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Résumé

L'AMPc est une molécule signalétique importante chez les organismes vivants. Malgré
l'identification des intermédiaires de cette voie chez plusieurs espéces végétales, un lien direct
entre la production d'AMPc et l'activation de génes par des facteurs de transcription CREB-
like dépendant de celui-ci n'a pas encore été démontré chez les plantes.

Lors de ce travail, deux fragments de protéines b-ZIP végétales, p480 et p540, ont été
surexprimés, aprés clonage des inserts CREB480 et CREB540 codant pour ceux-ci dans le
vecteur d'expression pET-15b introduit dans E.coli. Ces fragments protéiques ont été purifiés
par électro-élution et ensuite injectés a des lapins. Les polysérums prélevés aprés plusieurs
rappels ont été testés en dot blot dans un premier temps afin de vérifier la présence d'anticorps
contre les protéines d'intérét. Dans un deuxiéme temps, ces polysérums ont été testés, par
western blot, d'abord sur les protéines totales d'E.coli, puis sur les protéines de racine et de
feuilles de chicorées industrielles.
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I. Introduction




1. Introduction générale

Les cellules végétales percoivent continuellement des stimulations en
provenance du milieu extérieur ou en provenance d'autres cellules. Ces stimulations
peuvent étre des molécules particuliéres (hormones, facteurs d'avirulence, fragments
de polysaccharides, peptides...) ou encore des facteurs abiotiques (la lumiére, la
gravité, 1'ozone ou des polluants). Comme beaucoup de ces molécules ne peuvent pas
passer la barriére que représente la membrane plasmique, un systéme de transduction
du signal existe et permet a l'information d'arriver jusque dans la cellule et d'y
provoquer une réponse adaptée. Ces stimulations, encore appelées messagers
primaires, sont pergues a la surface de la cellule par un récepteur spécifique. Ce
récepteur posseéde généralement un domaine extracellulaire qui permet de lier
spécifiquement le messager primaire, un domaine transmembranaire et enfin un
domaine intracellulaire pour transmettre l'information. Ce récepteur permet de relier
l'extérieur et l'intérieur de la cellule. L'information est ensuite relayée par un messager
secondaire a l'intérieur du cytoplasme. Ce messager secondaire intracellulaire va
déclencher une cascade enzymatique qui aboutit a la transcription de génes spécifiques
adaptés a la stimulation initiale.

L'étude des voies de transduction du signal chez les plantes n'en est encore qu'a
ses débuts. La plupart des études réalisées se sont basées sur les paradigmes de
transduction du signal décrits chez les cellules animales et ont essayé de transposer
ceux-ci chez les végétaux. Les plantes possédent, par exemple, une voie des
phosphoinositides quasi identique a celle retrouvée chez les animaux. Ceci n'est
cependant pas vrai pour toutes les cascades de transduction du signal. Par exemple, la
voie de l'acide arachidonique n'existe pas chez les plantes et est remplacée par la voie
du méthyljasmonate. Les plantes possédent également des mécanismes de transduction
du signal différents des animaux, tels que la voie de l'acide salicylique ou la voie de

I'éthylene.

Une voie en particulier, la voie de 'AMPc, a suscité et suscite toujours de
nombreuses polémiques quant a son existence et son rdle physiologique chez les
végétaux supérieurs. Longtemps considérée comme inutile chez les plantes, cette voie
trouve progressivement un regain d'attention de la part de la communauté scientifique.

L'objectif du projet dans lequel s'inscrit le travail de ce mémoire est d'étudier le
role physiologique des intermédiaires de la voie de I'AMPc. Nous allons, dans la suite
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Figure 1 : Régulation de la glucogénolyse chez les animaux par la voie de
I'AMPc




de cette introduction, détailler cette cascade chez les cellules animales et faire état des
recherches actuelles menées dans le domaine végétal.

2.La voie de I'AMPc

L'AMPc est un messager secondaire clé¢ au niveau des organismes vivants. On
le connait surtout chez les cellules animales ou il joue un rdle important dans la
différenciation des cellules ainsi qu'au niveau de leur développement.

Chez beaucoup de procaryotes, I'AMPc est synthétisé lorsque la concentration
en glucose dans le milieu diminue. L'AMPc stimule alors la synthése d'enzymes
nécessaires pour le métabolisme des sucres différents du glucose tels le lactose, le
maltose ou l'arabinose. Chez E.coli, 'opéron lac, nécessaire pour l'utilisation du
lactose, est sous le contrdle d'une protéine de régulation, le répresseur /ac (Calos,
1978; Rawn, 1990). La transcription de l'opéron /ac est donc aussi sous la dépendance
de la concentration en glucose dans le milieu. Lorsque la concentration en glucose
dans le milieu diminue, la concentration en AMPc va augmenter dans la cellule. Celui-
ci va pouvoir étre capté par la protéine CAP (catabolite gene activator protein) pour
former le complexe CAP:AMPc qui est capable de se fixer sur I'ADN et d'interagir
avec I'holoenzyme d'ARN polymérase et ainsi activer la transcription de 'opéron lac
(Darnell et al., 1988; Suzuki et al., 1991; Bolwell, 1995). Il n'y a pas de protéine
kinase dépendante de I'AMPc décrite chez les procaryotes (Gancedo et al., 1985).

