La liaison Cd2+-SBP1 est donc assez proche de la liaison du Cd2+ aux 

phytochélatines et aux métallothionéines. Ceci confirme donc un rôle potentiel de SBP1 dans la 

détoxication des composés toxiques via ses propriétés de chélations. La liaison au SeO3
2- est 

covalente et se fait au niveau des cystéines 21 et 22 via une liaison R-S-Se-S-R. SBP1 apparaît comme 

une protéine capable de réduire le SeO3
2-. Des expériences complémentaires devront être menées 

afin de caractériser cette activité catalytique potentielle. SBP1 semble donc être une protéine 

impliquée dans la détoxication du SeO3
2-. 
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V. CHAPITRE 2 : Etude de la structure 

tridimensionnelle de la protéine 

« Selenium Binding Protein 1 » (SBP1) 

d’Arabidopsis thaliana 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 2 

114 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 2 

115 
 

A. Etude structurale de la protéine SBP1 chez Arabidopsis thaliana 

1. SBP1 : une protéine de la famille des béta-propeller 

a) Structure de SBP1 chez l’organisme Sulfolobus tokodaii 
  

 Actuellement, la structure tridimensionnelle de SBP1 chez Arabidopsis thaliana ainsi que chez 

les autres organismes photosynthétiques et les mammifères n’a pas été résolue. Des analyses de 

génomique structurale (Yamada et al., 2007, non publié) ont permis d’obtenir la structure par rayons 

X de SBP1 sous sa forme apoprotéique chez l’archée Sulfolobus tokodaii. Cette structure est 

disponible sur la Protein Data Bank (PDB) sous la référence « 2ece ». La totalité de la structure de la 

protéine n’a pas été résolue par rayons X, il manque les sept premiers acides aminés. Le pourcentage 

d’identité entre SBP1 chez Arabidopsis thaliana (At_SBP1) et Sulfolobus tokodaii  (St_SBP1) est de 41 

%. St_SBP1 est une protéine globulaire de type béta-propeller (ou hélices d’avion), ce qui signifie 

qu’elle est constituée de feuillets de brins béta antiparallèles reliés par des hélices alpha autour d’un 

tunnel central (ou cœur) (Figure 35). Chez beaucoup de protéines ayant une structure de type béta-

propeller, le cœur joue un rôle essentiel dans la fonction de la protéine (Pons et al., 2003). 

 

 

 

 

 

Dans le cas de SBP1 chez Sulfolobus tokodaii, l’observation du tunnel central (Figure 36 A) 

met en évidence l’existence d’un potentiel site actif contenant quatre histidines (H81, H82, H148 et H452) 

Figure 35 : Structure tridimensionnelle obtenue par rayons X de SBP1 chez Sulfolobus tokodaii. Cette structure 

a été obtenue par génomique structurale (PDB : 2ece). La flèche représente une rotation de 90°. 
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ainsi qu’une tyrosine (Y191) (Figure 36 B). L’histidine 148 fait partie du motif H148-X2-H
151, connu pour 

son implication dans la liaison aux métaux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Modélisation de la structure tridimensionnelle de SBP1 chez 

Arabidopsis thaliana 
 

 La structure tridimensionnelle de St_SBP1 a été modélisée grâce au logiciel MODELLER 

d’après la structure obtenue par rayons X de At_SBP1. La modélisation de At_SBP1 commence à Y29 

(début de la structure de la PDB : 2ece) et montre que chez Arabidopsis thaliana, SBP1 est également 

un beta-propeller (Figure 37). Les logiciels (DSC, DPM, GOR I, GOR III, GOR IV, HNV, SIMPA96, PHD, 

PREDATOR et SOMP) de prédictions de structures secondaires prédisent que la partie N-terminale 

allant de M1 à Y29 de At_SBP1 n’est pas repliée sous forme d’hélice alpha, de feuillet béta ou de 

boucle. Elle apparait donc comme désordonnée, ce qui rend impossible la prédiction de sa position 

au niveau tridimensionnel. 

Figure 36 : Identification d’un  potentiel site actif de SBP1 chez Sulfolobus tokodaii (St_SBP1). A: 

Représentation de St_SBP1 et des acides aminés présents au niveau du tunnel central. B : Agrandissement du 

tunnel central de St_SBP1 permettant d’identifier les acides aminés situés au centre de St_SBP1. 

 

A B 
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Le tunnel (ou cavité centrale) apparaît également comme un potentiel site actif et la nature 

des acides aminés présents au niveau de ce site est identique à celle des acides aminés observés 

dans le cas de SBP1 chez Sulfolobus tokodaii (Figure 38 A). D’après la modélisation, le cœur de SBP1 

chez Arabidopsis thaliana possède également quatre histidines (H90, H91, H154 et H475) qui pourraient 

former un site actif potentiel (Figure 38 B). Ce site pourrait impliquer la tyrosine 205 (Y205). Il est 

intéressant de noter que H154 forme avec une autre histidine (H157) le motif HTAH, motif du type H-X2-

H, connu pour son implication dans la liaison aux métaux. L’homologie entre le cœur de SBP1 dans le 

cas de la protéine résolue par rayons X chez Sulfolobus tokodaii et la modélisation de SBP1 chez 

Arabidopsis thaliana suggère que le cœur de la protéine pourrait avoir un rôle essentiel dans la 

fonction de SBP1.  

 

 

 

 

 

Figure 37 : Modélisation de At_SBP1. La structure de At_SBP1 a été modélisée grâce au logiciel MODELLER à 

partir de la structure tridimensionnelle (obtenue par génomique structurale) de l’hypothétique SBP1 (St_SBP1) 

de Sulfolobus  tokodaii (41 % d’identité). La flèche représente une rotation à 90°. 
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2. Dosage des cystéines réduites et identification d’un potentiel pont 

disulfure 
 

Les cystéines sont des résidus qui apparaissent important dans la capacité du Cd2+ et du Se à 

se lier à SBP1. De plus, les cystéines peuvent être impliquées dans la formation de ponts disulfures 

connus en tant qu’acteurs dans le contrôle des réactions d’oxydo-réduction ainsi que pour leur rôle 

structural. Afin d’obtenir des informations sur le nombre de cystéines potentiellement réactives ainsi 

que sur la structure tridimensionnelle de SBP1 chez Arabidopsis thaliana, les cystéines réduites 

accessibles ont été dosées en conditions natives et non natives (urée 8M) avec le réactif d’Ellmann 

(technique décrite page 70). SBP1 possède 7 cystéines. La quantification (Figure 39) montre que la 

protéine native a quatre cystéines réduites accessibles. Si SBP1 est dénaturée avec de l’urée (8M), 

cinq cystéines réduites accessibles sont dosées (p < 0,001), il y a donc une cystéine réduite non 

accessible enfouie dans la structure. Ces résultats suggèrent que deux cystéines sont sous forme 

oxydée, il y a donc potentiellement un pont disulfure. 

 

 

 

Figure 38 : Identification d’un  potentiel site actif de SBP1 chez Arabidopsis thaliana (At_SBP1). A : 

Représentation de At_SBP1 et des acides aminés présents au niveau du tunnel central observé lors de la 

modélisation de la structure de At_SBP1. B : Agrandissement du tunnel central de SBP1 permettant d’identifier 

les acides aminés situés au centre de At_SBP1. 
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D’après l’observation de la simulation de la structure de At_SBP1, les cystéines impliquées 

dans un pont disulfure seraient les cystéines 97 et 158 (le même pont disulfure est retrouvé dans la 

structure de St_SBP1) et la cystéine réduite non accessible serait la cystéine 168. Les cystéines 21 et 

22 ne sont pas sur le modèle mais elles sont présentes sur la partie N terminale prédite comme non 

repliée, ce qui suggère qu’elles sont accessibles. Les cystéines réduites accessibles seraient donc les 

cystéines 21, 22, 100 et 485. Il a été montré dans le chapitre 1 que la liaison du Cd2+ à SBP1 impliquait 

une majorité de résidus soufrés tels que les cystéines. Les cystéines 21, 22, 100 et 485 apparaissant 

donc comme des candidates potentielles impliquées dans la liaison des 3 atomes de Cd2+. Les 

vecteurs permettant la production des protéines GST-SBP1-C21S, GST-SBP1-C22S, GST-SBP1-C100S et 

GST-SBP1-C485S, c’est-à-dire des protéines pour lesquelles les cystéines ont été remplacées par des 

sérines, ont donc été générés. L’objectif est maintenant de produire ces protéines, de vérifier, à 

l’aide de la thermostabilité par fluorescence, que les mutations n’affectent pas leur stabilité, puis des 

réaliser des analyses de capacité de liaison au Cd2+. 

3. Importance du tunnel central de SBP1 
 

Le tunnel central de SBP1 est constitué de 4 histidines et des analyses par spectroscopie 

d’absorption des rayons X ont montré que 2 ou 3 histidines pouvaient potentiellement être 

impliquées dans la liaison au Cd2+ (Chapitre 1). Il a donc été décidé de produire les protéines 

mutantes GST-SBP1 pour lesquelles les histidines H90, H91, H154, H157 et H475 ont été mutées en alanine 

afin de réaliser des tests de capacité de liaison du Cd2+. Des expériences de mutagénèse dirigée ont 

permis de produire les vecteurs codant pour les protéines mutantes suivantes : GST-SBP1-H90.91A, 

* Figure 39 : Quantification du nombre de  

cystéines réduites accessibles sur la protéine 

SBP1. La concentration de cystéines réduites est 

dosée avec le réactif d’Ellmann en conditions 

native et non natives (urée 8M). La concentration 

de SBP1 est de 8 µM. Le nombre de cystéines 

réduites obtenu correspond à la moyenne obtenue 

pour 6 expériences indépendantes. L’étoile montre 

une différence significative évaluée par un test de 

student (p < 0,001) entre le dosage effectué sur la 

protéine native et en présence d’urée 8M. 
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GST-SBP1-H154A, GST-SBP1-H157A et GST-SBP1-H475A. Les différentes protéines chimériques GST-

SBP1, GST-SBP1-H90.91A, GST-SBP1-H154A, GST-SBP1-H157A et GST-SBP1-H475A (SBP1 sauvage ou 

mutée couplée à la Glutathione-S-Transférase, GST) ont été surexprimées chez la souche Rosetta 2 

thermocompétente d’E. coli  par transformation avec les vecteurs PGEX-3X-SBP1, PGEX-3X-SBP1-

H90.91A, PGEX-3X-SBP1-H154A, PGEX-3X-SBP1-H157A et PGEX-3X-SBP1-H475A. Les différentes 

protéines, présentes dans la fraction soluble, ont été purifiées par affinité sur colonne de glutathion 

(GSH)-sépharose. Ces protéines ont ensuite été éluées par compétition avec une solution de Tris 50 

mM GSH 10 mM pH 8,0 puis déposées sur une colonne de chromatographie d’exclusion stérique 

PD10 afin de se séparer du GSH. L’étiquette GST a été conservée en raison du caractère onéreux de 

son clivage. Les différentes protéines obtenues ont été analysées par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide afin d’observer leur pureté (Figure 40 A). Chez les protéines mutantes, un 

contaminant dont la masse moléculaire est proche de 25 kDa apparait alors qu’il n’est pas présent 

dans le cas de la protéine sauvage. De plus, les bandes correspondant aux protéines mutées sont 

moins intenses que la bande correspondant à la protéine GST-SBP1. Des quantités identiques de 

protéine ont été déposées sur le gel, ceci montre donc que les protéines mutantes sont moins pures 

que la protéine sauvage malgré un protocole de purification identique. Concernant les quantités 

obtenues après élution, celle-ci sont très variables (Figure 40 B). Dans le cas de la protéine sauvage, 

la quantité obtenue est de 20 mg. Cette quantité est inférieure dans le cas des protéines mutantes. 

Cette diminution de production est de 15 % dans le cas de GST-SBP1-H90.91A, 52,5 % dans le cas de 

GST-SBP1-H154A, 65 % dans le cas de GST-H157A et de 67,5 % dans le cas de GST-SBP1-H475A. 

L’ensemble de ces résultats suggère que les mutations réalisées ont un impact sur la quantité et la 

pureté des protéines purifiées. 

Des analyses de thermostabilité par fluorescence ont été réalisées afin d’étudier l’impact 

potentiel des différentes mutations sur la stabilité des protéines. Les résultats ont montré que 

l’émission de fluorescence émise par le sypro orange en fonction de la température était différente 

en fonction des protéines (Figure 41). Pour chacune des courbes, 2 pics sont visibles. Le premier pic 

(situé entre 42 et 45 °C) correspond à SBP1 et le deuxième pic (situé à 56°C) à l’étiquette GST. Les 

protéines GST-SBP1-H90.91A, GST-SBP1-H157A et GST-SBP1-H475A n’ont pas le même niveau de 

fluorescence dès le début des mesures, c’est-à-dire à 28°C. Ceci signifie donc que ces protéines ne 

sont pas initialement repliées de la même façon que la protéine GST-SBP1. Concernant les protéines 

GST-SBP1 et GST-SBP1-H154A qui ont initialement un niveau de fluorescence très proche, leur profil 

d’évolution de la fluorescence au cours de l’augmentation de température est différent. En effet, 

l’amplitude d’augmentation de fluorescence de la protéine GST-SBP1-H154A est plus faible que pour 

la protéine GST-SBP1. Au cours de l’augmentation de température, le repliement de ces deux 
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Protéine Quantité de protéine après élution 
de la colonne GSH-sépharose

GST-SBP1 20 mg

GST-SBP1-H90.91A 17 mg

GST-SBP1-H154A 9,5 mg

GST-SBP1-H157A 7 mg

GST-SBP1-H475A 6,5 mg

GST-SBP1 GST-SBP1-H157AGST-SBP1-H90.91A GST-SBP1-H154A GST-SBP1-H475A

protéines n’évolue donc pas de façon similaire. La mutation de l’histidine 154 modifie donc le 

repliement de la protéine, et ce dès 35°C. 

GST-SBP1 
(92 kDa)

250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Analyse par « Thermal Shift Assay » (TSA) de la thermostabilité par fluorescence des proteins GST-

SBP1, GST-SBP1-H90.91A, GST-SBP1-H154A, GST-SBP1-H157A et GST-SBP1-H475A. 5 µM de protéine dans un 

tampon HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM ont été placé en présence de Sypro Orange.  

Figure 40 : Purification des protéines GST-SBP1, GST-SBP1-H90.91A, GST-SBP1-H154A, GST-SBP1-H157A et 

GST-SBP1-H475A à partir de 3,2 L de culture bactérienne. A : Gel SDS-PAGE 12% des différentes protéines (10 

µg) après élution de la colonne GSH-Sépharose avec une solution Tris 50 mM, GSH 20 mL, pH 8,0 et passage sur 

une colonne de chromatographie d’exclusion stérique PD10. B : Quantités de protéines obtenues après élution de 

la colonne GSH-Sépharose avec une solution Tris 50 mM, GSH 20 mM, pH 8,0. 
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Chapitre 2 

122 
 

La mutation des histidines 90, 91, 154 et 475 situées au cœur de SBP1 ainsi que la mutation 

de l’histidine 157 semblent modifier la stabilité de la protéine. De plus, ces mutations entrainent une 

diminution de la quantité de protéine purifiée et de la pureté de la protéine, ce qui pourrait être 

corrélé avec une moins bonne stabilité initiale due à un repliement différent. L’ensemble des 

histidines mutées, et plus particulièrement celles du tunnel central de SBP1, apparait donc comme 

important pour la stabilité de la protéine. Suite à ce résultat, les analyses de capacité de liaison du 

Cd2+ à SBP1 n’ont pas été menées car il ne semblait pas pertinent de les réaliser sur des protéines 

affectées dans leur repliement. La production de protéines mutantes afin d’étudier l’importance du 

tunnel central dans la liaison au Cd2+ ne semble donc pas adaptée, c’est pourquoi des essais de 

cristallogenèse en présence de Cd2+ devront être réalisés afin d’identifier les acides aminés impliqués. 

B. Choix de différentes formes de SBP1 afin d’optimiser les conditions de 

cristallogenèse 
 

Afin de connaître la structure tridimensionnelle de SBP1 chez Arabidopsis thaliana, 

d’identifier clairement les sites de liaison au Cd2+ et de connaître la structure tridimensionnelle de 

SBP1 lorsque celle-ci est sous la forme Cd2+-SBP1 et Se-SBP1, des expériences de cristallogenèse ont 

été menées. La forme de SBP1 (Annexe 1) utilisée lors des expériences de biochimie présentées dans 

le chapitre 1 contient 20 acides aminés supplémentaires situés entre le site de clivage de l’étiquette 

GST au facteur Xa et le début de la protéine. Cette suite de 20 acides aminés ainsi que la partie N 

terminale de SBP1 sont prédites comme non repliées car riche en glycine, sérine, alanine et valine. 

Ces acides aminés pourraient être défavorables à la cristallogenèse de SBP1. La protéine SBP1 sans 

les 20 acides aminés supplémentaires de la partie N terminale a donc été produite en utilisant le 

vecteur pET-M11. Ce vecteur permet de produire la protéine His6-SBP1 avec un site de clivage à la 

TEV (protéase provenant du virus de la gravure du tabac ou Tobacco Etch Virus) puis d’obtenir une 

protéine clivée avec seulement 2 acides aminés (glycine et alanine) supplémentaires du côté N 

terminal. Cette protéine est appelée MAT-SBP1. La partie N terminale de SBP1 contenant les quinze 

premiers acides aminés étant prédite comme non repliée, une forme tronquée commençant au 16ème 

acide aminé (G16) a aussi été produite (Figure 42). Cette protéine est appelée GGS-SBP1. La structure 

de SBP1 chez Sulfolobus tokodaii résolue par rayons X commence à R8 (St_SBP1), ce qui correspond 

d’après l’alignement de séquences à Y24 dans le cas de SBP1 chez Arabidopsis thaliana. Une troisième 

construction de SBP1 a donc été réalisée à partir de G28. Cette construction ne commence pas à Y24 

car cet acide aminé est suivi de deux glycines connues pour apporter de la flexibilité à la structure. 

Cette troisième forme de SBP1 est appelée GYA-SBP1. 
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Sur la figure 42, la structure secondaire de St_SBP1 montre que celle-ci est ordonnée à partir 

de la proline P16, ce qui correspond à la proline P32 chez At_SBP1. Les coupures au niveau de G16 et 

G28 chez At_SBP1 n’entraineront donc potentiellement pas de rupture d’hélice alpha et de brin béta. 