Chez les eucaryotes, I'AMPc posséde uniquement une fonction signalétique en
jouant le réle de second messager. Chez les animaux, il intervient par exemple dans la
régulation de la balance glycogénolyse/glyconéogenése (figure 1) (Bolwell, 1995),
dans la prolifération cellulaire, ce qui est également le cas chez les levures (Gancedo et
al., 1985), dans la contraction musculaire, dans la perméabilité membranaire (Dolphin,
1990; Haynes et al., 1992) ou dans la régulation de différents canaux ioniques (Li et
al., 1994) (voir également tableau page 4).
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2.1. Apercu général de cette voie

La voie de 'AMPc peut se diviser en 4 étapes principales: la fixation du ligand
sur le récepteur, la production de I'AMPc, 'activation de la protéine kinase A (PKA) et
du facteur de transcription CREB (cAMP responsive element binding protein) et enfin
la transcription de génes dépendant de ' AMPc (figure 2) (Berridge, 1985).

La premiere étape de cette voie consiste en la reconnaissance d'un ligand (une
hormone par exemple) ou d'une molécule particuliére par un récepteur spécifique a
celle-ci. Ce récepteur est une protéine a 7 hélices o transmembranaires et posséde
deux domaines distincts, un domaine de fixation a I'hormone et un domaine de fixation
a une protéine G hétérotrimérique dont la fonction est de transmettre une information,
pergue a l'extérieur de la cellule, vers l'intérieur de la cellule en entrainant I'activation
d'une ou de plusieurs voies de transduction du signal (Linder et Gilman, 1998).

La deuxiéme étape de la transduction du signal consiste en la synthése d'AMPc
a partir d'ATP. Cette synthése se trouve sous le contrble d'une adénylate cyclase
membranaire qui, elle-méme, se trouve sous le contréle d'une protéine G.

L'étape suivante est l'activation de la PKA, une sérine/thréonine kinase
directement activée par la liaison de 4 molécules d'’AMPc. L'activation de cette
enzyme entraine une amplification intracellulaire du signal initial via différents
effecteurs enzymatiques sans faire intervenir d'étape de transcription de géne. La PKA
peut également phosphoryler un facteur de transcription particulier, appelé CREB
(cAMP responsive element binding protein). La phosphorylation de ce facteur de
transcription permet a ce dernier d'activer la transcription de génes se trouvant sous le
contrdle de domaine CRE (cAMP résponsive element) (Darnell et al., 1988; Rawn,
1990; Barritt, 1994).

L'ensemble de ces réponses cellulaires se trouve sous le controle de différents
processus de régulation tels que l'inactivation du récepteur, 'inactivation de la protéine
G, la destruction de 'AMPc par les phosphodiestérases et des interactions avec d'autres
voies de transduction du signal (Darnell et al., 1988; Barritt, 1994).
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2.2. Les différents protagonistes de cette voie

2.2.1. Le complexe ligand-récepteur

Différentes molécules sont capables d'activer la voie de I'AMPc. Le tableau ci-
dessous reprends quelques exemples d'hormones, facteurs de croissance et molécules
capables de modifier la concentration en AMPc cytosolique des cellules animales
(Barritt, 1994).

Agoniste Type cellulaire Réponse

Adrénaline () Muscle cardiaque

Adrénaline (B), Acétylcholine (M)
Glucagon (G,), adrénaline (B,)

Glucagon , glucose et acétylcholine
Acétylcholine

Muscle lisse
Foie, rein et muscle cardiaque

Cellule B pancréatique
Cellule acinaire pancréatique

}Modulation de la contraction musculaire

Glycolyse et synthése de glucose

} Sécrétion d’hormones et de protéines

Adrénaline (B) Médualire adrénale
Adrénaline (B) Glande parotide
5-Hydroxytryptamine Glande salivaire Sécrétion d'ions et de fluide
Vasopressine Rein
Fibroblastes Mitogenese

Facteurs de croissance

Changement morphologique et sécrétion

ADP Plaquettes sanguines

Le récepteur est une protéine transmembranaire avec trois domaines distincts
aux fonctions différentes. Le premier domaine a pour fonction de fixer le ligand et est
localisé au niveau de I'extrémité amino-terminale de la protéine. Le deuxiéme domaine
comprend les 7 hélices o transmembranaires et participe a la spécificité du récepteur
vis-a-vis du ligand. Certains domaines externes des hélices a participent, en effet, a la
fixation du ligand en formant une poche hydrophobe. Elles assurent également
l'ancrage du récepteur en membrane. Enfin, le troisieme domaine, le domaine carboxy-
terminal, est responsable de l'interaction entre le récepteur et la protéine G (figure 3)
(Rawn, 1990; Barritt, 1994).
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Un méme récepteur peut activer des protéines G différentes, tout comme des
récepteurs différents peuvent activer une méme voie de transduction du signal (Barritt,
1994; Barritt, 1994). A ce premier niveau, une amplification du signal est alors
possible. De plus un méme récepteur peut activer deux voies de transduction
différentes. Par exemple, un récepteur histamine H,, caractérisé chez le rat, est couplé
a la fois a I'adénylate cyclase et a une voie utilisant la concentration en calcium comme
messager secondaire (Delvalle et al., 1992).

L'activation d'un récepteur nécessite généralement de faibles quantités de
ligand. En présence de fortes concentrations en ligand, la plupart des récepteurs
subissent assez rapidement un phénomeéne de désensibilisation qui se traduit soit par
une impossibilité de transmettre un signal dans la cellule, soit par une disparition
transitoire (endocytose) du récepteur de la surface de la cellule. Cette régulation évite a
la cellule d'étre hyperstimulée (Barritt, 1994; Housley et Milligan, 1997).

oy Les protéines G

Les protéines G sont un des éléments relais dans les voies de transduction du
signal. Leur fonction est soit d'activer soit au contraire d'inhiber une voie de
transduction du signal.

Les protéines G sont des protéines hétérotrimériques associées a la membrane et
liant les nucléotides guanyliques. Elles sont, en effet, constituées de 3 sous-unités (o, B
et y) aux structures et fonctions différentes. La sous-unité a, responsable de la fixation
du GDP et du GTP, posseéde un poids moléculaire allant de 39 a 52 kDa; la sous-unité
B, un poids moléculaire de 35 a 36 kDa; et, la sous-unité y un poids moléculaire de 10
kDa (Lambright et al., 1996). Les protéines G font parties d'une famille génique qui
comporte au moins 16 génes différents codant pour la sous-unité o (Simon et al.,
1991), 6 pour la sous-unité B (Iniguez-Lluhi et al.,, 1993) et de nombreux génes qui
codent pour la sous-unité y (Simon et al., 1991). L'association entre ces différents
sous-unités permet un contrdle fin des réponses cellulaires face a des stimulations trés
diversifiées.

Deux des trois sous-unités sont attachées au niveau de la membrane plasmique,
la sous-unité o étant myristoilée tandis que la sous-unité y est géranylgéranylée (figure

4) (Spiegel et al., 1991; Clapham, 1996).
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Au repos, la sous-unité a de la protéine est associée a du GDP. Lors de la
fixation d'un ligand sur un récepteur, ce dernier change de conformation et entre en
interaction avec la protéine G. Ce changement de conformation entraine le
remplacement du GDP par du GTP au sein de la sous-unité o (figure 5). Celle-ci se
dissocie alors des sous-unités B et y et active l'adénylate cyclase (Linder et Gilman,
1998).

Un systéme d'autorégulation interne a la sous-unité o permet a la protéine G de
retrouver sa configuration initiale inactive. La sous-unité o possede en effet une
activité GTPase intrinséque qui va hydrolyser le GTP en GDP par la perte d'un
groupement phosphate. La sous-unité a, alors inactivée, se réassocie au complexe
formé par les sous-unités B et y, reconstituant ainsi une protéine G capable d'interagir
de nouveau avec le récepteur.

I1 existe deux types principaux de protéines G, les protéines G stimulatrices (Gs)
et les protéines G inhibitrices (G;). Comme son nom l'indique, la protéine G; active
l'adénylate cyclase et donc la production d AMPc. Au contraire, la protéine G; quant a
elle, inhibe I'adénylate cyclase et diminue le taux de synthése de 1'AMPc. La
combinaison de différentes protéines G (G; et G;) permet ainsi un contrdle rigoureux
de la production d'AMPc dans les cellules.

Il existe d'autres formes de protéines G. La protéine Gprc impliquée dans
l'activation de la phospholipase C. La protéine Gk qui active l'ouverture des canaux
potassium a la surface des cellules. La protéine G; qui couple la rhodopsine a la GMPc
phosphodiestérase (Palczewski et Benovic, 1991; Barritt, 1994).

2.2.3. L'adénylate cyclase

L'adénylate cyclase a pour fonction de transformer 'ATP en AMPc (figure 6).
Cette conversion va avoir pour effet d'augmenter la concentration en AMPc
cytosolique jusqu'a 4 fois par rapport a sa concentration initiale dans la cellule non
stimulée (Barritt, 1992). L'adénylate cyclase est activé par la sous-unité¢ o d'une
protéine G activée (Choi ef al., 1993).
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L'adénylate cyclase (figure 7) est une protéine transmembranaire intrinséque de
120 kDa dont on a recensé au moins 9 types différents chez les mammiferes (Houslay
et Milligan, 1997). L'extrémité N-terminale de la protéine est formée de 6 séquences
transmembranaires reli€ a un autre domaine, formé lui aussi de 6 séquences
transmembranaires, par une région hydrophile cytoplasmique de 43 kDa. L'extrémité
carboxy-terminale de la protéine constitue un domaine hydrophile cytoplasmique de
36 kDa. Ces deux régions hydrophiles (36 et 43 kDa) interagissent pour le site
catalytique de I'enzyme. Celui-ci est bordé, de part et d'autre, par un site de liaison
pour la forskoline, un activateur naturel de l'adénylate cyclase isolée de la plante
indienne Coleum foeskoli (Hosley et Milligan, 1997). A I'opposé, des molécules telles
que le 2'-O-méthyladénosine et le 2',3'-didéoxyadénosine inhibent 1'adénylate cyclase
en se fixant au niveau du site catalytique de I'enzyme (De Jonge, 1996). De telles
molécules sont couramment utilisées pour étudier la transduction du signal via
'adénylate cyclase.

Certaines adénylates cyclases peuvent étre régulées par les complexes
calmoduline-Ca®". Cette régulation par le calcium montre que la voie de 'AMPc n'est
pas isolée dans la cellule, mais interagit avec d'autres voies de transduction du signal
(Darnell et al., 1988).

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, 1'activité de 1'adénylate cyclase peut
également étre régulée par la protéine ras. Il s'agit d'une petite protéine liant le GTP,
comme les protéine G, impliquée dans le controle de la croissance et de la division
cellulaire (figure 8) (Rawn, 1990; Wittinghofer et Pai, 1991; Kaziro et al., 1991;
Burgering et Bos, 1995).