1. Purification des protéines MAT-SBP1, GGS-SBP1 et GYA-SBP1 

a) Optimisation des conditions de purification de MAT-SBP1 
 

Tout d’abord, les conditions de purification de la forme la plus longue de SBP1 appelée MAT-

SBP1 (M1-I490) ont été mises au point. Pour chaque paramètre de purification modifié, la liaison au 

Cd2+ et au Se a été vérifiée. En effet, il a été montré que trois nmoles de Cd2+ et une nmole de Se 

lorsque celui-ci est initialement sous la forme sélénite (SeO3
2-) étaient capables de se lier à une nmole 

de SBP1. Ainsi, la liaison du Cd2+ et du Se à SBP1 a été testée afin de vérifier que les modifications des 

conditions de purification n’affectaient pas les capacités de liaison de SBP1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Alignement de At_SBP1 et St_SBP1 et structure secondaire de St-SBP1. L’alignement a été réalisé 

par la méthode ClustalW et la structure secondaire a été obtenue d’après la structure connue de St_SBP1 (PDB : 

2ece). Les flèches de couleur indiquent le début de la séquence des trois formes de SBP1 choisies pour les essais 

de cristallogenèse. La flèche rouge représente MAT-SBP1, la flèche bleue GGS-SBP1 et la flèche verte GYA-SBP1. 

Les spirales représentent les hélices alpha, les flèches les brins béta et les T les boucles.  

MAT-SBP1 GGS-SBP1 GYA-SBP1 

2ece 

2ece 

2ece 

2ece 

2ece 

2ece 

2ece 
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Afin de purifier la protéine MAT-SBP1 destinée aux essais de cristallogénèse, la protéine His6-

MAT-SBP1 a été surexprimée chez la souche Rosetta 2 thermocompétente d’E. coli par 

transformation avec le vecteur pET-M11. La séquence de la protéine est présentée en annexe 1. La 

protéine, présente dans la fraction soluble, a été purifiée par affinité sur colonne de Ni-sépharose 

(Ge Healthcare). L’étiquette His6 pouvant interférer avec différents ligands métalliques, celle-ci a été 

clivée. L’optimisation des conditions de clivage de l’étiquette His6 a montré que l’utilisation de 1,5 mg 

de TEV pendant 15 heures à 4°C permettait de cliver 20 mg de His6-MAT-SBP1 avec un rendement de 

clivage très proche de 100 % (Figure 43).  

  

 

 

 

 

 

 

La deuxième condition qui a nécessité une phase d’optimisation est la nature du réducteur 

(dithiotréitol, DTT ou tris(2-carboxyethyl)phosphine, TCEP) (Figure 44). En effet, il a été montré dans 

le chapitre 1 que les cystéines sont les principaux acides aminés impliqués dans la liaison au Cd2+ et 

au Se. Les essais de cristallogenèse seront réalisés en présence de ces 2 ligands, il est donc important 

que les cystéines ne soient pas oxydées. L’utilisation de DTT (1 mM) et du TCEP (1 mM) permettent 

de retrouver les ratios Cd2+/SBP1 et Se/SBP1 attendus mais le DTT peut provoquer une réduction du 

Ni2+ lié à la colonne d’affinité utilisée (Figure 44). Un essai de purification sans réducteur a été testé 

mais les ratios ligands/SBP1 obtenus n’étaient pas satisfaisants. Les étapes de purification ont donc 

été réalisées en présence de TCEP 1mM.  

 

 

 

 

Figure 43 : Optimisation des conditions de clivage de 

l’étiquette His6. Analyse par gel SDS-PAGE 12% montrant la 

protéine His6-SBP1 (10 µg) après élution de la colonne Ni-

sépharose avec une solution  d’imidazole 250 mM HEPES 10 

mM NaCl 150 mM pH 7,4 et SBP1 (10 µg) après clivage à la 

TEV (1,5 mg de TEV pour 20 mg de SBP1).  
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La colonne d’affinité utilisée contient du Ni2+ et SBP1 est une protéine capable de lier les 

métaux comme le Ni2+ donc la purification nécessite une étape de dialyse en présence d’acide 

éthylène diamine tétraacétique (EDTA) afin d’éliminer les traces de Ni2+ potentiellement lié à SBP1. 

En effet, des analyses de dosage de Ni2+ réalisées sur la protéine MAT-SBP1 sans traitement à l’EDTA 

ont montré que 0,35 nmole de Ni2+ se liait à une nmole de SBP1 (Figure 45), tandis que la protéine 

SBP1 purifiée sur colonne d’affinité au GSH puis clivée de son étiquette GST ne contenait pas de Ni2+. 

Une étape de dialyse avec 1 mM d’EDTA a donc été testée pour la protéine MAT-SBP1 et le dosage 

du Ni2+ après dialyse a montré que cette étape supplémentaire permettait de s’affranchir 

significativement du Ni2+ lié à MAT-SBP1 (Figure 45).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Capacité de liaison in vitro du Cd
2+ 

et du 

Se à SBP1 en fonction des conditions réductrices 

durant la purification. Deux nmoles de SBP1 (80 µM) 

ont été incubées avec 25 nmoles de ligand (1 mM) 

dans un volume total de 25 µL. Le complexe 

protéine/ligand été séparé du ligand libre par passage 

sur colonne d’exclusion stérique G25. En sortie de 

colonne, la quantité de SBP1 est suivie par 

l’absorbance à 280 nm et le métal est quantifié par 

ICP-MS (isotope 112 pour le Cd et isotope 77 pour le 

Se). Les différentes conditions réductrices testées 

pendant la purification sont les suivantes : sans 

réducteur, DTT 1 mM et TCEP 1mM. Le contrôle 

positif correspond à la protéine SBP1 séparée de son 

étiquette GST avec utilisation de DTT 1mM dans le 

tampon de lyse. 

 

Figure 45 : Quantification du Ni
2+

 lié à SBP1 en 

fonction de la concentration d’EDTA pendant 

l’étape de dialyse précédant l’étape finale de la 

purification (passage sur colonne d’exclusion 

stérique S200 16/60). La concentration en Ni
2+

 a 

été mesurée par ICP-MS (isotope 60) pour une 

concentration de protéine de 400 nM. Le contrôle 

positif correspond à la protéine SBP1 séparée de 

son étiquette GST n’ayant pas subi de passage sur 

colonne de Ni
2+

 et donc pas de dialyse dans l’EDTA. 
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Afin de se débarrasser des potentiels contaminants ainsi que du TCEP et de l’EDTA résiduel, 

la protéine MAT-SBP1 a été déposée sur une colonne de chromatographie d’exclusion stérique S200 

16/60 (Figure 46). 

 

 

 

 

 

 

 

b) Purification de GGS-SBP1 et GYA-SBP1 
 

Les protéines GGS-SBP1 (G16-I490) et GYA-SBP1 (G28-I490) ont été purifiées dans les mêmes 

conditions que la protéine MAT-SBP1. Avant l’étape de passage sur colonne de chromatographie 

d’exclusion stérique, une électrophorèse sur gel SDS-PAGE a été réalisée et les différentes formes 

de SBP1 apparaissent comme faiblement contaminées par des protéines de poids moléculaires 

différents de celui de SBP1 (Figure 47 I). Les profils d’élutions observés après passage sur colonne 

de chromatographie d’exclusion stérique S200 16/60 (Figure 47 II) montrent que le pic 

correspondant à la protéine GGS-SBP1 est bien défini (Figure 47 II B). Le large pic pour lequel le 

profil d’élution va de 40 à 75 mL correspond aux agrégats et aux contaminants de poids moléculaire 

inférieur à celui de SBP1. Concernant GYA-SBP1, le pic correspondant à la protéine n’est pas défini 

(Figure 47 II C). Vu le faible taux de contaminants présents dans la solution protéique avant 

injection sur la colonne de chromatographie d’exclusion stérique, il est fort probable que le profil 

observé soit dû à un phénomène d’agrégation de GYA-SBP1. Ces observations laissent penser que 

la partie N terminale de SBP1 pourrait avoir de l’importance au niveau de sa stabilité. 

Figure 46 : Passage de SBP1 sur 

colonne de chromatographie 

d’exclusion stérique S200 16/60. A : 

Profil d’élution de SBP1 après passage 

sur colonne d’exclusion stérique (S200 

16/60). Le volume des fractions 

collectées est de 1,5 mL, les fractions les 

plus riches (volume d’élution allant de 

75 à 85 mL) sont conservées. B : Gel 

SDS-PAGE 15 % représentant SBP1 (10 

µg) après passage sur la colonne de 

chromatographie d’exclusion stérique.  
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2. Essais de cristallogenèse 
 

Les essais de cristallogenèse ont été réalisés pour différentes formes de SBP1, en présence 

de différents ligands et de différents types de réducteurs (Tableau 11). Plusieurs kits permettant de 

tester 96 conditions de cristallisation ont été utilisés pour chacune des conditions de SBP1. Les 

paramètres qui varient entre les différentes conditions de cristallisation sont la nature et la 

concentration du précipitant, du tampon et du sel ainsi que la présence éventuelle de ligands. Ces 

cribles ont été réalisés avec le robot de cristallisation de l’European Molecular Biology Laboratory 

(EMBL, Grenoble) en collaboration avec R. Dumas du Laboratoire de Physiologie Cellulaire et 

Végétale (LPCV, Grenoble) et D. Cobessi de l’Institut de Biologie Structurale (IBS, Grenoble). 

L’ensemble des cribles a été réalisé à 4°C pour une concentration en protéine de 5 mg/mL dans du 

tampon HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM. La technique utilisée par le robot pour le crible de 

cristallogenèse est appelée « Technique de la goutte assise » (technique décrite page 79). Cette 

technique repose sur le processus d’équilibration entre la protéine et la solution de cristallisation. 

 

Figure 47 : Purification des protéines MAT-SBP1, GGS-SBP1 et GYA-SBP1. I : Analyse par électrophorèse SDS-

PAGE 12 % de la pureté de MAT-SBP1, GGS-SBP1 et GYA-SBP1. Cette analyse a été réalisée pour 10 µg de 

chacune des protéines avant le passage sur la colonne de chromatographie d’exclusion stérique S200 16/60. II : 

Passage de MAT-SBP1, GGS-SBP1 et GYA-SBP1 sur colonne de chromatographie d’exclusion stérique (S200 

16/60). A : MAT-SBP1. Le volume d’élution de MAT-SBP1 est de 79 mL. B : GGS-SBP1. Le volume d’élution de 

GGS-SBP1 est de 81 mL. C : GYA-SBP1. Le volume d’élution de GYA-SBP1 n’a pas pu être déterminé. 
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Condition Concentration Ligand Concentration Réducteur Concentration Observations

protéine (µM) ligand (µM) réducteur (mM)

SBP1 89 R.A.S

SBP1 + Cd2+ 89 Cd2+ 534 R.A.S

SBP1 + Zn2+ 89 Zn2+ 534 R.A.S

SBP1 + SeO3
2- 89 SeO3

2- 89 R.A.S

SBP1 + DTT 89 DTT 1 R.A.S

SBP1 + TCEP 89 TCEP 1 1 condition positive

SBP1 + Cd2++ TCEP 89 Cd2+ 356 TCEP 1 R.A.S

SBP1 + SeO3
2- +TCEP 89 SeO3

2- 107 TCEP 1 R.A.S

GST-SBP1 + TCEP 59 TCEP 1 R.A.S

GST-SBP1 + TCEP + Cd2+ 59 Cd2+ 236 TCEP 1 R.A.S

GST-SBP1 + TCEP + SeO3
2- 59 SeO3

2- 71 TCEP 1 R.A.S

MAT-SBP1 89 TCEP 1 R.A.S

MAT-SBP1 + Cd2+ 89 Cd2+ 534 TCEP 1 R.A.S

MAT-SBP1 + SeO3
2- 89 SeO3

2- 89 TCEP 1 R.A.S

GGS-SBP1 89 TCEP 1 R.A.S

GGS-SBP1 + Cd2+ 89 Cd2+ 534 TCEP 1 R.A.S

GGS-SBP1 + SeO3
2- 89 SeO3

2- 89 TCEP 1 R.A.S

 

 

 

 

 

Dans un premier temps, malgré la présence des vingt acides supplémentaires en N terminal, 

des essais de cristallogenèse ont été réalisés avec la protéine SBP1 clivée de son étiquette GST. Les 

conditions testées ont été les suivantes : SBP1, SBP1 + Cd2+, SBP1 + Zn2+, SBP1 + SeO3
2- et SBP1 + DTT. 

Le Cd2+ et le SeO3
2- ont été testés car ce sont les ligands modèles pour lesquels la caractérisation 

biochimique des capacités de liaison de SBP1 a été étudiée. Le Zn2+ a également été choisi car lors 

des expériences de TSA (Figure 24 page 88), ce ligand entrainait une forte augmentation de la 

température de dénaturation de SBP1. Il apparait donc comme un facteur pouvant stabiliser SBP1 et 

donc augmenter sa capacité à cristalliser.  

La condition SBP1 + DTT a été testée afin d’observer si la présence de réducteur pouvait 

optimiser la capacité de SBP1 à cristalliser. Les résultats obtenus ont montré que la majorité des 

conditions de cristallisation entrainait une dénaturation de SBP1. Ce phénomène a été 

particulièrement accentué pour la condition SBP1 + Zn2+. Ce ligand, malgré sa capacité à stabiliser 

SBP1 entraine donc sa dénaturation lors du crible de cristallogenèse. Le crible réalisé avec SBP1+DTT 

montre que la présence de réducteur semble diminuer la probabilité de dénaturation de SBP1. 

L’ajout de DTT dans le mélange SBP1 + Cd2+ entraîne la précipitation de la protéine. Des essais 

réalisés avec le TCEP montrent que ce réducteur ne provoque pas la précipitation de SBP1 + Cd2+. Le 

TCEP a donc été utilisé pour les autres cribles de cristallogenèse.  

Tableau 11 : Différentes conditions de cristallisation testées lors des cribles de cristallogenèse. 
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Les essais ont donc été à nouveau réalisés en présence de TCEP 1mM avec la protéine SBP1 

clivée de l’étiquette GST, la protéine MAT-SBP1 et la protéine GGS-SBP1. L’ensemble de ces cribles a 

permis d’obtenir des cristaux pour une seule des conditions (Figure 48) : [SBP1] = 89 µM, [TCEP] = 1 

mM ; solution de cristallisation : [CaCl2] = 0,2 M, [HEPES Na] = 0,1 M  pH = 7,5, PEG 400 28 % [v/v] ; 

température : 4°C. Ces cristaux ont ensuite été testés sur une ligne de diffraction des rayons X et le 

résultat obtenu a montré qu’il s’agissait de cristaux de sel. 

 

 

 

 

 

En parallèle, des cribles de cristallogenèse ont également été réalisés avec la protéine GST-

SBP1 dans les conditions suivantes : GST-SBP1 + TCEP, GST-SBP1 + TCEP + Cd2+ et GST-SBP1 + TCEP + 

SeO3
2-. Dans le cas de SBP1, l’utilisation de l’étiquette GST n’a pas permis d’obtenir des cristaux. 

D’autres approches devront être envisagées. 

C. Discussion 
 

 SBP1 est une protéine conservée chez un grand nombre d’organismes, tout particulièrement 

les organismes photosynthétiques. Plusieurs sites de liaison aux métaux impliquant des cystéines et 

des histidines sont conservés. De plus, différents métaux essentiels ou non ainsi que du Se peuvent 

se lier à SBP1 chez Arabidopsis thaliana. La fonction de cette protéine pourrait donc potentiellement 

être liée à sa capacité à lier différents ligands. Ainsi, en complément de l’analyse de la structure 

primaire des différentes SBPs, sa structure tridimensionnelle a été étudiée afin de caractériser plus 

précisément des sites potentiels de liaison aux métaux.  

Chez Arabidopsis thaliana, SBP1 est une protéine de la famille des béta-propeller. Sa 

structure a pu être modélisée à partir de la structure existante obtenue par rayons X de SBP1 chez 

Sulfolobus tokodaii. La particularité des béta-propellers concernant le rapport structure/fonction 

repose sur le fait que ces protéines possèdent un tunnel (ou cœur ou cavité centrale) souvent 

important dans la fonction de la protéine. Ce tunnel, pour la plupart des béta-propeller, est impliqué 

dans la coordination de ligands ou dans l’activité catalytique de la protéine (Pons et al., 2003). Par 

exemple, dans le cas de la di-isopropylfluorophosphatase (DFPase) chez Loligo vulgaris, la résolution 

Figure 48 : Cristaux obtenus pour la condition SBP1 + TCEP. [SBP1] = 89 µM, 

[TCEP] = 1 mM. Solution de cristallisation : [CaCl2] = 0,2 M, [HEPES Na] = 0,1 M  

pH = 7,5, PEG 400 28 % [v/v]. Température : 4°C. 
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de la structure de cette enzyme (Scharff et al., 2001), impliquée dans la détoxication des composés 

chimiques phosphatés neurotoxiques via une hydrolyse, a permis de mettre en évidence la présence 

de deux atomes de Ca2+ situé dans le tunnel de la protéine. Ces deux atomes ont un rôle dans la 

structure et la fonction de la DFPase (Scharff et al., 2001). En effet, la dissociation de l’atome de Ca2+ 

le moins affin entraîne une chute de l’activité de la DFPase, tandis que la dissociation de l’atome de 

Ca2+ le plus affin provoque une dénaturation de la protéine. Certains béta-propellers ont une activité 

qui n’est pas dépendante d’une interaction de ligands ou d’une activité catalytique liée à la présence 

du tunnel. Chez Arabidopsis thaliana, c’est le cas du photorécepteur UVR8 (UV Resistance Locus 8) 

(Christie et al., 2012). En conditions normales d’exposition à la lumière, UVR8 est sous forme 

dimérique et les deux monomères sont reliés par des ponts salins. En condition de stress lumineux 

(UV-B), les ponts salins sont rompus et UVR8 se dissocie alors en monomère (réaction réversible). 

Cette monomérisation est également due à la présence de « pyramides » de tryptophanes jouant un 

rôle dans la photoréception. L’ensemble des acides aminés impliqués dans les réactions de 

dimérisation/monomérisation chez UVR8 en réponse au stress lumineux ne sont pas situés dans le 

tunnel central. En effet, ces acides aminés interagissent pour former des liaisons inter-protéiques et 

sont donc orientés à l’extérieur de la protéine, et non vers son cœur. 

 Dans le cas de SBP1 chez Arabidopsis thaliana, l’observation du cœur montre l’existence d’un 

site composé de quatre histidines (H90, H91, H154 et H475) et d’une tyrosine (Y205). D’après les résultats 

obtenus lors des analyses de spectroscopie d’absorption des rayons X, il semblerait que 2 ou 3 

groupes carboxyles ou de l’eau soient impliquées dans la liaison du Cd2+ à SBP1. Les histidines 

présentent au niveau du cœur de la protéine SBP1 apparaissent donc comme des candidates 

potentielles impliquées dans la liaison du Cd2+ à cette protéine. Les quantités de protéines obtenues 

lors de la purification des différents mutants (mutation des histidines) ainsi que l’analyse de la pureté 

de chacun des mutants sont corrélées aux analyses préliminaires de thermostabilité par fluorescence 

réalisées sur les différentes protéines mutantes. Celles-ci semblent montrer que la mutation des 

histidines « déstabilise » la protéine. La cavité centrale de SBP1 semble donc avoir un rôle important 

sur la stabilité de la protéine. Ces résultats restent à confirmer et la production de la protéine GST-

SBP1-Y205A devra être réalisée, ainsi que l’analyse de sa stabilité à l’aide de la thermostabilité par 

fluorescence.  

Afin d’obtenir des informations sur la structure tridimensionnelle de SBP1 ainsi que sur les 

différentes cystéines libres et accessibles, les cystéines réduites ont été dosées. Ces dosages ainsi 

que l’observation de la structure modélisée de SBP1 chez Arabidopsis thaliana ont permis de mettre 

en évidence l’existence d’un potentiel pont disulfure au niveau des cystéines 97 et 158 qui pourrait 

avoir un rôle structural pour SBP1. Ce dosage permet également de définir les cystéines 21, 22, 100 
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et 485 comme des candidates potentielles impliquées dans la liaison au Cd2+. Cette liaison au Cd2+ 

pourrait également impliquer des méthionines. L’observation de la simulation de la structure de 

At_SBP1 a permis d’identifier les méthionines 1, 36, 324, 407, 436 et 477 comme potentiellement 

impliquées dans la liaison au Cd2+. Les vecteurs permettant de produire les différentes protéines 

mutantes ont été générés. Dans un futur proche, les protéines pourront être produites puis 

analysées à l’aide de la thermostabilité par fluorescence. Si leur stabilité est satisfaisante, des 

analyses de liaison du Cd2+ seront réalisées.  

Les protéines mutantes produites à ce jour ne peuvent être utilisées pour identifier les acides 

aminés impliqués dans la liaison au Cd2+. Ainsi, l’obtention de la structure du complexe SBP1-Cd2+ par 

rayons X apparait comme la meilleure alternative. Pour cela, des expériences de cristallogenèse ont 

été menées. Celles-ci ont donc été réalisées en présence de Cd2+, mais également sous la forme 

apoprotéique et en présence de SeO3
2-. Ces deux dernières conditions ont été choisies car la 

structure de SBP1 sous sa forme apoprotéique permettrait de donner des indices sur sa fonction ainsi 

que sur les sites de liaison. La structure du complexe SBP1-Se permettrait de confirmer les données 

de spectroscopie d’absorption des rayons X (liaison de type R-S-Se-S-R faisant intervenir les cystéines 

21 et 22) et de connaitre la conformation de la partie N terminale lorsque le Se y est lié. Les cribles 

réalisés à ce jour sur la protéine SBP1 clivée de son étiquette GST ainsi que sur différentes formes 

tronquées en N terminal n’ont pas permis d’obtenir la structure de la protéine. Lors de la purification 

des protéines de différentes longueurs (MAT-SBP1, GGS-SBP1 et GYA-SBP1), il a été mis en évidence 

que la partie N terminale de SBP1 semblait indispensable à sa stabilité. Ceci semble être confirmé par 

les résultats du crible de cristallogenèse qui ont montré que la suppression de la partie N terminale 

ne permettait pas d’obtenir des cristaux. 

L’utilisation d’une protéine avec une étiquette de large affinité telle que la GST, la MBP 

(maltose-binding protein) et la TRX (thioredoxine) a été décrite (Smyth et al., 2003) comme une 

alternative dans le cas de protéines ne cristallisant pas. Concernant l’utilisation de protéines liées à 

une étiquette GST, cette technique de cristallisation a été décrite (Zhan et al., 2001) puis utilisée pour 

cristalliser le domaine de liaison à l’ADN du facteur de transcription DREF (DNA replication-related 

element-binding factor) (Kuge et al., 1997). Dans le cas de SBP1, les tests de cristallogenèse réalisés 

avec l’étiquette GST se sont révélés infructueux. 

Conclusion 

 SBP1 est une protéine de type béta-propeller possédant une cavité centrale qui s’apparente 

à un centre actif. Actuellement, la seule activité potentielle décrite de SBP1 chez Arabidopsis thaliana 

est la capacité du Cd2+ et du Se à se lier à cette protéine. Le tunnel central n’est pas impliqué dans la 
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liaison au Se (cette liaison se fait de manière covalente via les cystéines 21 et 22) et les expériences 

menées ne permettent pas actuellement de caractériser le rôle potentiel de ce tunnel dans la liaison 

au Cd2+. En effet, la mutation des acides aminés du cœur déstabilise SBP1, les tests de liaison du Cd2+ 

aux différentes protéines mutantes n’ont donc pas pu être réalisés. La protéine GST-SBP1-Y205A sera 

analysée très prochainement. Les protéines GST-SBP1-C21S, GST-SBP1-C22S, GST-SBP1-C100S, GST-

SBP1-M1S, GST-SBP1-M36S, GST-SBP1-M324S, GST-SBP1-M407S, GST-SBP1-M436S et GST-SBP1-

M477S seront également produites afin d’analyser l’impact de ces acides aminés soufrés sur la liaison 

au Cd2+. Les analyses de cristallogenèse réalisées n’ont pas permis d’obtenir de cristaux mais de 

nouvelles approches sont envisagées. Une technique appelée protéolyse limitée (Fontana et al., 

2004) permettant de caractériser les sous domaines stables ainsi que les régions instables de la 

protéine pourrait être utilisée. Il pourrait aussi être envisagé des essais de cristallogenèse avec les 

deux autres isoformes SBP2 et SBP3 car elles présentent des parties N terminale très différentes.
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VI. CHAPITRE 3 : Analyse in planta de 

la protéine « Selenium Binding Protein 

1 » (SBP1) chez Arabidopsis thaliana 
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A. Analyse de la localisation sub-cellulaire de SBP1 
 

La localisation subcellulaire d’une protéine est importante pour obtenir des informations 

supplémentaires sur sa fonction, c’est pourquoi des vecteurs permettant l’expression de la protéine 

GFP (Green Fluorescent Protein) en N terminal ou en C terminal de SBP1 ont été produits. L’émission 

de fluorescence de la GFP a été observée par microscopie confocale en collaboration avec D. 

Grunwald (CEA, Grenoble).  

Dans un premier temps, des analyses d’expression transitoire des deux protéines 

recombinantes GFP-SBP1 et SBP1-GFP ont été réalisées sur des feuilles de tabac. Dans ces conditions, 

SBP1 exprimée sous la forme GFP-SBP1 ou SBP1-GFP est nucléaire et cytosolique (Figure 49). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49 : Localisation sub-cellulaire des 

protéines GFP-SBP1 et SBP1-GFP 

exprimées dans des feuilles de tabac 3 

jours après agro-infiltration. La longueur 

d’onde d’excitation est de 488 nm et 550 

nm pour la GPF et la chlorophylle 

respectivement. La longueur d’onde 

d’émission est de 650 nm pour la GFP et 

720 nm pour la chlorophylle. A et B : 

Localisation sub-cellulaire de la protéine 

GFP-SBP1. A’ : Enregistrement par 

microscopie à transmission de la feuille 

représentée en A. C : Localisation sub-

cellulaire de la protéine SBP1-GFP. D : 

Contrôle cytosolique. Utilisation d’un 

vecteur GUS :: GFP. E : Contrôle nucléaire. 

Utilisation d’un vecteur exprimant la GFP 

seule. c = localisation cytosolique ; n = 

localisation nucléaire. 
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SBP1

35S :: SB1-GFP 35S :: GFP-SBP1

1     4     9    10   11  27  28WT   2     5     7     8    10   11    12   13   16

SBP1-GFP

SBP1

GFP-SBP1

Ces analyses ont été complétées par des analyses d’expression stable de SBP1 couplée à la 

GFP chez Arabidopsis thaliana. Les lignées transgéniques ont été sélectionnées sur la base d’une 

émission de fluorescence détectable à la loupe binoculaire. Les observations réalisées ont montré 

que les lignées GFP-SBP1 avaient un meilleur niveau de fluorescence que les lignées SBP1-GFP pour 

lesquelles le signal émis par la GFP était difficilement détectable. Des analyses d’immunodétection 

ont confirmé le faible niveau d’expression de la protéine recombinante SBP1-GFP (Figure 50). 

Concernant la protéine GFP-SBP1, celle-ci a un niveau d’expression similaire à la protéine native dans 

le cas des lignées 1, 27 et 28 (Figure 50). Ces dernières ont donc été utilisées pour l’analyse de la 

localisation cellulaire chez Arabidopsis thaliana. Des analyses de microscopie confocale ont été 

réalisées sur la lignée 27. L’expression stable de la protéine recombinante GFP-SBP1 montre que 

celle-ci est cytosolique et nucléaire dans les racines et dans les feuilles (Figure 51). A partir d’extraits 

protéiques provenant des lignées GFP-SBP1, des analyses d’immunodétection réalisées avec des 

anticorps anti-GFP ont montré l’absence de produits de dégradation de la protéine GFP-SBP1. En 

effet, la localisation nucléaire observée aurait pu correspondre à l’expression de la GFP seule qui se 

localise dans le noyau. 

 

 

 

 

 

 

 Par ailleurs, les outils de prédictions tel que Psort et les analyses protéomiques réalisées sur 

les organites purifiés ont permis de montrer que SBP1 n’était  adressée ni au plaste, ni à la 

mitochondrie et ni à la vacuole. Par contre, SBP1 a été retrouvée dans les analyses protéomiques des 

protéines cytosoliques d’Arabidopsis thaliana (Ito et al., 2011; Elmore et al., 2012).  

 La localisation cytosolique et nucléaire de SBP1 se retrouve également chez l’homme (Chen 

et al., 2004; Stammer et al., 2008; Xia et al., 2011). 

 

 

Figure 50 : Immunodétection des protéines SBP1, GFP-SBP1 et SBP1-GFP. Les westerns blots ont été réalisés à 

partir d’extraits protéiques des lignées 35S :: GFP-SBP1 et 35S :: SBP1-GFP respectivement. Des anticorps anti-

SBP1 ont été utilisés pour détecter SBP1, SBP1-GFP et GFP-SBP1. 
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Figure 51 : Localisation sub-cellulaire de la protéine recombinante GFP-SBP1 exprimée chez Arabidopsis 

thaliana. Les mesures ont été effectuées sur la lignée 27 sur des plantes de 10 jours. La longueur d’onde 

d’excitation est de 488 nm et 550 nm pour la GPF et la chlorophylle respectivement. La longueur d’onde 

d’émission est de 650 nm pour la GFP et 720 nm pour la chlorophylle. A et B : GFP-SBP1 dans la pointe 

racinaire. A’ : Pointe racinaire observée par microscopie à transmission. C et D : GFP-SBP1 dans les racines. 

C’ et D’ : Racine observée par microscopie à transmission. E : GFP-SBP1 dans une feuille. E’ : Feuille 

observée par microscopie à transmission. c = localisation cytosolique ; n = localisation nucléaire. 
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B. Identification des motifs de régulation cis en réponse au stress dans le 

promoteur de SBP1 
 

Des analyses du niveau d’expression de SBP1 en réponse à différents stress ont été réalisées 

grâce à l’utilisation de lignées bioluminescentes (utilisation du gène rapporteur codant pour la 

luciférase sous le contrôle du promoteur de SBP1) et les résultats obtenus ont montré que SBP1 était 

induite en réponse au Cd2+, au Cu2+, au SeO4
2-, à l’H2O2 et à la carence en soufre (Hugouvieux et al., 

2009). Lors de ces analyses, un fragment de 1429 paires de base contenant la zone promotrice de 

SBP1 a été utilisé pour contrôler l’expression de la luciférase. D’autre part, il a été mis en évidence 

que le profil d’expression de SBP1 était identique au profil d’expression de PRH43 (ou APR2), enzyme 

clef impliquée dans une des premières étapes de la voie d’assimilation du soufre. Ceci suggère 

qu’une demande en soufre pourrait être à l’origine de l’augmentation de l’expression de SBP1 en 

réponse aux différentes stress inducteurs (Hugouvieux et al., 2009). Corrélé à ces résultats, le motif 

GAGAC indispensable à l’expression du transporteur racinaire de haute affinité de soufre SULTR1;1 

en réponse à la carence en soufre (Maruyama-Nakashita et al., 2005) est présent en multicopies dans 

le promoteur de SBP1. 

Au sein des 589 premières paires de base du fragment de 1429 paires cloné en amont de la 

luciférase (qui correspond à la zone intergénique prédite entre le gène SBP1 et le gène précédent) 

figurent 4 copies de ce motif GAGAC : M1, M2, M3 et M4 (Figure 52 A). L’analyse de l’impact de ces 

motifs sur l’expression de SBP1 en réponse à la carence en soufre et aux autres stress a été 

entreprise. 

5’ -----GAGAC-----GTCTC-----GAGAC-----GAGAC----- 3’

M1M2M3M4
6873217222400405529534

5’ -----TTTAC-----GTAAA-----TTTAC-----TTTAC----- 3’

m1m2m3m4
6873217222400405529534

A

B

3’ -----CTCTG-----CAGAG-----CTCTG-----CTCTG----- 5’

3’ -----AAATG-----CATTT-----AAATG-----AAATG----- 5’
 

 

 

 

Figure 52 : Représentation schématique du promoteur de SBP1. A : Les différents motifs GAGAC M1, M2, M3 et 

M4 sont représentés. M1, M2 et M4 sont sur le brin sens tandis que M3 est sur le brin anti-sens. B : Les différents 

motifs mutés m1, m2, m3 et m4 sont représentés. 
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1. Lignées bioluminescentes produites pour l’analyse de la 

régulation du promoteur de SBP1 

  

 L’impact du motif GAGAC sur l’expression de SBP1 a été analysé en générant par mutagenèse 

dirigée des versions mutantes du promoteur de 1429 paires de base. Les 4 premiers motifs GAGAC  

ont été mutés indépendamment et en combinaison en motif TTTAC pour m1, m2 et m4 et en motif 

GTAAA pour le motif m3 (Figure 52 B). Ces mutations sont celles qui abolissent le plus la fonction du 

motif GAGAC (Maruyama-Nakashita et al., 2005). Les différentes versions du promoteur ont ensuite 

été sous clonées en amont du gène rapporteur de la luciférase dans le vecteur pLUC et des plantes 

transgéniques ont été générées. En parallèle, le fragment de la région promotrice de SBP1 ne 

contenant que les 589 premières paires de base a également été utilisé afin de vérifier que celui-ci 

contient le(s) élément(s) cis de régulation en réponse à la carence en soufre. L’ensemble des vecteurs 

et lignées transgéniques générés sont répertoriés dans le tableau 12.  

 

Mutation(s) réalisée(s) Vecteur disponible Lignée transgénique

WT × ×

WT-P589 (589 paires de bases) × ×

m1-M2-M3-M4 × ×

M1-m2-M3-M4 × ×

M1-M2-m3-M4 × ×

M1-M2-M3-m4 × ×

m1-m2-M3-M4 × ×

m1-M2-m3-M4 ×

m1-M2-M3-m4 ×

M1-m2-m3-M4 ×

M1-m2-M3-m4 ×

M1-M2-m3-m4 ×

m1-m2-m3-M4 × ×

m1-m2-M3-m4 ×

m1-M2-m3-m4 ×

M1-m2-m3-m4 ×

m1-m2-m3-m4 × ×
 

 

2. Le motif M2 est fortement impliqué dans la régulation de 

l’expression de SBP1 en réponse à la carence en soufre 
 

 Pour réaliser un premier crible permettant d’identifier rapidement si un ou plusieurs des 4 

motifs est impliqué dans la réponse à la carence en soufre, des analyses préliminaires ont été 

réalisées sur les lignées hétérozygotes à une seule insertion. Le marqueur de sélection utilisé pour 

sélectionner les lignées transgéniques est la GFP. Il a donc été possible, par observation à la loupe 

Tableau 12 : Récapitulatif des 

différentes mutations réalisées au 

niveau des différents motifs 

GAGAC présents dans le 

promoteur de SBP1. La colonne 

« vecteur disponible » indique que 

la séquence du promoteur muté a 

été sous-clonée dans le pGEM-

Teasy. La colonne « lignée 

transgénique » indique que la 

séquence du promoteur muté a été 

clonée dans le vecteur pLUC, que 

les plantes ont été transformées et 

que les lignées transgéniques 

homozygotes à une insertion sont 

disponibles. 
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binoculaire, de sélectionner les graines fluorescentes et d’obtenir un lot de graines, pour chaque 

lignée, constitué d’1/3 de graines homozygotes à une insertion et de 2/3 de graines hétérozygotes à 

une insertion (le mélange initial contenait 1/4 de graines homozygotes, 1/4 de graines sauvages et 

1/2 de graines hétérozygotes). Pour chacune des mutations, deux lignées indépendantes ont été 

choisies au hasard et testées. 

 Dans un premier temps, afin de s’assurer que le(s) motif(s) impliqué(s) dans la réponse à la 

carence en soufre est (sont) bien situé(s) dans les 589 premières paires de base du promoteur, les 

lignées SBP1 :: LUC et SBP1-P589 :: LUC ont été testées en réponse à ce stress (Figure 53 A). Les 

résultats obtenus ont montré que l’expression de la luciférase était induite sous le contrôle du 

promoteur de 589 paires de base et de 1429 paires de base après 7 jours d’exposition à une carence 

en soufre (Figure 53 A). La lignée L3 SBP1 :: LUC est la lignée homozygote de référence utilisée lors 

des expériences d’analyse de l’expression de SBP1 en réponse au stress (Hugouvieux et al., 2009), 

tandis que la lignée L5 SBP1 :: LUC et les lignées L4 et L10 SBP1-P589 :: LUC sont des lignées 

hétérozygotes. Les lignées SBP1-P589 :: LUC ont un niveau d’induction similaire à la lignée L3 SBP1 :: 

LUC, ce qui confirme à priori que le(s) élément(s) de régulation en réponse à la carence en soufre de 

SBP1 sont bien situés dans le fragment de la région promotrice contenant les 589 premières paires 

de base.   