2.2.4. La protéine kinase A (PKA)

La PKA est un tétramere constitué de deux sous-unités catalytiques et de deux
sous-unités régulatrices (figure 9). La PKA est activée par 'AMPc produit par
'adénylate cyclase. Deux molécules d'AMPc se fixent sur chacune des sous-unités
régulatrices et induisent un changement de conformation qui libére les sous-unités
catalytiques (figure 10). Ces dernieres activent différents effecteurs enzymatiques ou
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migrent dans le noyau ou elles activent certains facteurs de transcription par
phosphorylation (Darnell et al., 1988; Rawn, 1990; Taylor et al., 1993; Barritt, 1994).

Plusieurs types de sous-unités régulatrices (Rla, RIf, RIla et RIIP) ainsi que
catalytiques (Ca et CP) ont été décrites dans la littérature. Ces différentes sous-unités
ne se retrouvent pas simultanément dans toutes les cellules et tous les organismes. Par
exemple, les sous-unités Rlo, Rlla et Co se retrouvent essentiellement dans les
cellules germinatives males, tandis que les sous-unités CpB, RIp et RIIp se retrouvent

principalement dans les cellules du cerveau et sont absentes dans de nombreux autres
tissus (McKnight et al., 1988).

On observe généralement une différence entre le taux de sous-unités
régulatrices et le taux de sous-unités catalytiques qui permet d'exercer un contréle de
l'activité de la PKA. Un léger exces de sous-unités régulatrices par rapport aux sous-
unités catalytiques empéche l'activation des effecteurs enzymatiques et facteurs de
transcription en absence d'’AMPc. Cette différence de concentration permet également
de garder une activité PKA basale faible dans une cellule non stimulée (Stanley
McKnight et al, 1988).

Certaines sous-unités posseédent des activités ou fonctions particuliéres. Dans
les cellules fcetales, la sous-unité Rlo permet d'entretenir un faible taux de
transcription des geénes normalement sous contréle du facteur CREB en absence
d'’AMPec. En fait, Rla agirait comme un agoniste de I'AMPc (Lee, 1991).

Une activité topoisomérase a également été décrite pour la sous-unité
régulatrice RII (Constantinou ef al., 1985). Les topoisomérases sont des enzymes qui
modifient le degré de super-enroulement de I'ADN, facilitant la réplication, la
transcription et les recombinaisons de I'ADN. Ces enzymes réalisent soit des coupures
simple brin (topoisomérase I), soit des coupures double brin (topoisomérase II)
(Suzuki et al., 1991). L'activité topoisomérase n'apparait que lorsque la sous-unité RII
est activée par phosphorylation via par une sous-unité catalytique.
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2.2.5. Régulation du taux d'AMPc dans les cellules

Les variations de la concentration en AMPc dans les cellules sont souvent
transitoires. La régulation de la concentration en AMPc dans les cellules se trouve sous
le contrdle de deux enzymes principales : les phosphodiestérases et les phosphatases.

2.25.1. Les phosphodiestérases

Le role des phosphodiestérases (figure 11) est d'hydrolyser le lien ester en
position 3' du 3'5'-cyclic AMP. Comme pour le cas de l'adénylate cyclase, la
phosphodiestérase fait partie d'une grande famille multigénique. Certaines
phosphodiestérases sont spécifiques de I'AMPc; d'autres, du GMPc; un troisiéme
groupe utilise a la fois I'AMPc et le GMPc comme substrat. En plus de leur
nombreuses formes (plus de 8 formes différentes au niveau du foie), les
phosphodiestérases se retrouvent dans de nombreux compartiments cellulaires.

Le complexe Ca**/calmoduline active certaines formes de phosphodiestérases.
Dans ce cas, une augmentation du taux de Ca’" dans la cellule induit une dégradation
accélérée de I'AMPc (Garritsen et al., 1992). Dans les tissus adipeux et dans le foie,
l'insuline active différents types de phosphodiestérases en se liant sur des récepteurs
couplés a des protéines G. La PKA régule l'activité des phosphodiestérases par
phosphorylation. Cette activation constitue un feed-back négatif sur la dégradation
d'AMPc.

L'activité de 1'adénylate cyclase est inhibée par des dérivés de 'AMPc et par
d'autres molécules cycliques comme la xanthine et ses dérivés (Ohmori et al., 1993).
Quelques exemples d'inhibiteurs des phosphodiestérases sont repris dans le tableau ci-
dessous (Barritt, 1994).
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Famille d'hinibiteurs Exemples d'inhibiteurs spécifiques

Dérivés de I'AMPc 2-trifluoromethyl AMPc
AMPc

IMPc

8-bromo AMPc
8-amino AMPc
8-thiomethyl AMPc
N-butyryl AMPc
NC-benzoyl AMPc

Dérivés du méthylxanthine 1,3,7,-trimethylxanthine
1,3-dimethylxanthine
1-methyl-3-isobutylxanthine

Papaverine et composés relatifs papaverine
Dérivés d'oxo-quinoline 6,7-dimethoxy-4-ethylquinazoline
Imidazolidinones 4-(3,4-dimethoxybenzyl)-2-imidazolidone