Les lignées pour lesquelles seulement un seul motif a été muté (SBP1m1 :: LUC, SBP1m2 :: 

LUC, SBP1m3 :: LUC et SBP1m4 :: LUC) ainsi que les lignées pour lesquelles plusieurs motifs ont été 

mutés en combinaison (SBP1m1m2 :: LUC, SBP1m1m2m3 :: LUC et SBP1m1m2m3m4 :: LUC) ont 

également été testées. D’après les résultats obtenus dans la figure 53 B, dans le cas des lignées pour 

lesquelles les motifs M1, M3 et M4 ont été mutés indépendamment, l’expression de la luciférase est 

induite en réponse à la carence en soufre. Les taux d’induction des lignées SBP1m3 :: LUC sont 

similaires à ceux des lignées SBP1 :: LUC et SBP1-P589 :: LUC. Les taux d’induction chez les lignées 

SBP1m1 :: LUC et SBP1m4 :: LUC, bien que plus faibles que chez les lignées SBP1 :: LUC et SBP1-

P589 :: LUC (entre 5 et 15), ne sont pas négligeables. Ceci signifie que ces motifs ne jouent 

apparemment pas un rôle prépondérant dans l’induction de l’expression de SBP1 en réponse à la 

carence en soufre. Chez les lignées pour lesquelles le motif M2 a été muté, la carence en soufre 

n’entraine pas d’augmentation nette de l’activité de la luciférase sur les deux lignées indépendantes 

testées. Ces premières analyses suggèrent que le motif M2 pourrait être un élément cis impliqué 

dans la régulation de l’expression de SBP1 en réponse à ce stress. 
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Figure 53 : Impact de la mutation des motifs M1, M2, M3 et M4 sur l’activité luciférase en réponse à la 

carence en soufre sur des plantules de 7 jours transférées 7 jours sur un milieu carencé en soufre (-S) ou non 

(+S). A : Enregistrement de l’activité luciférase chez les lignées SBP1 :: LUC et SBP1-P589 :: LUC. La lignée L3 

SBP1 :: LUC est une lignée homozygote. La lignée L5 SBP1 :: LUC et les lignées L4 et L10 SBP1-P589 :: LUC sont 

des lignées hétérozygotes. Les photos de gauche représentent les enregistrements de la bioluminescence émise 

par la luciférase. Les enregistrements ont été réalisés pendant 5 min. La photo de droite représente les plantes 

sur lesquelles les enregistrements ont été réalisés. Le graphique représente l’induction de la luciférase 

normalisée par rapport au contrôle non carencé en soufre. B : Enregistrement de l’activité luciférase chez les 

lignées SBP1m1 :: LUC, SBP1m2 :: LUC, SBP1m3 :: LUC et SBP1m4 :: LUC. Les lignées L6 et L22 SBP1m1 :: LUC, 

L14 et L17 SBP1m2 :: LUC, L8 et L11 SBP1m3 :: LUC et SBP1m4 :: LUC sont des lignées hétérozygotes. Les photos 

représentent l’enregistrement de la bioluminescence émise par la luciférase. Les enregistrements ont été 

réalisés pendant 5 min. Le graphique représente l’induction de la luciférase normalisée par rapport au contrôle 

non carencé en soufre. m1 : SBP1m1 :: LUC, m2 : SBP1m2 :: LUC, m3 : SBP1m3  :: LUC et SBP1m4 :: LUC. 

 

Concernant les lignées pour lesquelles plusieurs motifs ont été mutés (SBP1m1m2 :: LUC, 

SBP1m1m2m3 :: LUC et SBP1m1m2m3m4 :: LUC), le niveau d’expression à la base (en condition  

normales de culture) est très faible pour les lignées SBP1m1m2 :: LUC et SBP1m1m2m3m4 :: LUC, 

aucune induction en réponse à la carence en soufre n’est observée puisque le motif M2 est muté 

(Figure 54). Il semblerait que la mutation combinée de plusieurs motifs GAGAC puisse abolir 

+S          -S 
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+ S           - S

SBP1m1m2 :: LUC SBP1m1m2m3 :: LUC SBP1m1m2m3m4 :: LUC

+ S           - S + S           - S

l’expression de SBP1 en conditions normales de culture. Des analyses ultérieures devront être 

menées pour tester si les combinaisons m1m2, m1m2m3 et m1m2m3m4 ont un impact sur 

l’expression de SBP1. Il a donc été décidé d’étudier seulement les lignées portant une mutation 

unique lors des expériences suivantes.  

 

 

Figure 54 : Impact de la mutation combinée des différents motifs M1, M2, M3 et M4 sur la bioluminescence 

de la luciférase en réponse à la carence en soufre sur des plantules de 7 jours transférées 7 jours sur un milieu 

carencé en soufre (-S) ou non (+S). Les lignées testées sont des lignées hétérozygotes et 16 plantules par lignée 

ont été testées. Les enregistrements ont été réalisés pendant 5 min. 

 

Afin de confirmer l’absence d’induction de la luciférase sur plusieurs lignées SBP1m2 :: LUC, 6 

lignées hétérozygotes supplémentaires SBP1m2 :: LUC ont été testées (Figure 55). Une lignée 

possédant le promoteur 35S en amont du gène de la luciférase a été utilisée en tant que contrôle 

constitutif qui ne répond pas à la carence en S. Les activités de base des lignées SBP1m2 :: LUC 

varient de 860 à 11319 photons/s tandis que celles des lignées SBP1 :: LUC est de 2717 photons/s. 

L’enregistrement de l’activité LUC de ces différentes lignées ainsi que le calcul de l’induction de la 

luciférase lors d’une carence en soufre montrent qu’aucune des lignées n’est induite en réponse à 

cette carence et se comportent comme la lignée 35S :: LUC qui est une lignée non inductible. 

L’ensemble de ces résultats obtenus sur 8 lignées indépendantes hétérozygotes confirme donc que 

l’expression de SBP1 n’est pas induite en réponse à la carence en S lorsque le motif M2 est muté.  
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Figure 55 : Impact de la mutation  du motif  M2 sur l’activité luciférase en réponse à la carence en soufre sur 

des plantules de 7 jours transférées 7 jours sur un milieu carencé en soufre. Les lignées testées sont des 

lignées hétérozygotes et 16 plantules par lignée ont été testées. Les enregistrements ont été réalisés pendant 5 

min. A : L’activité LUC est exprimée en photon/s/plantule. B : L’activité LUC est normalisée par rapport au 

contrôle non carencé en soufre. Elle est exprimée en unités arbitraires. WT : SBP1 :: LUC (L5), M2 : SBP1m2 :: 

LUC (L2, L5, L8, L14, L15, L16, L18 et L21) et 35S : 35S :: LUC (L8). 

A 

B 
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Ces résultats étant positifs, les expériences ultérieures ont été réalisées à partir de lignées 

homozygotes. Plusieurs lignées à une insertion SBP1 :: LUC, SBP1-P589 :: LUC, SBP1m1 :: LUC, 

SBP1m2 :: LUC, SBP1m3 :: LUC et SBP1m4 :: LUC ont été isolées et l’induction de la luciférase sous le 

contrôle du promoteur de SBP1 muté ou non a été à nouveau analysée en réponse à la carence en 

soufre 4 et 7 jours après transfert sur un milieu carencé en soufre. La toxicité liée à la carence en 

soufre a été suivie en pesant les plantules après 7 jours d’exposition au stress (Figure 56). La masse 

moyenne par plantule transférée 7 jours sur un milieu carencé ou non en soufre a montré que d’une 

manière générale, la carence en soufre n’entrainait pas de chute de masse importante après 7 jours. 

Pour l’ensemble des lignées analysées, l’augmentation de l’activité luciférase observée entre les 

enregistrements réalisés à 4 jours et ceux à 7 jours dans les conditions normales de culture s’explique 

par le gain de masse au cours du temps (Figures 57 et 58). L’induction de l’expression de la luciférase 

chez les lignées SBP1 :: LUC (WT) et SBP1-P589 :: LUC est confirmée après 4 jours et 7 jours 

d’exposition à un milieu carencé en soufre (facteur d’induction allant de 5 à 25 après 4 jours et de 8 à 

35 après 7 jours). Ceci montre à nouveau que le promoteur de 589 paires de bases est suffisant pour 

réguler l’expression de SBP1 en réponse à la carence en soufre. Concernant les lignées SBP1m1 :: 

LUC, SBP1m3 :: LUC et SBP1m4 :: LUC, celles-ci présentent une augmentation de l’activité luciférase 

et donc une induction LUC en réponse à une carence en soufre 4 ou 7 jours après transfert (facteur 

d’induction allant de 3 à 9 après 4 jours et de 7 à 25 après 7 jours) très similaires aux valeurs 

observées dans le cas des lignées SBP1 :: LUC et SBP1-P589 :: LUC. En ce qui concerne le motif M2, 

une faible induction de la luciférase en réponse à la carence en soufre est observée lorsque celui-ci 

est muté (facteur d’induction allant de 1,4 à 1,9 à 4 jours et de 2,2 à 2,8 à 7 jours). Ces résultats 

obtenus sur les lignées homozygotes confirment que le motif M2 est le motif cis GAGAC fortement 

impliqué dans la réponse à la carence en soufre de SBP1. Cependant, il existe une légère induction 

observée pour ces lignées et ceci suggère qu’un ou plusieurs autres éléments de signalisation 

puissent intervenir dans la régulation de l’expression de SBP1 en réponse à la carence en soufre. La 

figure 59 montre les enregistrements de l’activité luciférase de deux lignées seulement pour chaque 

mutation réalisée. L’analyse du niveau d’induction de la luciférase montre que celui-ci augmente au 

cours du temps entre 4 et 7 jours (sauf pour la lignée L5 SBP1 :: LUC qui présente un facteur 

d’induction 2,7 fois moins élevé). L’induction de SBP1 en réponse à la carence en soufre n’apparait 

pas comme un phénomène transitoire. Des cinétiques plus précises de l’induction de la luciférase 

dans le cas des lignées SBP1 :: LUC et SBP1m2 :: LUC devront être réalisées afin de caractériser plus 

précisément l’impact du motif M2 sur la régulation de l’expression de SBP1 en réponse à la carence 

en soufre.  



Chapitre 3 

145 
 

0

5

10

15

20

25

L2 L5 L14 L4 L10 L18 L6 L20 L21 L2 L9 L14 L17 L1 L3 L4 L11 L12 L5 L15

m
g 

m
at

iè
re

 f
ra

ic
h

e
 /

 p
la

n
tu

le
avec soufre avec soufre

WT P589 m1 m2 m3 m4

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Masse fraîche de chaque plantule chez les lignées SBP1 :: LUC, SBP1-P589 :: LUC, SBP1m1 :: LUC, 

SBP1m2 :: LUC, SBP1m3 :: LUC et SBP1m4 :: LUC. Les mesures ont été réalisées sur des plantules de 7 jours 

transférées 7 jours sur un milieu carencé en soufre. Pour chaque lignée, 16 plantules ont été analysées. WT : 

SBP1 :: LUC (L2, L5 et L14), P589 : SBP1-P589 :: LUC (L4, L10 et L18), M1 : SBP1m1 :: LUC (L6, L20 et L21), M2 : 

SBP1m2 :: LUC (L2, L9, L14 et L17), M3 : SBP1m3 :: LUC (L1, L3, L4, L11 et L12) et M4 : SBP1m4 :: LUC (L5 et L15). 

 

1. Le motif m2 est fortement impliqué dans la régulation de 

l’expression de SBP1 en réponse au cadmium, au séléniate et au 

cuivre 
 

Le motif M2 apparaissant comme un motif cis majoritairement impliqué dans la réponse de 

SBP1 à la carence en soufre, l’implication de celui-ci dans l’expression de SBP1 à différents stress a 

été étudiée. Les expériences ont été réalisées sur la lignée L5 SBP1 :: LUC et la lignée L14 SBP1m2  :: 

LUC, toutes deux choisies car elles présentent un niveau d’expression de la luciférase similaire en 

conditions normales de culture. Pour chacune de ces lignées, 16 plantules ont été analysées dans 

chaque condition. L’impact de la mutation m2 a été étudié sur la réponse de SBP1 au cadmium (Cd2+) 

au séléniate (SeO4
2-) et au cuivre (Cu2+). Des analyses d’induction de la luciférse ont été réalisées sur 

des plantules exposées à différentes concentrations de Cd2+, de SeO4
2- et de Cu2+ (50 µM, 150 µM et 

250 µM). Les enregistrements ont été réalisés à 24h et à 72h (Figures 60 A, 61 A et 62 A). La perte de 

masse par plantule a aussi été évaluée après 72h d’exposition (Figures 60 B, 61 B et 62 B).  
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Figure 57 : Impact de la mutation indépendante des motifs M1, M2, M3 et M4 sur l’activité luciférase en 
réponse à la carence en soufre sur des plantules de 7 jours transférées 4 jours sur un milieu carencé en soufre 
ou non. Les lignées testées sont des lignées homozygotes et 16 plantules par lignée ont été testées. Les 
enregistrements ont été réalisés pendant 5 min. A : L’activité LUC est exprimée en photon/s/plantule. B : 
L’activité LUC est normalisée par rapport au contrôle non carencé en soufre. Elle est exprimée en unités 
arbitraires. WT : SBP1 :: LUC (L2, L5 et L14), P589 : SBP1-P589 :: LUC (L4, L10 et L18), M1 : SBP1m1 :: LUC (L6, 
L20 et L21), M2 : SBP1m2 :: LUC (L2, L19, L14 et L17), M3 : SBP1m3 :: LUC (L1, L3, L4, L11 et L12) et M4 : 
SBP1m4 :: LUC (L5 et L15). 
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Figure 58: Impact de la mutation indépendante des motifs M1, M2, M3 et M4 sur l’activité luciférase en 

réponse à la carence en soufre sur des plantules de 7 jours transférées 7 jours sur un milieu carencé en 

soufre. Les lignées testées sont des lignées homozygotes et 16 plantules par lignée ont été testées. Les 

enregistrements ont été réalisés pendant 5 min. A : L’activité LUC est exprimée en photon/s/plantule. B : 

L’activité LUC est normalisée par rapport au contrôle non carencé en soufre. Elle est exprimée en unités 

arbitraires. WT : SBP1 :: LUC (L2, L5 et L14), P589 : SBP1-P589 :: LUC (L4, L10 et L18), M1 : SBP1m1 :: LUC (L6, 

L20 et L21), M2 : SBP1m2 :: LUC (L2, L19, L14 et L17), M3 : SBP1m3 :: LUC (L1, L3, L4, L11 et L12) et M4 : 

SBP1m4 :: LUC (L5 et L15). 
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Les expériences menées sur les plantes exposées au Cd2+ montrent que les lignées ont une 

perte de masse similaire par rapport au toxique. L’induction de l’activité luciférase en réponse au 

Cd2+ chez la lignée L5 SBP1 :: LUC est, comme attendu, un phénomène dose-dépendant à 24h 

(facteur d’induction allant de 1,5 à 2,2) (Figure 60 A). Chez la lignée L14 SBP1m2 :: LUC, l’activité 

luciférase par plantule n’est pas induite 24h après transfert pour des concentrations de 50 µM et 150 

µM mais elle est légèrement induite (facteur d’induction de 1,5) pour une concentration de 250 µM 

de Cd2+. A 72h, la réponse des lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC sont similaires ainsi que la 

perte de masse (Figure 60 B). La mutation du motif M2 semble donc affecter l’expression de la 

luciférase en réponse à une exposition au Cd2+ aux temps précoces. 

 

 

 

Figure 59 : Impact de la mutation des motifs M1, M2, M3 et M4 sur la bioluminescence de la luciférase sur des 

plantules de 7 jours transférées 4 jours sur un milieu carencé en soufre (-S) ou non (+S). Les lignées testées sont 

des lignées homozygotes et 16 plantules par lignée ont été testées. Les enregistrements ont été réalisés 

pendant 5 min. A : SBP1 :: LUC et SBP1-P589 :: LUC Contrôles positifs permettant de vérifier l’induction de SBP1 

en réponse à la carence en soufre. B : SBP1m1 :: LUC, SBP1m2 :: LUC, SBP1m3 :: LUC et SBP1m4 :: LUC. 
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Concernant l’exposition au SeO4
2-  pendant 24h de la lignée L5 SBP1 :: LUC, l’expression de la 

luciférase est, comme attendu, dose-dépendante par rapport aux concentrations de SeO4
2- (facteur 

d’induction allant de 2,4 à 4) (Figure 61 A). L’expression de la luciférase au niveau des plantules chez 

la lignée L14 SBP1m2 :: LUC n’est quasiment pas induite en réponse au SeO4
2- (facteur d’induction 

allant de 1,5 à 1,8). Dans le cas d’une exposition de 72h au SeO4
2-, l’induction de la luciférase 

observée chez la lignée L5 SBP1 :: LUC est plus importante qu’à 24h (facteur d’induction allant de 1,9 

à 4,2) et s’accompagne d’une perte de masse (Figure 61 B). Comme dans le cas du Cd2+, les deux 

lignées comparées présentent la même perte de masse en réponse au SeO4
2- (Figure 61 B). Chez la 

lignée L14 SBP1m2 :: LUC, l’induction de la luciférase est similaire à 24h donc quasi inexistante 

(facteur d’induction allant de 0,8 à 1,3). La mutation du motif M2 semble donc affecter l’expression 

de la luciférase en réponse à une exposition au SeO4
2- de façon similaire à 24h et 72h. 

 

Figure 60 : Implication du motif M2 dans la réponse de la plante au Cd
2+

. A : Comparaison de l’induction de 

l’activité luciférase chez les lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC en réponse au Cd
2+

 . Les analyses ont été 

réalisées sur des plantules de 7 jours transférées 24 h ou 72 h sur un milieu contenant 50 µM, 150 µM ou 250 µM 

de  Cd
2+

. Les enregistrements ont été réalisés pendant 5 min. Pour chaque lignée et chaque condition, 16 plantules 

ont été analysées. L’induction LUC normalisée par rapport au contrôle non exposé au Cd
2+

 est exprimée en unités 

arbitraires. B : Poids frais de chaque plantule chez les lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC. Les analyses 

ont été réalisées sur des plantules de 7 jours transférées 72 h sur un milieu contenant 50 µM, 150 µM ou 250 µM 

de Cd
2+

.Pour chaque lignée, 16 plantules ont été analysées. 
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Les lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC ont également été étudiées en réponse à des 

concentrations croissantes de Cu2+. Dans ce cas également, les deux lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 

SBP1m2 :: LUC ont perdu la même masse après 72 h d’exposition aux différentes concentrations de 

Cu2+. Après 24h, pour la lignée L5 SBP1 :: LUC, l’exposition au Cu2+ est celle qui entraîne la plus forte 

induction (facteur d’induction allant de 3,2 à 3,7) (Figure 62 A). Le phénomène dose-dépendant est 

moins marqué que dans le cas de l’exposition aux concentrations croissantes de Cd2+ et de SeO4
2-. 

L’induction de la luciférase est très faible dans le cas de la lignée SBP1m2 :: LUC (facteur d’induction 

allant de 1,1 à 1,7). A 72h, la perte de masse pour une exposition de 150 µM ou 250 µM de Cu2+ varie 

de 50 % à 70 %, ce qui est beaucoup plus important que dans le cas d’une exposition au Cd2+ ou au 

SeO4
2-. Ceci est dû à la forte toxicité du Cu2+ (Figure 62 B). A 72h, l’activité luciférase exprimée par 

plantule décroit à partir de 150 µM comparé au contrôle et ceci est dû à la forte perte de masse à ces 

Figure 61 : Implication du motif M2 dans la réponse de la plante au SeO4
2-

. A : Comparaison de l’induction de 

l’activité luciférase chez les lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC en réponse au SeO4
2-

 . Les analyses 

ont été réalisées sur des plantules de 7 jours transférées 24 h ou 72 h sur un milieu contenant 50 µM, 150 µM 

ou 250 µM de SeO4
2-

. Les enregistrements ont été réalisés pendant 5 min. Pour chaque lignée et chaque 

condition, 16 plantules ont été analysées. L’induction LUC normalisée par rapport au contrôle non exposé au 

SeO4
2-

 est exprimée en unités arbitraires. B : Poids frais de chaque plantule chez les lignées L5 SBP1 :: LUC et 

L14 SBP1m2 :: LUC. Les analyses ont été réalisées sur des plantules de 7 jours transférées 72 h sur un milieu 

contenant 50 µM, 150 µM ou 250 µM de SeO4
2-

.Pour chaque lignée, 16 plantules ont été analysées. 
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concentrations. La mutation du motif M2 semble donc affecter l’expression de la luciférase lors d’une 

exposition au Cu2+ à 24h et à 72h. 