4-(3-butoxy-4-methoxybenzyl)-2-imidazoline

Dérivés de pyrrolidone 4-(3-cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)-2-pyrrolidone
Dérivés de pirazine 5-(4-acetamidophenyl)pyrazine-2-[1H]-one
Pyrazolopyridines 1-ethyl-4-(isopropylidene hydrazine)-1H-pyrazolo-

(3,4-b)-pyridine-5-carboxylic acid, ethyl ester, HCI

Benzodiazepines chlordiazepoxide

2.25.2. Les phosphatases

Les phosphatases sont des enzymes qui déphosphorylent des protéines
précédemment phosphorylées sur des résidus sérine, thréonines et tyrosine. Ces
enzymes agissent en commun avec des kinases qui catalysent la phosphorylation des
protéines. Les phosphatases appartiennent a trois familles de genes différents. Deux de
celles-ci codent pour des phosphatases qui agissent sur les résidus sérines/thréonines.
La troisiéme famille se compose de protéines qui agissent sur les résidus tyrosines.
Deux phosphatases différentes interviennent au niveau de la voie de I'AMPc, la
phosphoprotéine phosphatase de type 1 (PP-1) et la phosphoprotéine de type 2A (PP-
2). Ces deux phosphatases font partie de la famille des phosphatases agissant sur les
résidus sérine ou thréonine (Barritt, 1994).
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La PP-1 est un homodimere constitué d'une sous-unité catalytique (d'un poids
moléculaire de 37 kDa) et d'une sous-unité régulatrice. Il existe différentes formes de
PP-1, variant suivant leur sous-unité régulatrice, qui sont associées avec diverses
structures cellulaires dont le noyau par exemple. La sous-unité régulatrice de la PP-1
est un substrat de la PKA activée par I'AMPc. La phosphorylation de la sous-unité
régulatrice de la PP-1 va induire la translocation de la sous-unité catalytique de celle-ci
dans le cytoplasme ou le nucléoplasme, ou elle pourra exercer son action. L'AMPc
régule également l'inhibition de cette PP-1 en activant, par I'intermédiaire de la PKA,
un inhibiteur qui, une fois phosphorylé va se fixer sur la PP-1 active pour l'inactiver.

La PP-2A, quant a elle, est formée de 3 sous-unités dont une de celles-ci est la
sous-unité catalytique. Il existe deux isoformes de la sous-unité catalytique qui
montrent toutes les deux de I'homologie pour PP-1. De plus, les substrats de cette
phosphatase sont les mémes que pour la PP-1.

2.20. Le facteur de transcription CREB

La derniére étape de la voie de transduction du signal médiée par ' AMPc est
l'activation du facteur CREB. Une région précise au niveau de I'ADN, les éléments
CRE (cAMP response elements), est le lieu d'action des facteurs CREB activés
(Montminy et Bilezikjian, 1987). Le facteur CREB est un facteur de transcription de la
classe des protéines b-ZIP (ou leucine zipper), activé par la PKA via une
phosphorylation qui conditionne sa fixation sur I'ADN (figure 12).

2.2.6.1.  Structure du facteur de transcription CREB

Le facteur de transcription CREB (figure 13) est composé de 4 domaines
distincts : un domaine amino-terminal riche en glutamine, un domaine phospho-
accepteur (domaine P-box), un domaine de liaison au grand sillon de I'ADN riche en
acides aminés basiques et, enfin, un domaine carboxy-terminal "leucine zipper"
permettant la dimérisation (Lee, 1991).
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Figure 14 : Fixation d'une protéine leucine Zipper au niveau de 'ADN

A. Fixation de la protéine au niveau du grand sillon de I'ADN
B. Interaction entre les acides aminés des domaines basiques, chargés
positivement, avec les charges négatives des phosphates de ' ADN



Le domaine amino-terminal de CREB est impliqué directement dans le
mécanisme d'activation de la transcription. Ce domaine comprend deux domaines
trans-activateurs riches en glutamine, Q1 et Q2, formant des feuillets B capables
d'interagir avec la machinerie transcriptionnelle (Lee, 1991; Lalli et Sassone-Corsi,
1994).

Le domaine "P-box" est composé d'une région de plus ou moins 50 acides
aminés (le "kinase-inducible domain" ou KID) qui contient la sérine-133 phospho-
acceptrice. La phosphorylation de la sérine-133 produit un changement de
conformation de la protéine qui expose les domaines Ql et Q2 du domaine
transactivateur activant ainsi la transcription (Lee, 1991; Lalli et Sassone-Corsi, 1994).
CREB comporte également deux autres régions contenant des sites phosphoaccepteurs
pour la protéine kinase C (PKC), la glycogeéne synthase kinase III, et la caseine kinase
IT et I (Gonzalez et al., 1989).

Le domaine basique nécessaire a la fixation sur 'ADN est un domaine chargé
positivement composé d'acides aminés basiques placés tous les trois ou quatre acides
aminés. Les charges positives entrent en interaction avec les charges négatives des
phosphates de I'ADN. Cette région basique forme une hélice a qui permet au facteur
CREB de se lier au niveau du grand sillon de I'ADN (figure 14).

Le domaine carboxy-terminal permet la dimérisation du facteur CREB. Il est
constitué d'un motif "leucine zipper". Ce motif comprend 4 acides aminés leucine.
Chaque acide aminé leucine est séparé d'un autre par 6 acides aminés (Hoeffler et al.,
1988; Lalli et Sassone-Corsi, 1994). Le facteur CREB, sous forme de dimeére, se lie a
I'ADN sur des régions palindromiques, chaque monomeére contenant la moitié du
palindrome (Berkowitz et Gilman, 1990; Lamb et McKnight, 1991). Le facteur de
transcription CREB se fixe sur les séquences conservées CRE (5'- TGACGTCA-3")
répétées dans le promoteur de nombreux genes dont la transcription dépend de ' AMPc
(Montminy et al, 1986; Montminy et Bilezikjian, 1987). Le domaine leucine zipper
d'un facteur CREB forme une hélice o amphipatique qui s'associe avec la méme hélice
o d'un autre facteur CREB pour former une super-hélice (appelée "coiled-coil"). Le
rapprochement des deux hélices est permis grace au caractére hydrophobe des chaines
latérales des acides aminés constitutifs des deux hélices. Cette interaction est
également stabilisée par des ponts hydrogeénes entre des résidus proches des leucines.
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2.2.6.2.  Régulation du facteur de transcription CREB

Un facteur CREB ne dimérise pas toujours avec un autre facteur CREB; il peut
également former des dimeéres avec d'autres facteurs de transcription de la famille des
leucine zipper. Cette hétérodimérisation permet de réguler l'activité du facteur CREB.
Les protéines leucine zipper ATF-1 et CREM peuvent former des hétérodimeéres avec
CREB et sont soupgonnées étre des inhibiteurs naturels de la fonction CREB dans la
cellule. Ces deux protéines ressemblent 3 CREB mais ne posseédent pas de domaines
transactivateurs et forment donc des hétérodimeéres inactifs avec CREB. L'existence de
plusieurs isoformes d'ATF-1 et CREM augmente le champ de régulation de CREB
dans la cellule (Hai et Curran, 1991).

Un deuxieme type de régulation du facteur CREB est la déphosphorylation de
celui-ci. La phosphorylation du facteur CREB est indispensable pour l'activation de la
transcription (Gonzalez et Montminy, 1989) et sa déphosphorylation a pour effet
l'inactivation du facteur CREB et donc la fin de la transcription. Ainsi, la mutation de
la sérine-133 empéchant la phosphorylation, ne permet pas l'activation du facteur
CREB (Berkowitz et Gilman, 1990). L'utilisation d'inhibiteurs spécifiques de
phosphatases a permis de mettre en évidence la participation de phosphatases PP-1 et
PP-2A dans l'atténuation de la transcription médiée par les facteurs de transcription
CREB phosphorylés (Hagiwara et al., 1992; Wadzinski et al., 1993).

Enfin, I'épissage alternatif représente le troisiéme type de régulation connu pour
le facteur CREB. Deux formes distinctes du facteur CREB (figure 15) sont exprimées
dans les cellules mammaliennes (Berkowitz et Gilman, 1990). Ces deux formes sont
CREB-A (326 acides aminés) et CREB-B (341 acides aminés) qui ne se distinguent
que par une séquence de 14 acides aminés se trouvant au niveau du facteur CREB-B
entre les positions 88 et 102. C'est I'épissage alternatif d'un méme transcrit primaire
qui serait a l'origine des deux formes CREB-A et CREB-B. Les deux formes du
facteur CREB décrites 1'une dans les cellules de cerveau de rat (Gonzalez et al., 1989)
et l'autre au niveau du placenta humain (Hoeffer et al., 1988) seraient également le
fruit d'un épissage alternatif et non d'une différence entre especes.
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2.2.6.3. Protéines interagissant avec CREB lors de |'activation de

la transcription

L'activation de la transcription par CREB nécessite l'intervention de plusieurs
protéines adaptatrices permettant de relier CREB a la machinerie transcriptionnelle.

La CREB-binding protein (CBP) est un exemple de protéine adaptatrice faisant
le lien entre la machinerie basale de transcription et CREB (Chrivia et al, 1993;
Nordheim, 1994). CBP est une protéine de masse moléculaire comprise entre 250 et
265 kDa possédant un bromodomaine important pour les interactions protéine-
protéine, un domaine homologue aux doigts de zinc et un domaine riche en glutamine.
Elle posséde plusieurs sites de phosphorylation pour la calmoduline kinase II et un site
de phosphorylation pour la PKA (figure 16) (Chrivia et al., 1993).

Le domaine activateur de CBP interagit avec la machinerie basale de transcription
au niveau du facteur TFIIB (figure 17). Ce facteur interagit, quant a lui, avec le facteur
TBP (TATA-box-binding-protein). Ces interactions facilitent le recrutement de
I'holoenzyme DNA polymérase II en collaboration avec les protéines TAFs (TBP-
asdsociated factor). L'intervention de la protéine CBP permet de faire interagir un
élément CRE, situ€ assez loin du site d'initiation de la transcription, avec la machinerie
transcriptionnelle controlant I'expression de génes dépendants de ' AMPc. Le domaine
Q2 de CREB, exposé aprés phosphorylation, recrute également le facteur TFIID en
interagissant avec dTAF;110 (Ferreri et al., 1994).

3.La voie de I'AMPc chez les végétaux

3.1. L'AMPc chez les végétaux

L'étude de la voie de 'AMPc chez les végétaux a été et est toujours soumise a de
nombreuses controverses.
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La premiere controverse portait sur l'existence méme de I'AMPc chez les
plantes. Il est clair cependant que I'AMPc existe bien chez les plantes. Des mesures par
HPLC, spectrométrie de masse et par essais biologiques ont en effet confirmé
l'existence d'AMPc chez les plantes (Bolwell, 1995).