L’ensemble de ces analyses réalisées en parallèle sur une lignée L5 SBP1 :: LUC et L14 

SBP1m2 :: LUC semble indiquer que le motif M2, impliqué dans l’induction de SBP1 en réponse à la 

carence en soufre, régule également fortement le niveau d’expression de SBP1 en réponse au stress 

induit par une exposition au Cd2+, au SeO4
2- et au Cu2+. Ce phénomène de régulation semble 

particulièrement marqué 24h après transfert sur les différents milieux contenants les toxiques. Ces 

analyses devront être reproduites à partir de plusieurs lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC. 

Ces résultats démontrent l’existence d’un lien fonctionnel entre l’expression de SBP1 et la réponse 

de la cellule à une demande en soufre. 
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Figure 62 : Implication du motif M2 dans la réponse de la plante au Cu
2+

. A : Comparaison de l’induction de 

l’activité luciférase chez les lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC en réponse au Cu
2+

 . Les analyses ont 

été réalisées sur des plantules de 7 jours transférées 24 h ou 72 h sur un milieu contenant 50 µM, 150 µM ou 250 

µM de Cu
2+

. Les enregistrements ont été réalisés pendant 5 min. Pour chaque lignée et chaque condition, 16 

plantules ont été analysées. L’induction LUC normalisée par rapport au contrôle non exposé au Cu
2+

 est exprimée 

en unités arbitraires. B : Poids frais de chaque plantule chez les lignées L5 SBP1 :: LUC et L14 SBP1m2 :: LUC. 

Les analyses ont été réalisées sur des plantules de 7 jours transférées 72h sur un milieu contenant 50 µM, 150 

µM ou 250 µM de Cu
2+

. Pour chaque lignée, 16 plantules ont été analysées.  
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C. Impact de la variation de l’expression de SBP1 sur le métabolisme du 

Sélénium 
 

Le Sélénium (Se) est capable de se lier à SBP1 lorsque celui-ci est initialement sous la forme 

SeO3
2-. Il a également été montré que la surexpression de SBP1 chez Arabidopsis thaliana augmentait 

la tolérance au SeO3
2- tandis que la sous expression de SBP1 augmentait la sensibilité à ce même 

toxique (Agalou et al., 2005). Dans l’hypothèse d’une liaison du Se à SBP1 in planta qui conférerait à 

SBP1 un rôle potentiel dans l’accumulation et la détoxication du Se, l’impact de SBP1 sur 

l’accumulation des 2 formes chimiques du Se (SeO3
2- et SeO4

2-) a été étudié. Des analyses de 

spéciation ont ensuite été menées dans les mêmes conditions.  

a) Lignées surexprimant SBP1 ou sous exprimant la famille des SBPs 
 

Les expériences ont été réalisées chez des lignées surexprimant SBP1 sous le contrôle du 

promoteur 35S dans le fond génétique WT et cad2-1. Les lignées cad2-1 sont des lignées déficientes 

en glutathion (GSH) et donc en phytochélatines (PCs). Des analyses d’immunodétection réalisées 

chez ces différentes lignées, au niveau des feuilles et des racines, ont montré qu’il y avait bien 

surexpression de SBP1 de façon homogène au niveau des racines (Dutilleul et al., 2008) (Figure 63). 

Ces lignées ne présentent pas de phénotype au niveaumacroscopique en conditions normales de 

culture mais elles présentent dans le fond génétique du mutant cad2-1, de façon très reproductible, 

une augmentation de tolérance au Cd2+, au SeO4
2- et à l’H2O2 (Dutilleul et al., 2008). Cette 

augmentation de tolérance est beaucoup moins marquée chez les lignées WT surexprimant SBP1, où 

seule la lignée 4 a un phénotype assez marqué. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 63 : Immunodétection de la protéine SBP1 exprimée sous le contrôle du promoteur 35S dans le fond 

génétique WT (A) et cad2-1 (B). Les protéines ont été extraites des racines et des feuilles indépendamment à 

partir de lignées d’Arabidopsis thaliana WT et cad2-1 non transformées, transformées avec le vecteur vide 

(pFp101) et transformées avec le vecteur permettant l’expression de SBP1 sous le contrôle du promoteur 35S 

(35 S :: SBP1) (3 lignées indépendantes pour chaque fond génétique). Des anticorps polyclonaux anti-SBP1 ont 

été utilisés pour détecter SBP1.  
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En parallèle, des lignées sous exprimant la famille des SBPs suite à l’insertion d’un microARN 

artificiel (amiRNA) ont été produites. En effet, des lignées KO pour le gène SBP1 présentaient une 

augmentation de l’expression de SBP2 (Dutilleul et al., 2008), ce qui suggère une redondance 

d’activité entre SBP1 et SBP2. Pour rechercher un phénotype en lien avec le niveau d’expression de 

SBP1, un amiRNA dirigé contre les 3 isoformes de SBPs a donc été utilisé. Ces lignées ont été 

sélectionnées dans un premier temps par western blot pour vérifier la perte d’expression de SBP1 

(Figure 64). Des analyses de PCR quantitative en temps réel ont ensuite été réalisées sur 2 lignées 

indépendantes pour vérifier la sous-expression de SBP2 et SBP3 (Figure 64). L’ensemble de ces 

résultats ont montré qu’il y avait bien sous-expression de SBP1 ainsi que de SBP2 et SBP3. 
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Figure 64 : Analyse de la sous expression de la famille des SBPs chez les lignées amiRNA par immunodétection 

et par PCR quantitative en temps réel. A : Immunodétection par Western Blot de la protéine SBP1 chez des 

lignées possédant un amiRNA empêchant l’expression des 3 isoformes de la famille des SBPs dans le fond 

génétique WT. Les protéines ont été extraites à partir de plantes entières d’Arabidopsis thaliana WT non 

transformées, transformées avec le vecteur vide (pFp101) et transformées avec le vecteur permettant 

l’expression d’un amiRNA dirigé contre les 3 isoformes de la famille des SBPs (7 lignées indépendantes). Des 

anticorps polyclonaux anti-SBP1 ont été utilisés pour détecter SBP1. Analyse par PCR quantitative en temps 

réel du niveau d’expression des 3 isoformes de la famille des SBPs. Les analyses ont été réalisées sur une lignée 

sauvage (contrôle) et sur deux lignées (L4 et L8) transformées avec un vecteur permettant l’expression d’un 

amiRNA qui empêche l’expression des 3 SBPs. B : Immunodétection par Western Blot de la protéine SBP1 chez 

des lignées possédant un amiRNA empêchant l’expression des 3 isoformes de la famille des SBPs dans le fond 

génétique cad2-1. Les protéines ont été extraites indépendamment des feuilles et des racines d’Arabidopsis 

thaliana cad2-1 non transformées et transformées avec le vecteur permettant l’expression d’un amiRNA dirigé 

contre les 3 isoformes de la famille des SBPs (5 lignées indépendantes). Des anticorps polyclonaux anti-SBP1 ont 

été utilisés pour détecter SBP1. 
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Les lignées exprimant l’amiRNA ont été mises en sol afin d’observer si celles-ci présentaient 

un phénotype en conditions normales de culture (Figure 65). Au niveau macroscopique, les plantes 

WT et amiRNA de 2 semaines et de 6 semaines ne présentent pas de différences marquantes dans 

leur développement. La sous expression des 3 isoformes de la famille des SBPs n’a donc pas d’impact 

sur le phénotype des plantes. 

 

Figure 65 : Phénotype des lignées WT et amiRNA en conditions normales de culture. A : Plantes de 2 semaines. 

B : Plantes de 6 semaines. 

 Dans les mêmes conditions que celles décrites par Agalou et al. (2005), c'est-à-dire après 2 à 

3 semaines de croissance depuis la germination, sur un milieu contenant 60 µM de SeO3
2-, les lignées  

amiRNA dans le fond génétique WT présentent une augmentation de sensibilité à ce toxique (Figure 

66). Ces analyses seront prochainement réalisées dans le fond génétique cad2-1.  

 

 

 

 

 

 

 

b) Analyse de l’accumulation du Se 
 

Figure 66 : Phénotype des lignées WT et amiRNA après 2 semaines de croissance sur un milieu contrôle et sur 

un milieu contenant 60 µM de SeO3
2-

. A : Pourcentage de mortalité observé chez les lignées amiRNA. Les 

lignées WT et WT vecteur vide (pFp101) ont été utilisées en tant que lignées contrôle. Les lignées L7, L8, L12 et 

L14 amiRNA ont été testées. B : Exemple de phénotype observé dans le cas d’une lignée WT et d’une lignée 

amiRNA. 
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Afin de déterminer si SBP1 peut jouer un rôle dans l’accumulation du Se, les lignées 

précédemment décrites sous exprimant la famille des SBPs et surexprimant SBP1 dans différents 

fonds génétiques (WT et cad2-1), ont été étudiées. Des plantules de 7 jours ont été transférées 3 

jours sur un milieu contenant 100 µM de SeO3
2-. Cette concentration a été choisie d’après les 

expériences de sensibilité au SeO3
2-  réalisées par Hugouvieux et al. (2009) qui montrent qu’il y a une 

accumulation dose dépendante du Se lorsque la plante est exposée à 50 et 500 µM de SeO3
2-. La 

concentration de 100 µM est modérément toxique dans nos conditions expérimentales. En effet, la 

diminution de poids des plantules est de 10 % et la diminution de la taille des racines est de 20 % par 

rapport aux plantes contrôles et les plantes sont encore bien vertes. Le Se est un toxique qui est 

rapidement transporté dans les feuilles (Arvy, 1993; Zayed et al., 1998; Hugouvieux et al., 2009), c’est 

pourquoi la quantification du Se a été réalisée dans les parties aériennes uniquement. 

La figure 67 montre que la même quantité de Se est accumulée (entre 0,3 et 0,5 nmoles de 

Se/mg MF suivant les expériences) dans les parties aériennes des lignées WT et cad2-1 non 

transformées ou transformées avec le vecteur vide exposées à 100 µM de SeO3
2-. La forte réduction 

de la quantité de GSH chez le mutant cad2-1 n’a donc pas d’influence sur la quantité de Se accumulé 

au niveau des parties aériennes. 

Concernant les lignées sous exprimant la famille des SBPs, 4 à 5 lignées indépendantes ont 

été testées dans chacun des fonds génétiques. Aucune différence d’accumulation du Se n’a été 

observée entre les différentes lignées (Figure 67 A). La sous-expression de la famille des SBPs, quel 

que soit le fond génétique, n’a donc pas d’impact sur l’accumulation du Se lorsque la plante est 

exposée à 100 µM de SeO3
2-  pendant 3 jours. 

A l’inverse, dans le cas de la surexpression de SBP1, des différences au niveau de la quantité 

de Se accumulé au niveau des feuilles sont observées entre les lignées surexprimant SBP1 et les 

plantes non transformées ou transformées avec le vecteur vide. Les lignées surexprimant SBP1 dans 

le fond génétique WT ne montrent pas de différence d’accumulation de Se au niveau des feuilles sauf 

la lignée 4 qui en accumule 2 fois plus. Dans le cas du fond génétique cad2-1, la quantité de Se 

accumulée par les lignées surexprimant SBP1 est 0,5 à 2 fois supérieur à la quantité de Se accumulée 

par les lignées cad2-1 non transformées ou transformées avec le vecteur vide (Figure 67 B). Il 

semblerait donc que la surexpression de SBP1, préférentiellement dans le fond cad2-1, ait un rôle 

dans l’accumulation du Se lorsque celui-ci est initialement sous la forme SeO3
2-.  
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Figure 67 : Effet de la sous expression de la famille des SBPs et de la surexpression de SBP1 sur la quantité de 

Se accumulée dans les parties aériennes lors d’une exposition au SeO3
2- 

dans les fonds génétiques WT et 

cad2-1. Des plantules de 7 jours ont été transférées 3 jours sur un milieu contenant 100 µM de SeO3
2-

. La 

quantité de Se présente dans les feuilles a été dosées par ICP-MS. Les lignées WT et cad2-1 ont été transformées 

avec le vecteur vide (pFp101) et servent de contrôle. A : La famille des SBPs a été sous exprimée dans chacun 

des fonds génétiques et 4 à 5 lignées indépendantes  (L4, L7, L8, L12 et L14 pour le fond génétique WT; L9, L10, 

L19 et L20 pour le fond génétique cad2-1) ont été testées. B : SBP1 a été surexprimée dans chacun des fonds 

génétiques et 4 lignées indépendantes (L3, L4, L6 et L35 pour le fond génétique WT; L6, L7, L17 et L29 pour le 

fond génétique cad2-1) ont été testées. 

 

Les expériences suivantes ont été poursuivies uniquement chez le surexpresseurs car ces 

lignées présentent un phénotype clair d’accumulation. Afin de confirmer ces résultats obtenus sur le 

surexpresseurs et d’étudier si cette accumulation est dose-dépendante, des expériences 

d’accumulation en présence de 50 et 100 µM de SeO3
2- ont été réalisées sur les lignées surexprimant 

SBP1 dans les fonds génétiques WT et cad2-1.  

Il a été montré précédemment qu’il n’y avait pas de différence d’accumulation du Se entre 

les lignées WT et cad2-1 (Figure 67) lorsque les plantes sont exposées à 100 µM de SeO3
2-. Ce même 

phénomène est observé lorsque les plantes sont exposées à 50 µM de SeO3
2- (figure 68). 

L’accumulation du Se est dose-dépendante par rapport à la quantité de SeO3
2- à laquelle la plante est 

exposée. En effet, la plante accumule plus de Se lorsqu’elle est exposée à 100 µM qu’à 50 µM de 

SeO3
2- (1,3 à 2 fois plus de Se) (Figure 68 A). Dans le cas du fond génétique WT, aucune différence 

d’accumulation n’est observée chez les différentes lignées lorsque celles-ci sont exposées à 50 µM de 

pFp101 pFp101 

pFp101 
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SeO3
2- sauf pour la lignée 4 qui accumule 2 à 3 fois plus de Se. Ce phénotype est similaire à celui 

décrit dans le cas des lignées exposés à 100 µM de SeO3
2-. Dans le cas du fond génétique cad2-1, la 

plante accumule plus de Se lorsque SBP1 est surexprimée (Figure 68 B), quelle que soit la 

concentration de SeO3
2- à laquelle la plante est exposée (50 µM ou 100 µM). Ce phénomène est 

également dose-dépendant car le niveau d’accumulation est plus élevé lorsque la plante est exposée 

à 100 µM qu’à 50 µM de SeO3
2- (1,5 à 2 fois plus de Se). Ces résultats montrent clairement que la 

surexpression de SBP1 dans le fond génétique cad2-1 entraine également une augmentation de 

l’accumulation de Se dans les parties aériennes lorsque la plante est exposée à 50 µM de SeO3
2-. 

 

 

 

Figure 68 : Effet de la surexpression de SBP1 sur la quantité de Se accumulé dans les parties aériennes lors 

d’une exposition à 50 µM et 100 µM de SeO3
2- 

dans les fonds génétiques sauvage (WT) et cad2-1. Des 

plantules de 7 jours ont été transférées 3 jours sur un milieu contenant 50 ou 100 µM de SeO3
2-

. La quantité de 

Se présente dans les feuilles a été dosée par ICP-MS. Les lignées WT et Cad2-1 ont été transformées avec le 

vecteur vide (pFp101) et servent de contrôle. SBP1 a été surexprimée dans chacun des fonds génétiques et 2 à 7 

lignées indépendantes (L3, L4, L6, L12, L16, L21, L30 et L35 pour le fond génétique WT;  L29 et 17 pour le fond 

génétique Cad2-1) ont été testées.  

 

La forme prédominante de Se présente dans les sols est la forme SeO4
2- (Terry et al., 2000; 

Sors et al., 2005; Missana et al., 2009). Des analyses de sensibilité préalablement publiées dans 

l’équipe ont montré que la surexpression de SBP1 augmentait la tolérance au SeO4
2- dans le fond 

génétique cad2-1 préférentiellement (Hugouvieux et al., 2009). Ce phénomène est existant mais 

moins marqué dans le fond génétique WT ou seule la lignée 4, encore une fois, présente ce 

phénotype. Le Se ne se lie pas à SBP1 lorsque celui-ci est initialement sous la forme SeO4
2- mais le 

niveau d’expression de SBP1 semble impliqué dans l’accumulation du Se et donc potentiellement 

dans la voie d’assimilation de ce composé. Ainsi, l’accumulation du Se lorsque la plante est exposée à 

50 et 100 µM de SeO4
2- a également été analysée dans les fonds génétiques WT et cad2-1 pour des 

lignées non transformées ou transformées avec le vecteur vide ainsi qu’avec des lignées 

surexprimant SBP1.  

pFp101 

Cad2-1 
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Les résultats obtenus lors des analyses d’accumulation du Se lorsque les plantes, dans le fond 

génétique WT, sont exposées à 50 ou 100 µM de SeO4
2- montrent que la surexpression de SBP1 n’a 

pas d’effet sur l’accumulation du Se sauf à nouveau dans le cas de la lignée 4 (Figure 69 A). Cette 

lignée, qui accumule 2 fois plus de Se lorsqu’elle est exposée au SeO3
2- accumule 2 fois moins de Se 

lorsqu’elle est exposée au SeO4
2- par rapport aux plantes contrôles non transformées ou 

transformées avec le vecteur vide. Pour l’ensemble des lignées, la différence d’accumulation est à 

nouveau dose-dépendante. En effet, le niveau d’accumulation est plus élevé lorsque la plante est 

exposée à 100 qu’à 50 µM de SeO4
2- (1,4 à 2 fois plus de Se). Dans le cas du fond génétique cad2-1, la 

surexpression de SBP1 entraine une diminution de la quantité de Se accumulée (1,4 à 1,6 fois moins) 

lorsque les plantes sont exposées à 50 et 100 µM de SeO4
2- (Figure 69 B). Ces résultats montrent que 

dans le fond génétique cad2-1, la surexpression de SBP1 entraine une diminution de l’accumulation 

de Se dans les parties aériennes lorsque la plante est exposée 3 jours à 50 et 100 µM de SeO4
2. Ce 

phénotype pourrait être à l’origine de l’augmentation de tolérance observée chez ces plantes 

exposées au SeO4
2- (Hugouvieux et al., 2009). 

 Ces résultats démontrent que la surexpression de SBP1 perturbe l’accumulation du Se dans 

les parties aériennes de façon opposée suivant la forme chimique à laquelle elle est exposée. Les 

principales différences dans le métabolisme du Se entre les deux formes chimiques du SeO3
2- et du 

SeO4
2 se situent d’une part au niveau de leur l’absorption (qui fait intervenir des transporteurs de 

phosphate et de sulfate respectivement) et d’autre part au niveau d’une étape précoce de la voie 

d’assimilation du Se qui correspond à la réduction du SeO4
2- en SeO3

2-. Ces résultats suggèrent que la 

surexpression de SBP1 pourrait influencer les premières étapes du métabolisme du Se.  
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Figure 69 : Effet de la surexpression de SBP1 sur la quantité de Se accumulé dans les parties aériennes lors 

d’une exposition au SeO4
2-

 (B) dans les fonds génétiques sauvage (WT) et cad2-1. Des plantules de 7 jours ont 

été transférées 3 jours sur un milieu contenant 50 ou 100 µM de SeO4
2-

. La quantité de Se présente dans les 

feuilles a été dosée par ICP-MS. Les lignées WT et cad2-1 ont été transformées avec le vecteur vide (pFp101) et 

servent de contrôle. SBP1 a été surexprimée dans chacun des fonds génétiques et 2 à 7 lignées indépendantes 

(L3, L4, L6, L12, L16, L21, L30 et L35 pour le fond génétique WT; L29 et 17 pour le fond génétique cad2-1) ont 

été testées. 

c) Analyse de la spéciation du Se 
 

 D’après les résultats précédemment obtenus, la surexpression de SBP1 influence la quantité 

de Se accumulé dans la plante et ceci est fonction de la spéciation du Se avec laquelle la plante est 

mise en contact (SeO3
2- ou SeO4

2-). L’impact du niveau d’expression de SBP1 sur la spéciation du Se 

dans la plante en fonction des deux formes chimiques a ensuite été étudié. Cette spéciation du Se a 

été étudiée grâce à une technique utilisant le rayonnement synchrotron : le XANES (spectroscopie 

d’absorption des rayons X au voisinage du seuil d’absorption). Cette technique permet d’obtenir, 

pour un échantillon de plantes, le pourcentage de différents types de composés séléniés présentant 

des signatures spectrales différentes. Cette technique permet de différencier facilement des 

composés ayant des degrés d’oxydation différents, et également des composés de même degré 

d’oxydation mais dont la structure locale autour du Se varie. Ces expériences ont été réalisées sur la 

ligne CRG/FAME de l’ESRF (European Radiation Synchrotron Facility, Grenoble) en collaboration avec 

D. Testemale. Pour cela, différentes lignées présentant différents niveaux d’expression de SBP1 

(lignées WT, lignées 35S :: SBP1 et lignées amiRNA sous exprimant l’ensemble de la famille des SBPs) 

dans différents fonds génétiques (WT et cad2-1) ont été testées. Des plantules de sept jours de 

chacune de ces lignées ont été mises en contact avec 100 µM SeO3
2- ou 100 µM SeO4

2- pendant trois 

jours. Les parties aériennes des plantes ont ensuite été broyées dans l’azote liquide afin d’obtenir un 

échantillon homogène puis les analyses XANES ont été réalisées à basse température. Différents 

étalons représentant les différentes formes de Se pouvant être présentes chez la plante ont été 

Cad2-1 

pFp101 

pFp101 

cad2-1 

pFp101 
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analysées en XANES. Ces étalons sont les suivants : Na Séléniate (SeO4
2-), Na Sélénite (SeO3

2-), 

Sélénométhionine (SeMet) et Sélénométhylcystéine (SeMetCys) qui correspondent au Se lorsqu’il est 

incorporé sous forme organique (R-Se-R), Se Cystine qui correspond au Se lorsqu’il est incorporé sous 

la forme R-Se-Se-R et le Sélénodiglutathion (SediGSH) qui  correspond au Se lorsque celui-ci est lié à 

deux atomes de soufre (S) (Figure 70 A). Des combinaisons linéaires ont été réalisées grâce au logiciel 

Athéna pour une gamme d’énergie allant de -10,153 eV à 7,410 eV à partir des spectres étalons. 

Celles-ci ont ensuite permis de déterminer la composition en éléments séléniés de chacune des 

lignées analysées. Concernant les différents spectres standards utilisés, il n’est pas possible lors des 

combinaisons linéaires de distinguer la SeMet et la SeCysMet. Ces analyses ont été réalisées en 

collaboration avec G. Sarret d’ISTerre (Institut des Sciences de la Terre, Grenoble). L’ensemble des 

données obtenues pour les différentes lignées exposées au SeO3
2- ou au SeO4

2- est présenté dans la 

figure 70 B. Le tableau 13 représente les pourcentages des différentes espèces séléniées présentes 

dans les parties aériennes de chaque lignée.  

 Les analyses XANES réalisées à partir des parties aériennes des plantes exposées au SeO3
2-  

montrent que quel que soit le fond génétique et le niveau d’expression de SBP1, le Se se retrouve 

entièrement sous forme organique (R-Se-R) chez Arabidopsis thaliana (Tableau 13). Ce résultat est en 

accord avec les données de la littérature qui montrent que le SeO3
2 est directement incorporé sous 

forme organique dans les racines, puis transloqué, ce qui explique en partie sa forte toxicité (Li et al., 

2008; Zhu et al., 2009). Le niveau de GSH ainsi que le niveau d’expression de SBP1 ne semblent donc 

pas jouer de rôle sur la spéciation du Se lorsque les plantes sont exposées au SeO3
2-. Celui-ci peut 

être sous différentes formes organiques mais seulement des analyses par spectrométrie de masse 

permettraient de différencier ces différentes formes. 

 Les analyses XANES réalisées sur les parties aériennes des plantes exposées au SeO4
2-  

montrent que pour l’ensemble des lignées testées, le Se est majoritairement sous forme SeO4
2- (59 à 

75 %) et minoritairement sous forme organique R-Se-R (25 à 41 %) (Tableau 13). Les données 

obtenues sur les lignées WT sont en accord avec les données de la littérature (de Souza et al., 1998; 

Zayed et al., 1998; Pilon-Smits et al., 1999). En effet, la réduction du SeO4
2- en SeO3

2- est une étape 

limitante, ce qui explique la forte proportion de SeO4
2- non réduit retrouvé dans les parties aériennes 

de la plante. 

 Pour chacun des fonds génétiques, il ne semble pas qu’il y ait d’impact du niveau 

d’expression de SBP1 sur la spéciation du Se. Par contre, les résultats obtenus mettent en évidence 

un pourcentage de Se sous forme organique plus élevé chez les lignées cad2-1 (43 % de R-Se-R) que 

chez les lignées WT (25 %). Ceci est particulièrement observé dans le cas des lignées contrôles pour 
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lesquelles les 3 isoformes de la famille des SBPs sont sous exprimées (lignées amiRNA). Les résultats 

obtenus suggèrent que la déficience en GSH entraine une incorporation plus importante du Se sous 

forme organique. Ce résultat très intéressant pourrait expliquer pourquoi les lignées cad2-1 sont 

hypersensibles au SeO4
2-  (Hugouvieux et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 L’ensemble des données obtenues suite à ces analyses d’accumulation et de spéciation du Se 

chez des lignées ayant différents niveaux d’expression de SBP1 dans différents fonds génétiques ont 

permis de mettre en évidence l’implication de SBP1 dans le métabolisme du Se. Les résultats obtenus 

dans le cas du SeO3
2- et du SeO4

2- étant différents, il semblerait que SBP1 puisse avoir des fonctions 

différentes au niveau du métabolisme du Se.  

 

Figure 70 : Spectre XANES au seuil K du Se. A : Les différents standards utilisés sont les suivants : Na Selenate : 

5000 ppm SeO4
2-

 ; Na Selenite : 5000 ppm SeO3
2-

 ; SeMet : Selenométhionine (R-Se-R) 5000 ppm ; SeMet Cys :  

Selenométhylcystéine 5000 ppm (R-Se-R); SeCystine : Selenocystine 5000 ppm (R-Se-Se-R) et SediGSH : 

Selenodiglutathion (R-S-Se-S-R) 1000 ppm. B : Les traits pleins représentent les spectres XANES des lignées WT 

(fond génétique sauvage), WT_OE4 (fond génétique sauvage, surexpression de SBP1, lignée 4), WT amiRNA 

(fond génétique sauvage, sous expression de la famille des SBPs), Cad2-1 (fond génétique Cad2-1), Cad2-1 OE7 

et Cad2-1 OE29 (fond génétique Cad2-1, surexpression de SBP1, lignées 7 et 29) et Cad2-1 amiRNA (fond 

génétique Cad2-1, sous expression de la famille des SBPs). Les pointillés représentent les simulations réalisées 

par combinaisons linéaires. Pour l’ensemble de ces lignées, des plantules de 7 jours ont été transférées 3 jours 

sur un milieu contenant 100 µM de SeO4
2-

 ou de SeO3
2-

.  
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lignée R-Se-R (%) Facteur R

WT 100 0,0043

WT OE 4 (L4) 100 0,0048

WT amiRNA 15 (L15) 100 0,0039

cad 2-1 100 0,0022

cad 2-1 OE 7 (L7) 100 0,0033

cad 2-1 OE 29 (L29) 100 0,0014

cad 2-1 amiRNA 20 (L20) 100 0,0027

lignée SeO4
2- (%) R-Se-R (%) Facteur R

WT 75 25 0,0043

WT OE 4 (L4) 66 34 0,0048

WT amiRNA 15 (L15) 73 27 0,0039

cad 2-1 57 43 0,0022

cad 2-1 OE 7 (L7) 64 36 0,0033

cad 2-1 amiRNA 20 (L20) 59 41 0,0027

SeO3
2-

SeO4
2-

Tableau 13 : Quantité de chacune des espèces présentes en fonction du fond génétique, du niveau 

d’expression de SBP1 et de la spéciation du Se (SeO4
2- 

ou SeO3
2-

) présent dans le milieu de culture. Ces calculs 

ont été réalisés à partir des simulations présentées dans la figure 70. Les simulations ont été réalisées par 

combinaisons linéaires pour des valeurs de E allant de -10,153 eV à 7,410 eV. Les spectres du Na Selenate et du 

Se organique (R-Se-R) ont été utilisés dans le cas des plantes exposées au SeO4
2- 

et les spectres du Se organique 

(R-Se-R) ont été utilisées dans le cas des plantes exposées au SeO3
2-

. La sensibilité de la technique utilisée pour 

les combinaisons linéaires n’est pas suffisante pour distinguer les différentes formes organiques SeMet et 

SeMetCys. Le facteur R représente la valeur résiduelle entre la simulation et le spectre expérimental. 
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D. Discussion 
 

Les analyses réalisées in planta ont permis de déterminer la localisation sub cellulaire de 

SBP1, d’identifier un élément cis de régulation indispensable à son expression en réponse au stress et 

de démontrer l’impact de son expression sur l’accumulation et la sensibilité au Se.  

SBP1 est cytosolique et nucléaire  

Les analyses réalisées en microscopie confocale ont montré que SBP1 était nucléaire et 

cytosolique. Ces données sont en accord avec celles obtenues pour la protéine SBP1 chez l’homme 

(Chen et al., 2004; Stammer et al., 2008; Xia et al., 2011). Bien que les analyses en expression stable 

chez Arabidopsis thaliana aient été réalisées avec la forme GFP-SBP1, il est important de noter qu’il 

n’existe pas de séquence signal d’adressage en N terminal chez SBP1. En expression transitoire chez 

le tabac, les protéines recombinantes GFP-SBP1 et SBP1-GFP sont toutes deux localisées dans le 

cytosol et le noyau, ce qui confirme cette localisation chez Arabidopsis thaliana. De plus, la 

localisation cytosolique de SBP1 a été récemment validée par des analyses protéomiques (Ito et al., 

2011; Elmore et al., 2012). Nos résultats ont suggéré que SBP1 semblait être impliquée dans la 

détoxication d’éléments métalliques tel que le Cd2+ ou non métalliques tel que le Se via un 

phénomène de chélation. Ce rôle pourrait être exercé par SBP1 lorsque celle-ci est cytosolique. La 

présence de SBP1 dans le noyau suggère que SBP1 pourrait aussi avoir une autre fonction dans la 

régulation de l’expression de certains gènes.  

Le motif M2 GAGAC est un élément cis de régulation du promoteur du gène SBP1 en réponse à la 

carence en soufre ainsi qu’à d’autres stress  

Des plantes ont été transformées avec le promoteur de SBP1 muté ou non en amont du gène 

codant pour la luciférase. Les enregistrements de l’activité luciférase ont été réalisés sur différentes 

lignées pour lesquelles un ou plusieurs motifs GAGAC présents dans le promoteur de SBP1 ont été 

mutés. Le motif GAGAC a été identifié en tant qu’élément cis de régulation en réponse à la carence 

en soufre au niveau du promoteur du transporteur racinaire SULTR1;1 chez Arabidopsis thaliana 

(Maruyama-Nakashita et al., 2005). Les analyses réalisées ont permis de mettre en évidence que 

parmi les différents motifs GAGAC présents dans le promoteur de SBP1, le motif M2 situé entre les 

bases 217 et 221 en amont de l’ATG apparait comme un acteur principal régulant l’expression de 

SBP1 en réponse à la carence en soufre. En effet, 4 et 7 jours après transfert sur milieu carencé en 

soufre, l’augmentation de l’activité LUC des lignées SBP1m2 :: LUC est nettement réduite par rapport 

aux lignées SBP1 :: LUC ou SBP1-P589 :: LUC, mais pas complètement abolie. La réduction de 
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l’induction de la luciférase semble plus importante à 4 jours qu’à 7 jours, ce qui suggère qu’au cours 

du temps, d’autres mécanismes moléculaires pourraient intervenir dans l’induction de SBP1. Il serait 

d’ailleurs intéressant d’étudier ces lignées SBP1m2 :: LUC à des temps plus précoces. Parmi les 

différents mécanismes connus dans la régulation des gènes en réponse à la carence en soufre figure 

l’induction de gène via le facteur de transcription SLIM1 (Sulfur LIMitation 1) (Maruyama-Nakashita 

et al., 2006). Celui-ci intervient dans l’induction du transporteur SULTR1;2, localisé au niveau des 

racines et qui joue un rôle majeur dans l’absorption du sulfate (Shibagaki et al., 2002; Yoshimoto et 

al., 2002). Chez les lignées slim1, SULTR1;2 n’est pas induit lors d’une carence en soufre, ce qui 

montre que ce transporteur est régulé principalement par SLIM1. Le transporteur SULTR1;1 est 

également induit en réponse à la carence en soufre mais son niveau d’expression n’est pas 

complètement abolie chez le mutant slim1. L’induction de SULTR1;1 en réponse à cette carence est 

également connue pour être régulée par l’élément cis GAGAC présent au niveau du promoteur 

(Maruyama-Nakashita et al., 2005) et chez les lignées slim1, SULTR1;1, contrairement à SULTR1;2, 

présente une induction en réponse à la carence en soufre (3 fois plus faible que chez le sauvage). 

Ceci montre donc que l’expression de SULTR1;1 est régulée à la fois par l’élément cis GAGAC et par le 

facteur de transcription SLIM1. Dans le cas de SBP1, il se pourrait donc, qu’au cours du temps, son 

expression soit régulée par SLIM1. La séquence reconnue par SLIM1 n’est actuellement pas connue 

mais le motif AYGWAYCT est présent dans le promoteur de plusieurs gènes dont le niveau de 

transcrit est dépendant de SLIM1. Il est intéressant de noter que ce motif est présent dans le 

promoteur de SBP1. Afin d’analyser plus précisément les différents mécanismes moléculaires 

impliqués dans la régulation de l’expression de SBP1 en réponse à la carence en soufre, des analyses 

du niveau d’expression de cette protéine chez les lignées slim1 pourraient être menées. Parmi les 

différents acteurs intervenant dans la réponse à la carence en soufre figure également le 

microARN395 qui joue un rôle important dans la translocation du soufre vers les parties 

aériennes (Kawashima et al., 2011). Le microARN395 permet de maintenir un niveau de transcription 

optimal de l’ATP sulfurylase et du transporteur de soufre de faible affinité SULTR2;1. Afin d’étudier 

l’impact du microARN395 sur SBP1, des analyses du niveau d’expression de SBP1 pourraient être 

menées sur des plantes surexprimant ou n’exprimant pas le microARN395 en condition de carence 

en soufre. Il existe également un mécanisme moléculaire qui régule l’expression de PRH43 (ou APR2) 

et qui fait intervenir deux facteurs de transcription de la famille des MYB, MYB122 et MYB76, 

impliqués également dans la régulation de la biosynthèse des glucosinolates (Yatusevich et al., 2010). 

L’APS, qui est également impliqué dans une des étapes précoces de la voie d’assimilation du soufre 

et donc du Se, est aussi régulée par un facteur de transcription de la famille des MYB. Il se pourrait 

donc que SBP1, potentiellement impliquée dans une des étapes précoces du métabolisme du Se, soit 

également régulée par un de ces facteurs de transcription. 
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 SBP1 est induite en réponse à la carence en soufre, mais également lors d’une exposition au 

Cd2+, au SeO4
2- et au Cu2+ (Dutilleul et al., 2008; Hugouvieux et al., 2009). Les analyses préliminaires 

d’activité luciférase réalisées sur une les lignée SBP1m2 :: LUC (L14) en comparaison avec la lignée 

SBP1 :: LUC (L5) ont montré que l’induction de SBP1 en réponse à ces différents stress était 

fortement régulée par le motif M2 et ceci de façon plus prononcée à 24h notamment dans le cas du 

Cd2+. Les travaux antérieurs dans l’équipe avaient suggéré qu’une demande en soufre pouvait être le 

signal responsable de l’induction de SBP1 en réponse au stress (Hugouvieux et al., 2009). L’exposition 

au Cd2+ et au SeO4
2- entraînent une chute de GSH significative chez la plante car celui-ci intervient 

dans les processus de détoxication (Sarry et al., 2006; Hugouvieux et al., 2009). En présence de Cu2+, 

la lutte contre le stress oxydant fait intervenir le GSH. Il semblerait donc que l’exposition au Cd2+, au 

SeO4
2- et au Cu2+, en faisant chuter le taux de GSH augmente la demande en soufre de la cellule. Le 

fait que la mutation du motif M2 abolisse en partie l’expression de SBP1 en réponse au Cd2+, au 

SeO4
2- et au Cu2+ confirme cette hypothèse. Ces résultats confirment l’importance et le rôle de SBP1 

en réponse à la carence en soufre. 

La surexpression de SBP1 a un impact sur le métabolisme du Se  

 L’ensemble des analyses d’accumulation et de spéciation du Se ont été réalisées sur des 

lignées présentant différents niveaux d’expression de SBP1 dans le fond génétique WT et le fond 

génétique cad2-1. Les résultats démontrent l’implication de SBP1 dans le métabolisme du Se. En 

effet, l’accumulation du Se dans les parties aériennes est fortement affectée dans les plantes 

surexprimant SBP1. Le niveau d’accumulation augmente lorsque la plante est exposée à 100 µM de 

SeO3
2- et diminue lorsqu’elle est exposée à 100 µM de SeO4

2-. Ce phénotype sur l’accumulation est 

observé de façon très reproductible chez les lignées surexprimant SBP1 déficientes en GSH. Il serait 

très intéressant de rechercher maintenant plus précisément pourquoi ce phénotype est observé plus 

particulièrement dans le cas du fond génétique cad2-1. L’absence de GSH pourrait en effet jouer un 

rôle sur l’activité de SBP1 ou sur son niveau d’expression chez les lignées cad2-1. Des analyses de PCR 

quantitative devront être réalisées afin d’analyser le niveau d’induction chez les surexpresseurs de 

SBP1 dans les deux fonds génétiques WT et cad2-1. 