La deuxiéme controverse portait, quant a elle, sur la concentration de 'AMPc
dans les cellules végétales. Les premiéres estimations de la quantité d'AMPc chez les
végétaux faisaient état de concentrations allant du nM au pM dans des tissus frais
(Assmann, 1995). Cette variabilité dans les mesures résultait de la difficulté de faire la
distinction entre le 2":3'-cAMP et le 3":5'-CAMP entrainant une surestimation de la
concentration réelle en AMPc dans les cellules. A cela s'ajoutent les interférences dues
au métabolisme secondaire : quantité importante de phosphodiestérase et de
phosphatases. Actuellement, on se rend compte que la concentration en AMPc dans les
cellules végétales est nettement inférieure a celle trouvée dans les cellules animales
(jusqu'au pM) (Rawn, 1990). Des travaux plus récents et utilisant la radio-
immunologie ont montré des concentration de 36 nM (Ishioka ez al. en 1990) et de 70
nM (Gangwani ef al. en 1991). Cette différence entre cellules animales et végétales
est, peut-étre, encore faussée par le fait que les mesures sont réalisées sur des
homogénats cellulaires ne tenant pas compte de la présence de vacuoles (qui occupent
90 % du volume cellulaire), des différences entre des tissus différents et de la présence
de concentrations importantes de phosphodiestérases et de phosphatases dans de
nombreux compartiments subcellulaires.

3.2. Les intermédiaires de la voie de I'AMPc chez les
végétaux

b Les protéines G

Tout semble indiquer que les plantes possedent également des protéines G. Un
geéne codant pour une protéine ayant de I'homologie pour une sous-unité a de protéine
G a été isolée chez Arabidopsis thaliana (Ma et al., 1990; Kaziro et al., 1991). Ce
géne a été cloné par PCR d'aprés des séquences codant pour une sous-unité o de
mammiferes et de levures. Cette protéine GPal présente des similarités importantes
avec toutes les sous-unité o connues chez les animaux (36 % des acides aminés sont
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identiques et 73 % sont similaires). Actuellement, plusieurs génes codant pour d'autres
sous-unités o et B ont été clonés chez les végétaux supérieurs.

Des anticorps dirigés contre des protéines G animales reconnaissent également
des protéines G végétales. Dans le cadre de 1'étude de I'activation de protéines G par la
lumiére bleue dans des pois étiolés, Warphea et al (1991) ont montré qu'un polysérum
dirigé contre 2 sous-unités a différentes reconnaissait une protéine de 40 kDa dans une
préparation membranaire de pois.

Des arguments pharmacologiques attestent également de la présence de
protéines G chez les plantes. L'utilisation de GTPYS, un activateur de protéines G et de
GDP@S, un inhibiteur de protéine G, a permis de montrer que le fonctionnement des
protéines G chez les plantes était similaire a celui des cellules animales. Par exemple,
le GTPyS stimule l'activité phospholipase D au niveau végétal (Causier et Millner,
1996). Ces résultats ont également été confirmés par l'utilisation de la toxine
cholérique et pertussique (Armstrong et White, 1992).

< L'adénylate cyclase

Treés récemment, le premier géne codant pour une adénylate cyclase (accession
number T15055) a été cloné chez les végétaux. L'activité adénylate cyclase a été mise
en évidence différentes plantes. Par exemple, une adénylate cyclase active au niveau
des tiges a été décrite chez Pisum sativum (Pacini et al., 1993). Il s'agit de la premiére
adénylate cyclase produisant le 3',5'-cAMP trouvée chez les végétaux. Un autre
activité adénylate cyclase a été observée chez Medicago sativa (Carricarte et al.,
19883).

Une activité adénylate cyclase a également été détectée dans les tubes
polliniques en croissance. L'utilisation simultanée de forskoline (un activateur de
l'adénylate cyclase) et dIBMX® (un inhibiteur de phosphodiestérase) permet de
provoquer la croissance des tubes polliniques (Tezuka et al., 1993).
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3.2.3. La PKA

La premicére kinase de plante découverte possé€dait une homologie importante
avec la PKA animale. Cette homologie fut cependant "oubliée" suite a la difficulté de
mise en évidence de I'AMPc chez les végétaux. Actuellement, aucune véritable PKA
n'a été trouvée dans les tissus végétaux (Budde et Randall, 1990; Li et al, 1994;
Bolwell, 1995).

3.2.4. Le facteur CREB

La présence d'AMPc et sa participation dans une voie de transduction du signal
impliquerait également la présence du facteur de transcription CREB. Des indices de
l'existence de ce facteur ont été trouvés depuis un certain temps. Le clonage et le
séquencage de cDNA codant pour des protéines b-ZIP végétales et la comparaison de
leur séquence a permis de créer la famille des protéines b-ZIP végétales. Certaines de
ces protéines sont transactivatrices aussi bien in-vivo que in-vitro. Les cibles de ces
protéines sur I'ADN sont des séquences TGACGTCA qui se retrouvent avec quelques
différences au niveau des séquences CRE chez les animaux (Armstrond et al., 1992;
Ishiguro et al., 1993). Dans les expériences menées par Armstrong (1992), 'analyse
des composants de la voie de transduction du signal a permis de caractériser des
protéines agissant au niveau du promoteur de la chalcone synthase en se fixant sur une
région régulatrice contenant la séquence ACGT. Le clonage de cDNA codant pour
trois facteurs végétaux interagissant sur I'ADN a permis de déterminer qu'ils
contenaient un domaine b-ZIP. Ces facteurs sont appelés CPRFs (common plant
regulatory factor). Dans cette expérience, les trois CPRFs agissent soit sous forme
d'homodimeéres, soit sous forme d'hétérodimeéres. Comme le facteur CREB chez les
animaux, les CPRFs sont des protéines de la familles des leucines zipper et
reconnaissent des séquence conservées au niveau du promoteur de certains génes.,