Influence du GSH sur le métabolisme du Se 

Les lignées WT et cad2-1 accumulent, au niveau des parties aériennes, plus de Se lorsqu’elles 

sont exposées au SeO4
2- que lorsqu’elles sont exposées au SeO3

2-. Les quantités de Se accumulées 

sont variables en fonction de la spéciation initiale du Se mais elles ne varient pas en fonction du fond 

génétique. Ceci montre que la déficience en GSH n’a pas d’influence sur l’accumulation du Se. 

L’accumulation plus importante de Se en présence de SeO4
2- a été observé chez plusieurs espèces 
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telles que Brassica oleacera, Brassica juncea, Beta vulgaris, Triticum aestivum et Oriza sativa (Zayed 

et al., 1998; de Souza et al., 1999; Cubadda et al., 2010). Ceci peut s’expliquer par le fait que le SeO4
2- 

est majoritairement transféré vers les parties aériennes puis réduit en Se organique alors que le 

SeO3
2- est réduit en Se organique au niveau des racines puis transféré (Zhu et al., 2009 ; Li et al., 

2008). 

D’après les données connues sur la voie d’assimilation du SeO3
2-, sa réduction en Se2- a lieu 

majoritairement au niveau du cytosol via le GSH. La réduction du SeO3
2- peut également se faire au 

niveau du chloroplaste via une enzyme, la sulfite réductase (SiR), ou via le GSH. Les analyses de 

spéciation du Se ont montré que les lignées WT et cad2-1 exposées au SeO3
2- présentaient 100 % de 

Se sous forme organique. La réduction du taux de GSH chez les lignées cad2-1, malgré son 

implication dans l’assimilation du SeO3
2-, n’a donc pas d’influence sur la réduction du SeO3

2-. Il se 

pourrait donc que la quantité de GSH chez les lignées cad2-1 soit suffisante dans ces conditions de 

stress pour réduire le SeO3
2-, ou bien il se pourrait que la déficience en GSH induise une plus forte 

expression ou une plus forte activité de l’enzyme SiR. Ceci pourrait être analysé en testant des 

concentrations beaucoup plus fortes en SeO3
2-, ou bien en étudiant notamment l’impact du niveau 

de GSH sur l’expression de la SiR.  

Concernant l’assimilation du SeO4
2-, celui-ci rentre via les transporteurs de SO4

2-, tout 

particulièrement SULTR1;2 (El Kassis et al., 2007) puis est réduit en SeO3
2- lors d’une étape limitante 

faisant intervenir l’ATP Sulfurylase (de Souza et al., 1998). Les étapes suivantes de la réduction du 

SeO3
2- sous forme organique se font exclusivement au niveau chloroplastique via la SiR et/ou le GSH. 

Les analyses de spéciation ont montré que lors d’une exposition au SeO4
2-, les lignées WT 

accumulaient le Se sous la forme SeO4
2- et sous forme organique. Dans le cas des lignées cad2-1, la 

proportion de Se accumulé sous forme organique est plus élevée. Il a été montré que les lignées 

cad2-1 présentaient une augmentation de la sensibilité au SeO4
2- (Hugouvieux et al., 2009). En 

parallèle, une chute de GSH est observée chez une plante sauvage traitée au SeO4
2- (Hugouvieux et 

al., 2009). Le GSH pourrait donc permettre de détoxifier le SeO4
2-. La toxicité du Se chez la plante 

s’explique par l’incorporation non-spécifique du Se au niveau des protéines. Chez les lignées cad2-1, 

le manque de GSH favoriserait donc la disponibilité du Se pour être incorporé dans les protéines. 

L’augmentation de la proportion de Se sous forme organique dans le cas des lignées cad2-1 est donc 

en accord avec l’augmentation de sensibilité au SeO4
2- observée (Hugouvieux et al., 2009). 

Influence de SBP1 sur le métabolisme du Se 

Les analyses de spéciation réalisées ont montré que quelque soit le niveau d’expression de 

SBP1 et quelque soit le fond génétique, le Se est accumulé sous forme organique au niveau des 
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parties aériennes lorsque les plantes sont exposées au SeO3
2-. Les analyses d’accumulation du Se ont 

montré que la surexpression de SBP1 dans le fond génétique cad2-1 augmentait l’accumulation de Se 

lors d’une exposition au SeO3
2-. Dans le cas du fond génétique WT, le même phénotype 

d’accumulation est observé uniquement pour la lignée 4 dont le niveau de surexpression de SBP1 est 

plus important que celui des autres lignées. L’ensemble de ces résultats montre donc que la 

surexpression de SBP1 lorsque les plantes sont exposées au SeO3
2- permet d’augmenter la quantité 

de Se sous forme organique dans les parties aériennes et ce, plus particulièrement lors d’une 

déficience en GSH. Le SeO3
2- est majoritairement réduit au niveau des racines dans le cytosol via le 

GSH. Le SeO3
2- étant réduit dans la fond génétique cad2-1 déficient en GSH, il se pourrait que SBP1 in 

planta soit impliquée dans la réduction du SeO3
2-, réduction qu’elle semble capable d’effectuer in 

vitro. La localisation cytosolique de SBP1 et le rôle suggéré agoniste au GSH de SBP1 (Hugouvieux et 

al., 2009) sont en accord avec ce résultat. L’augmentation de la quantité de Se accumulé pourrait, de 

façon complémentaire, s’expliquer par l’augmentation de l’expression ou de l’activité de la SiR 

chloroplastique en réponse à la déficience en GSH.  

Les plantes sous exprimant l’ensemble de la famille des SBPs ne présentent pas de 

phénotype en conditions normales de culture. L’analyse du niveau d’expression de ces 3 isoformes 

réalisée par PCR quantitative a montré que les lignées amiRNA présentaient un niveau d’expression 

résiduel de SBP1-2 et SBP3 d’environ 10 % et 20 % respectivement. Il se pourrait donc que l’absence 

de phénotype chez les lignées amiRNA soit due à l’expression résiduelle de ces 3 isoformes. Des 

lignées sbp1, sbp3 et sbp1×sbp3 sont actuellement disponibles au laboratoire et celles-ci ne 

présentent aucun phénotype (Dutilleul et al., 2008). Afin de réduire au maximum l’expression des 3 

isoformes de la famille des SBPs, ces lignées ont été transformées avec le vecteur codant pour 

l’expression de l’amiRNA. Les lignées sont en cours de sélection. Des analyses de sensibilité ont 

également montré qu’en présence de 60 µM de SeO3
2-, un phénotype d’hypersensibilité était 

observé chez les lignées amiRNA. Ce phénotype devra être confirmé par complémentation. Pour 

cela, des lignées amiRNA SBP1 ont été transformées avec un vecteur permettant l’expression de 

SBP1 avec un ARN messager non reconnu par le microARN artificiel. Des analyses de sensibilité au 

SeO3
2- devront être réalisées sur ces lignées. Les lignées amiRNA ne montrent pas de différence 

d’accumulation et de spéciation du Se. L’analyse de l’accumulation et de la spéciation chez ces 

lignées lors d’une exposition au SeO3
2- devra être réalisée au cours du temps afin de valider l’impact 

ou non de la sous expression des SBPs dans le métabolisme du Se. 

Lors d’une exposition au SeO4
2-, le niveau d’expression de SBP1 n’a pas d’influence sur la 

spéciation du Se. Les analyses d’accumulation du Se ont mis en évidence que la surexpression de 

SBP1 dans le fond génétique cad2-1 entrainait une diminution de la quantité de Se accumulé au 
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niveau des parties aériennes. Ces résultats sont en accord avec les données précédemment publiées 

(Hugouvieux et al., 2009) qui montrent que la surexpression de SBP1 dans le fond génétique cad2-1 

restaure la tolérance au SeO4
2-. Cette tolérance, observée au niveau des feuilles et des racines, 

s’expliquerait donc par une diminution de la quantité de Se accumulé. La diminution d’accumulation 

du Se au niveau des racines devra tout de même être vérifiée. Lors d’une exposition au SeO4
2-, SBP1 

est induite via le motif cis GAGAC. Il se pourrait donc que l’induction de SBP1 via ce motif lui confère 

un rôle dans la régulation de l’absorption. SBP1 pourrait aussi être impliquée dans le transfert du 

SeO4
2- vers les parties aériennes. L’expression des différents transporteurs capables de transporter le 

SeO4
2- devra être quantifiée en fonction de l’expression de SBP1.  

Conclusion 

 Ces expériences ont permis de déterminer que SBP1 est cytosolique et nucléaire. 

L’augmentation de l’expression de SBP1 en réponse au stress fait intervenir l’élément cis GAGAC. 

L’identification de cet élément démontre un lien fonctionnel entre SBP1 et une demande en soufre 

de la cellule. La surexpression de SBP1 perturbe l’accumulation du Se dans la plante. Ces résultats 

suggèrent que SBP1 est impliquée dans des étapes précoces du métabolisme du Se.  
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La protéine SBP1 a été identifiée dans l’équipe comme un candidat potentiel impliqué dans 

un nouveau mécanisme de lutte que la plante peut mettre en place pour faire face à la toxicité des 

métaux lourds dans les sols. Par exemple, dans le cas de la réponse de la plante au stress métallique 

provoqué par le cadmium (Cd), SBP1 présente différentes caractéristiques importantes et favorables 

pour intervenir dans un la lutte contre ce stress. Tout d’abord, SBP1 s’accumule précocement en 

réponse au Cd2+. De plus, la surexpression de SBP1 chez Arabidopsis thaliana augmente la tolérance à 

ce métal. Enfin, la protéine in vitro est capable de chélater le Cd2+. SBP1 est également induite en 

réponse à différents stress et possède dans sa séquence primaire de nombreux sites de liaison aux 

métaux. En parallèle, il a été montré que sa surexpression augmentait la tolérance à différents stress.  

Suite à ces différents résultats, l’objectif de ma thèse a donc été de poursuivre l’analyse 

fonctionnelle intégrée de SBP1 chez Arabidopsis thaliana afin de mieux comprendre son rôle dans la 

réponse au stress. Pour cela des analyses complémentaires in vitro et in planta ont été menées. Le 

but des analyses in vitro a été de rechercher si différents ligands comme des métaux autres que le 

Cd2+ étaient capables de se lier à SBP1 et de déterminer si le sélénium (Se) était également capable 

de se lier à celle-ci comme son homologue chez les mammifères. Il a été mis en évidence que 

différents métaux essentiels ou non ainsi que le Se avaient la capacité de se lier à SBP1. Ceci est en 

accord avec la présence de nombreux sites de liaisons dans la séquence de la protéine. Les acides 

aminés impliqués dans la liaison du Se à SBP1 ainsi que la nature de la liaison ont été caractérisés. 

Dans le cas du Cd2+, l’affinité du métal pour SBP1 a été déterminée et la nature des résidus (soufrés) 

impliqués dans la liaison a été identifiée. Grâce à la structure 3D de SBP1 obtenue par modélisation, il 

a été mis en évidence que SBP1 adoptait une structure de type beta propeller dont le centre, riche en 

résidus histidines, semble important dans la stabilité de la protéine. Les analyses in planta ont permis 

d’obtenir des informations caractéristiques de SBP1 dans le contexte cellulaire. L’objectif de ces 

analyses a été d’étudier la localisation cellulaire de SBP1, d’identifier des éléments clefs impliqués 

dans la régulation de l’expression du gène en réponse au stress et enfin, d’étudier l’impact de SBP1 

sur l’accumulation et la sensibilité à un de ces ligands. Il a été montré que SBP1 était localisée dans le 

cytosol et dans le noyau. L’élément cis de régulation GAGAC a été caractérisé en tant qu’élément 

majeur impliqué dans la régulation de SBP1 en réponse aux différents stress inducteurs de celle-ci. 

Enfin, corrélé à la capacité du Se à se lier à SBP1 in vitro et son implication dans la réponse à la 

carence en soufre, il a été montré que la surexpression de SBP1 modifiait le niveau d’accumulation 

du Se dans la plante ainsi que sa sensibilité. L’ensemble de ces résultats va être discuté afin de mieux 

comprendre comment SBP1 pourrait intervenir dans les processus de détoxication par chélation en 

réponse à des composés toxiques et quelles sont les expériences à réaliser pour valider et compléter 

les différentes hypothèses.  
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A. SBP1, une protéine impliquée dans la détoxication du Cd2+ et du Se 

1. Un rôle potentiel dans la chélation du Cd2+  
 

 Afin de caractérise in vitro la liaison Cd2+-SBP1, différentes techniques biochimiques ont été 

utilisées. La confirmation du ratio de liaison Cd2+/SBP1 a été réalisée par ICP-MS, la détermination du 

KD de 2,2 ×10-7 M a été menée par fluorimétrie tandis que la caractérisation des sites de liaison qui a 

montré que la liaison du Cd2+ à SBP1 se faisait majoritairement via des acides aminés soufrés a été 

réalisée par spectroscopie d’absorption des rayons X. La liaison via des acides aminés soufrés 

rappelle la liaison du Cd2+ aux métallothionéines et aux phytochélatines (PCs) qui sont les principaux 

chélatants du Cd2+ dans la cellule végétale. In planta, la surexpression de SBP1 augmente la tolérance 

au Cd2+ (Dutilleul et al., 2008) surtout dans le fond génétique cad2-1 qui ne possède plus de PCs. Il a 

été montré que l’induction de SBP1 en réponse au Cd2+ se faisait via le motif cis M2 GAGAC qui 

permet une induction précoce de l’expression du gène, tout comme celle du gène SULTR1;1 dont 

l’expression est très sensible au taux de GSH en réponse à ce stress. L’ensemble de ces résultats est 

en faveur d’une augmentation de l’expression de SBP1 en réponse au Cd2+ pour permettre en 

parallèle au GSH (via la synthèse des PCs) le piégeage d’une partie du Cd2+ au niveau du cytosol. 

Cette fonction de SBP1 serait masquée dans le fond génétique WT qui peut produire des PCs, mais 

révélée chez le mutant cad2-1. Ce phénomène est représenté sur la figure 71. Ce rôle potentiel 

agoniste au GSH, via ses propriétés chélatrices et son implication dans la détoxication du Cd2+, avait 

déjà été suggéré pour SBP1 (Dutilleul et al., 2008, Hugouvieux et al., 2009).  

 Cependant, pour valider cette fonction de SBP1, il sera nécessaire de mener des  expériences 

complémentaires. Il serait important de valider l’existence de la liaison SBP1-Cd2+ in planta. Pour 

cela, des analyses d’immunoprécipitation de SBP1 in planta (native ou étiquetée) à partir d’extraits 

de plantes exposées au Cd2+ couplées à des analyses ICP-MS seront envisagées. Ces analyses 

permettront probablement de vérifier si SBP1 est capable de lier le Cd2+ in planta. D’autre part, 

couplées à des analyses protéomiques, ces expériences permettraient également d’identifier des 

partenaires protéiques éventuels à SBP1. En effet, le rôle potentiel de SBP1 dans la détoxication du 

Cd2+ par chélation ne peut s’expliquer si elle agit seule vue sa localisation et vue la quantité de SBP1 

qui a été estimée à 0,1 pmole/mg de matière fraîche lorsque la plante est exposée à 25 µM de Cd2+. 

Si SBP1 est capable de transférer le Cd2+ à une protéine avec qui elle interagit (par exemple un 

transporteur vacuolaire), ceci lui permettrait d’être disponible pour lier à nouveau du Cd2+. Elle 

pourrait également intervenir dans un mécanisme de chélation/séquestration du Cd2+ dans la 

vacuole. 
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Lorsque les sites de liaisons au Cd2+ auront été identifiés, les protéines mutantes pourront 

être surexprimées chez le mutant cad2-1. Ceci permettra de définir si la liaison au Cd2+ est 

responsable du phénotype de tolérance observé chez les lignées cad2-1 lors d’une exposition au 

Cd2+. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 71 : Rôle potentiel de SBP1 lors d’une exposition au Cd
2+

. Le Cd
2+

 est absorbé via différents 

transporteurs de cations (Trans. Cations). L’exposition au Cd
2+

 entraine une chute de GSH qui est utilisé pour la 

synthèse des PCs. La chute de GSH entraîne l’induction précoce de SULTR1-1 (Herbette et al., 2006) afin 

d’augmenter l’absorption du sulfate (SO4
2-

) pour permettre à nouveau la synthèse de cystéine et de GSH. Le Cd
2+

 

et le GSH vont pouvoir à nouveau former des complexes Cd-PCs qui seront séquestrés au niveau de la vacuole. 

La chute de GSH entrainerait également l’induction précoce de SBP1 via le motif M2 GAGAC. Le Cd
2+

 peut se lier, 

au niveau du cytosol, à SBP1. Dans le fond génétique sauvage, la surexpression de SBP1 augmente modérément 

la tolérance au Cd
2+

. Dans le cas du fond génétique cad2-1, la plante ne possède plus la voie de détoxication 

impliquant les PCs et la principale voie de détoxication du métal se fait alors grâce à  SBP1. C’est pourquoi la 

surexpression de SBP1 chez les lignées cad2-1 restaure la tolérance au Cd
2+

. Pour être efficace, ce système de 

détoxication implique que SBP1 puisse transférer le métal à un compartiment de stockage comme la vacuole ou 

qu’elle transfère le Cd
2+

 à une autre protéine (phénomène représenté par le point d’interrogation). SBP1 est 

alors à nouveau libre pour chélater à nouveau du Cd
2+

 libre dans le cytosol. 
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2. Un rôle potentiel dans la réduction et la détoxication du SeO3
2- 

 

L’approche in vitro a permis de mettre en évidence que le Se se liait à SBP1 chez Arabidopsis 

thaliana comme chez les mammifères, c’est pourquoi la liaison Se-SBP1 chez la plante a été étudiée 

plus en détail. La caractérisation biochimique de la liaison du Se à SBP1 a montré que lorsque le 

SeO3
2- était incubé en présence de SBP1, un complexe Se-SBP1 se formait. La liaison du Se à SBP1 a 

été analysée par spectrométrie de masse et par spectroscopie d’absorption des rayons X. Il a été mis 

en évidence que celle-ci était du type R-S-Se-S-R et qu’elle se faisait de façon covalente via les 

cystéines 21 et 22. Les analyses in planta ont montré que lors d’une déficience en GSH (lignées cad2-

1), la surexpression de SBP1 entrainait une augmentation de Se accumulé au niveau des feuilles 

lorsque les plantes sont exposées au SeO3
2-. Il se pourrait donc que SBP1 puisse être impliquée dans 

la réduction du SeO3
2- en Se2- dans le cytosol et que l’intermédiaire de cette réaction soit le complexe 

Se-SBP1 (Figure 72). SBP1 apparait ainsi comme une protéine impliquée dans la détoxication du 

SeO3
2-, composé fortement toxique pour la plante, en évitant son accumulation. Ce rôle potentiel de 

SBP1 appuie à nouveau l’hypothèse du rôle agoniste au GSH. Effectivement, chez une plante WT, lors 

d’une exposition au SeO3
2-, la réduction de celui-ci en Se2- se fait au niveau du cytosol grâce au GSH 

lors de la formation d’un intermédiaire GS-Se-SG (sélénodiglutathion ou SediGSH).  

Comme dans le cas du Cd, ce modèle devra être validé. Des analyses permettant d’étudier la 

capacité de SBP1 à réduire le SeO3
2- in vitro seront réalisées. Il sera aussi nécessaire de valider 

l’existence de la liaison SBP1-Se in planta. Pour cela, des analyses d’immunoprécipitation de SBP1 in 

planta à partir d’extraits de plantes exposées au SeO3
2- couplées à des analyses ICP-MS permettront 

probablement de vérifier si le Se est capable de se lier à SBP1 in planta. De la même façon que dans 

le cas du Cd2+, couplées à des analyses protéomiques, ces expériences permettront d’identifier des 

partenaires protéiques éventuels. En effet, le rôle de SBP1 dans la détoxication du Se pourrait être lié 

à sa capacité à transférer celui-ci à une autre protéine impliquée à son tour dans sa 

détoxication/séquestration (Figure 72). Le Se chez Arabidopsis thaliana semble s’accumuler dans les 

tissus vasculaires (Sarret et al., 2013). Des plantes exprimant SBP1 mutée au niveau des cystéines 21 

et 22 impliquées dans la liaison au Se pourraient également être générées dans les fonds génétiques 

WT et cad2-1. Des analyses d’accumulation et de spéciation sur ces différentes lignées permettraient 

de confirmer le rôle de la liaison Se-SBP1 dans l’accumulation du Se et d’expliquer le phénotype 

d’accumulation observé lors d’une exposition au SeO3
2-.  
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3. Un rôle potentiel dans la chélation de métaux essentiels 
 

 Les analyses de capacités de liaison menées in vitro, ont montré que le Zn2+ était également 

capable de se lier à SBP1 avec un ratio métal/SBP1 de 3, identique à celui du Cd2+. SBP1 est une 

protéine exprimée très précocement lors du développement et elle est présente dans tous les tissus 

analysés. Il se pourrait donc que SBP1 joue un rôle dans l’homéostasie de ce métal avec un 

Figure 72 : Rôle potentiel de SBP1 lors d’une exposition au SeO3
2-

. Le SeO3
2-

 est absorbé via les transporteurs de 

phosphate (Trans. P). Dans le cytosol il est réduit sous forme de Se
2-

 par le GSH. Sa réduction dans le chloroplaste se 

fait via le GSH ou enzymatiquement avec le SiR. Les flèches bleues représentent la voie d’assimilation du Se dans le 

cas des lignées WT. Les phénomènes observés lors d’une déficience en GSH (lignées cad2-1) sont représentés en 

rouge. Il semblerait que SBP1 puisse réduire le SeO3
2-

 en Se
2-

, c’est pourquoi la surexpression de SBP1 entraine une 

augmentation de la quantité de Se accumulée au niveau des parties aériennes. La sous expression de la famille des 

SBP n’influence pas le niveau d’accumulation du SeO3
2-

 ni sa spéciation. Lorsque SBP1 est sous exprimée dans le fond 

génétique cad2-1, le Se est donc réduit correctement en Se organique et l’étape de réduction ne peut donc se faire 

qu’au niveau du chloroplaste via la SiR. Une fois lié à SBP1, le sélénium pourrait être transféré à une protéine 

prenant à son tour en charge le composé toxique (phénomène représenté par le point d’interrogation). 
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mécanisme moléculaire proche de celui observé dans le cas du Cd2+. Comme décrit dans le cas du 

Cd2+, des analyses d’immunoprécipitation couplées à des analyses ICP-MS devront être menées sur 

des extraits de plantes cultivées en conditions normales de culture afin d’identifier une potentielle 

liaison in planta du Zn2+ à SBP1. L’accumulation de Zn2+ chez des lignées surexprimant SBP1 ou sous 

exprimant la famille des SBPs devra également être analysée. Ces analyses permettront d’identifier si 

la liaison du Zn2+ à SBP1 in planta joue un rôle dans l’homéostasie de ce métal. 

B. SBP1, une protéine impliquée dans la réponse à une carence en soufre 
 

 Dans le but de mieux comprendre la fonction de SBP1, les mécanismes potentiels à 

l’origine de l’induction de l’expression de SBP1 en réponse à différents stress ont été étudiés. 

L’utilisation de lignées transgéniques bioluminescentes exprimant le gène de la luciférase sous le 

contrôle du promoteur sauvage (WT) de SBP1 ou de différentes versions mutées de celui-ci a permis 

de montrer que le motif cis de régulation GAGAC était responsable d’une grande partie de l’induction 

de l’expression de SBP1 lors d’un stress (carence en soufre ou autres stress). Ce motif régule 

l’expression du gène SULTR1;1, impliqué dans l’absorption du soufre, en réponse à une carence en 

soufre et notamment en réponse à une chute de GSH. Ce résultat démontre qu’il existe un lien entre 

les différents stress qui induisent l’expression de SBP1 et que ce lien semble lié à une augmentation 

de la demande en soufre de la cellule en condition de stress. SBP1 a donc une fonction dans la 

réponse à la carence en soufre. Les analyses antérieures réalisées au laboratoire avaient suggéré 

dans le cas de la réponse au Cd (Dutilleul et al., 2008), ainsi qu’au SeO4
2- et à l’H202 (Hugouvieux et 

al., 2009), une fonction agoniste au GSH de SBP1. Certaines de ces fonctions sont illustrées dans les 

figures 71 et 72 ou l’on suggère que les capacités chélatrices de SBP1 sont impliquées dans sa 

fonction. Afin d’étudier d’autres fonctions potentielles de SBP1 dans la carence en soufre, des lignées 

surexprimant SBP1 et sous exprimant la famille entière des SBPs disponibles au laboratoire pourront 

être utilisées. Il sera intéressant d’étudier si le niveau d’accumulation de SBP1 a une influence sur la 

sensibilité en réponse à la carence en soufre et également sur la quantité totale de soufre absorbé 

ainsi que sur sa répartition entre les différents métabolites soufrés. SBP1 étant induite très 

précocement via le motif GAGAC, elle pourrait être un « régulateur positif de cette voie ». La 

localisation de SBP1 dans le noyau suggère qu’elle pourrait intervenir comme régulateur de 

l’expression de certains gènes. En fonction du niveau d’expression de SBP1, des analyses du niveau 

d’expression des différents gènes impliqués dans la voie d’absorption et d’assimilation du soufre ou 

dans sa régulation permettraient de confirmer ou non cette hypothèse. Il sera intéressant d’étudier 

par la suite si la localisation nucléaire fait intervenir la liaison d’un métal à SBP1. SBP1 est, d’un point 

de vue tridimensionnel, un béta-propeller. Les fonctions des protéines ayant ce type de structure 
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sont très variées. Parmi celles-ci figure la protéine de la drosophile Groucho/TLE1 capable d’interagir 

avec des facteurs de transcription et des histones afin de réprimer l’expression de certains gènes 

(Pickles et al., 2002). Il se pourrait donc que SBP1 exerce une fonction similaire dans le noyau. 

Le métabolisme du Se est intimement lié à celui du soufre. Le phénotype observé chez le 

mutant cad2-1 surexprimant SBP1 (accumulation plus importante de Se en réponse au SeO3
2-, mais 

accumulation moins importante en réponse au SeO4
2-) pourrait donc être dû à un rôle spécifique de 

SBP1 en réponse à cet élément ou bien être la conséquence du rôle de SBP1 dans la carence en 

soufre. Si SBP1 est un « régulateur positif » de cette voie et que celle-ci favorise le flux de soufre et 

son assimilation, ceci permet d’expliquer les deux résultats opposés obtenus chez les plantes sur 

exprimant SBP1. En effet, dans nos conditions expérimentales, le SeO4
2- est fourni dans un milieu 

contenant un excès du sulfate. Chez la plante ne surexprimant pas SBP1, le SeO4
2- rentre tout d’abord 

par le transporteur constitutivement exprimé SULTR1;2. Suite à l’absorption de SeO4
2-, il se produit 

une chute de GSH mesurée en réponse à ce stress (Hugouvieux et al., 2009) qui entraine une 

perception de la carence en soufre. De la même façon que SULTR1;1, SBP1 est induite très 

précocement via le motif GAGAC. SBP1 active la voie d’assimilation du soufre et favorise son 

métabolisme. Chez une plante surexprimant SBP1, la voie est déjà activée car SBP1 est surexprimée. 

Le sulfate (SO4
2-) étant en excès par rapport au SeO4

2- dans le milieu extérieur, ceci pourrait entraîner 

une compétition entre le S et le Se au niveau des transporteurs de soufre qui en présence de SeO4
2- 

favorisent l’entrée du SO4
2- par rapport au SeO4

2-  (White et al., 2004). Les plantes surexprimant SBP1 

absorbant moins de SeO4
2- sont alors plus tolérantes au SeO4

2-. Dans le cas d’une exposition au SeO3
2-

, celui-ci est directement incorporé dans les parties aériennes sous forme organique. Dans nos 

conditions expérimentales, il n’entraine pas de chute de GSH et n’entraine pas de perception de 

carence en soufre (Hugouvieux et al., 2009). SBP1 n’est donc pas induite. Par contre SBP1 est 

présente dans la cellule et le Se initialement sous la forme SeO3
2- peut donc se lier à celle-ci. Chez les 

surexpresseurs, le niveau d’accumulation de SBP1 est plus important et l’accumulation du Se 

favorisée. 

SBP1 semble impliquée dans la voie d’assimilation du soufre et le SeO3
2- est capable de se lier 

à SBP1. L’homologue soufré du SeO3
2- est  le sulfite (SO3

2-), élément fortement toxique pour la plante. 

Il serait donc intéressant de tester les capacités de liaison du SO3
2- à SBP1. En effet, SBP1 pourrait 

être impliquée dans l’homéostasie du sulfite potentiellement via une liaison S-SBP1. 

 L’ensemble de ces perspectives permettrait à long terme de caractériser les mécanismes 

moléculaires impliquant SBP1 dans la réponse de la plante au stress induit par différents toxiques tels 

que le SeO3
2-, le SeO4

2- et le Cd2+ ainsi que dans la réponse à la carence en soufre. D’un point de vue 
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physiologique, ces perspectives permettraient également de caractériser la fonction de SBP1 chez 

Arabidopsis thaliana en rapport avec des éléments essentiels. 
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A   Séquence protéique de SBP1 (At4g14030) 

MATETEVVAPVTVSNGGSKGCCKYGGPGYATPLAAMSGPSEKLIYVTAVYTGTGIDKPDYLATVDVDPSSPSYSSVI

HRLPMPFVGDELHHSGWNSCSSCHGDASVDRRYLVLPSLISGRIYAIDTKENPRAPSLYKYVDPKEIADKTGLAFPHT

AHCLATGEILVSCLGDEEGNAKGNGFLLLDSDFNIKNRWEKPGHSPLYGYDFWYQPRHKTMISTSWGAPKAFSKGF

NLQHVADGLYGSHLHVYSWPGGEIKQLIDLGPTGLLPLEIRFLHDPSKDTGFVGSALSSNMIRFFKNSDETWSHEVVI

SVKPLKVENWILPEMPGLITDFLISLDDRFIYFVNWLHGDIRQYNIEDPKNPVLTGQIWVGGLLQKGSPVKAVGEDG

NTFQFEVPQIKGKSLRGGPQMIQLSLDGKRLYATNSLFSAWDRQFYPEIMEKGSHIIQIDVDTEKGGLTINPDFFVD

GDEPDGPSLAHEMRYPGGDCTSDIWI  

 

B   Séquence protéique de GST-SBP1 

MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKH

NMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLY

DALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLIEGRGIITSLYKK

AGSAAALFNFKKEPFTMATETEVVAPVTVSNGGSKGCCKYGGPGYATPLAAMSGPSEKLIYVTAVYTGTGIDKPDYL

ATVDVDPSSPSYSSVIHRLPMPFVGDELHHSGWNSCSSCHGDASVDRRYLVLPSLISGRIYAIDTKENPRAPSLYKYV

DPKEIADKTGLAFPHTAHCLATGEILVSCLGDEEGNAKGNGFLLLDSDFNIKNRWEKPGHSPLYGYDFWYQPRHKT

MISTSWGAPKAFSKGFNLQHVADGLYGSHLHVYSWPGGEIKQLIDLGPTGLLPLEIRFLHDPSKDTGFVGSALSSNM

IRFFKNSDETWSHEVVISVKPLKVENWILPEMPGLITDFLISLDDRFIYFVNWLHGDIRQYNIEDPKNPVLTGQIWVG

GLLQKGSPVKAVGEDGNTFQFEVPQIKGKSLRGGPQMIQLSLDGKRLYATNSLFSAWDRQFYPEIMEKGSHIIQIDV

DTEKGGLTINPDFFVDGDEPDGPSLAHEMRYPGGDCTSDIWI  

 

C   Séquence protéique de His6-SBP1 

MKHHHHHHPMSDYDIPTTENLYFEGAMATETEVVAPVTVSNGGSKGCCKYGGPGYATPLAAMSGPSEKLIYVTAV

YTGTGIDKPDYLATVDVDPSSPSYSSVIHRLPMPFVGDELHHSGWNSCSSCHGDASVDRRYLVLPSLISGRIYAIDTKE

NPRAPSLYKYVDPKEIADKTGLAFPHTAHCLATGEILVSCLGDEEGNAKGNGFLLLDSDFNIKNRWEKPGHSPLYGY

DFWYQPRHKTMISTSWGAPKAFSKGFNLQHVADGLYGSHLHVYSWPGGEIKQLIDLGPTGLLPLEIRFLHDPSKDT

GFVGSALSSNMIRFFKNSDETWSHEVVISVKPLKVENWILPEMPGLITDFLISLDDRFIYFVNWLHGDIRQYNIEDPK

NPVLTGQIWVGGLLQKGSPVKAVGEDGNTFQFEVPQIKGKSLRGGPQMIQLSLDGKRLYATNSLFSAWDRQFYPEI

MEKGSHIIQIDVDTEKGGLTINPDFFVDGDEPDGPSLAHEMRYPGGDCTSDIWI 

 

Annexe 1 : Séquences des protéines SBP1, GST-SBP1 et His6-SBP1. A : Séquence de la protéine SBP1 chez 

Arabidopsis thaliana (TAIR : At4g14030). B : Séquence de la protéine GST-SBP1. La séquence protéique de la 

protéine GST est représentée en vert, les acides aminés présents entre la GST et SBP1 sont représentés en rouge 

et la séquence protéique de la protéine SBP1 est représentée en noir. Le site de clivage au facteur Xa est 

encadré en rouge et le clivage a lieu après l’arginine R. C : Séquence de la protéine His6-SBP1. La séquence 

protéique de l’étiquette His6 est représentée en vert, les acides aminés présents entre l’étiquette His6 et SBP1 

sont représentés en rouge et la séquence protéique de la protéine SBP1 est représentée en noir. Le site de 

clivage à la TEV est encadré en rouge et le clivage a lieu après l’acide glutamique E. 
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Résumé 
 La protéine « Selenium Binding Protein » (SBP1), présente chez la plupart des êtres 
vivants, a un rôle qui n’est pas encore élucidé. Cette protéine possède dans sa structure 
primaire de nombreux sites potentiels de liaisons aux métaux. Chez Arabidopsis thaliana, la 
surexpression de SBP1 augmente la tolérance à deux composés toxiques pour la plante, le 
cadmium (Cd) et le sélénium (Se) qui sont présents dans les sols pollués. Pour mieux 
comprendre la fonction de SBP1 dans les mécanismes de détoxication, une démarche 
intégrée combinant deux approches complémentaires, in vitro et in planta, a été menée. La 
caractérisation biochimique de SBP1 a mis en évidence ses propriétés chélatrices vis-à-vis de 
différents ligands dont le Cd et le Se. Le Cd se lie à SBP1 avec un ratio molaire ligand/SBP1 de 
3 et un KD de 2,2 × 10-7 M via principalement des acides aminés soufrés et potentiellement à 
moindre échelle des résidus histidines. Le Se, initialement sous forme SeO3

2-, se lie à SBP1 de 
façon covalente, avec un ratio molaire ligand/SBP1 de 1, via les cystéines 21 et 22 pour 
former une liaison de type R-S-Se-S-R. Les analyses in planta de localisation subcellulaire ont 
montré que SBP1 était à la fois cytosolique et nucléaire. L’utilisation de lignées 
bioluminescentes a permis d’analyser la zone promotrice du gène SBP1. Le motif cis ‘GAGAC’ 
connu pour être impliqué dans la régulation de certains gènes en réponse à une carence en 
soufre (S) a été identifié comme élément cis majeur de la régulation de l’expression de SBP1 
en réponse à différents stress, dont le Cd et le Se. Ce résultat démontre l’existence d’un lien 
entre la fonction de SBP1 et une demande en S de la cellule. La surexpression de SBP1 in 
planta perturbe le niveau d’accumulation du Se dans les parties aériennes, mais pas sa 
spéciation. L’ensemble de ces résultats semble indiquer que SBP1 est impliquée dans des 
mécanismes de détoxication via ses propriétés chélatrices et qu’elle joue également un rôle 
dans le métabolisme du S et du Se. 
 
Abstract 
 The function of the protein “Selenium binding protein 1” (SBP1), present in almost all 
organisms, is not yet well established. This protein has numerous potential metal binding 
sites. In Arabidopsis thaliana, SBP1 overexpression increases tolerance to two toxic 
compounds for the plant, cadmium (Cd) and selenium (Se), which are often found as soil 
pollutants. For a better understanding of SBP1 function and its involvement in detoxification 
mechanisms, an integrated approach combining in vitro and in planta experiments, has been 
performed. Biochemical characterization of SBP1 has revealed its chelating properties to 
different ligands including Cd and Se. Cd is bound to SBP1 with a metal ion to protein molar 
ratio of 3 and a KD of 2.2 × 10-7 M mainly via sulfur-containing amino acids and potentially 
histidine residues. Se from SeO3

2- can covalently bound SBP1 with a ligand to protein molar 
ratio of 1. This binding occurs via cysteines 21 and 22 and forms a R-S-Se-S-R complex. In 
planta analyses have shown that SBP1 is cytosolic and nuclear. The use of bioluminescent 
lines allowed the identification of a GAGAC motif in the SBP1 promoter region. This motif is a 
sulfur starvation responsive element and a major cis element involved in SBP1 expression in 
response to stress, including Cd and Se. The result directly links SBP1 function to an 
enhanced sulfur demand of the cell. SBP1 overexpression in plants disturbs Se accumulation 
in shoots but not its speciation. All together these results strongly suggest that SBP1 could 
act as a detoxifying protein through its chelating properties and plays a role in S/Se 
metabolisms. 
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