Malgré l'existence de protéines CREB-like chez les végétaux, il n'existe pas

encore de démonstration expérimentale d'un lien direct entre la production d'AMPc et
l'activation des protéines CREB-like.
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3.3. Fonction signalétique de I'AMPc chez les végétaux

Aprés avoir montré que tous les intermédiaires de la voie de transduction du
signal médiée par ' AMPc étaient présents chez la plante, il restait & démontrer que
I'AMPc y avait (ou non) une fonction signalétique.

L'addition d'AMPc aux cellules végétales semble induire différentes réponses
physiologiques. En effet, 'AMPc joue, par exemple, un rdle dans I'élongation des
tubes polliniques aprés auto-pollinisation incompatible chez Tradescantia paludosa et
chez Arachis hypogea, et dans l'induction du sexe chez Bryum argenteum (Tezuka et
al., 1993).

Un exemple d'expérience montrant l'action de 'AMPc au niveau végétal est
celle réalisée avec les cellules mésophylles de Vicia faba L. (Li et al., 1994). Dans
cette expérience, il a été prouvé que 'AMPc activait I'ouverture des canaux potassium
au niveau de ces cellules du mésophylle. Pour mettre en évidence le réle de I'AMPc,
des homologues de I'AMPc ont été utilisés dont le 8-bromo-cAMP, le dibutyryl-
cAMP, I'AMP, le cGMP, le GMP. En plus de ces molécules, des inhibiteurs de PKA
ont été utilisés pour déterminer si l'ouverture de canaux potassiques était sous la
dépendance d'une kinase AMPc-dépendante. Les résultats de ces expériences montrent
que I'AMPc peut avoir une action au niveau végétal et que cette action se réalise en
partie grace a une protéine PKA-like.

Une derniére expérience est celle impliquant I'AMPc dans I'élongation des tubes
polliniques aprés auto-pollinisation incompatible chez Lilium longiflorum (Tezuka et
al., 1993). L'expérience fait intervenir ici deux autres molécules activant la voie de
I'AMPc, le 3-isobutyl-1-méthylxanthine qui inhibe 'activité de la phosphodiestérase et
la forskoline qui active 1'adénylate cyclase.
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Buts du mémoire

Bien que tous les intermédiaires de la voie de transduction du signal médiée par
I'”AMPc aient été identifiés chez les végétaux supérieurs, il n’existe a I’heure actuelle,
aucune preuve claire du role de cette voie signalétique. Dans ce mémoire, nous nous
sommes focalisés sur 1’étude d’un intermédiaire bien précis de cette cascade, a savoir
le facteur de transcription CREB dont le réle est d’activer la transcription de certains
geénes en présence d’AMPc.

Le but de ce mémoire est I'obtention de sondes immunologiques dirigées contre
le domaine de liaison a ’ADN et/ou le domaine de dimérisation du facteur de
transcription CREB de la chicorée industrielle (Cichorium intybus).

Afin d'atteindre ce but, les fragments CREB480 et CREB540 codant pour les
protéines p480 et p540 seront clonés dans un vecteur d'expression, le plasmide pET-
15b. Ce plasmide permettra la surexpression des inserts, dans des souches particuliéres
d'E.coli, et donc la production en quantité suffisante des protéines d'intérét. Celles-ci
seront partiellement purifiées a partir d'extraits protéiques et utilisées pour
I’immunisation des lapins.

C’est anticorps seront utilisés dans le futur pour étudier les profils de
phosphorylation des facteurs CREB lors de diverses situations de stress.
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1. Méthodes relatives au clonage des inserts

1.1. Culture d’Escherichia coli

e Milieu liquide : milieu LB (Broth Base), 20 g/l
e Milieu solide (LBA) : milieu LB, 20 g/l + agar 1.5 %

La sélection de bactéries recombinantes est réalisée sur milieu LB contenant de
I’ampicilline. Celle-ci est utilisée a une concentration de 200 pg/ml. Les antibiotiques
sont rajoutés, a partir d’une solution stock a 20 mg/ml, dans le milieu ou sur la boite de

Pétri en fonction des besoins.

Les clones bactériens ont été conservés a -70°C dans du milieu LB liquide contenant
15 % de glycérol (aliquote de 1 ml). Les clones couramment utilisés ont été conservés

a 4°C sur milieu LB solide.

1.2. Préparation de I’ADN plasmidique d’Escherichia coli

1273 Mini-préparation d'ADN
Solutions

e Tampon Tris 25 mM (pH 8.0), glucose 50 mM, EDTA 10 mM + lysozyme 2 mg/ml
e NaOH 0.2 M + SDS 1%

e Acétate de potassium 3 M + acide acétique 1.8 M

e Phénol / chloroforme (24:1)

e Ethanol 96 % (maintenu a —20°C)

e Ethanol 76 % (maintenu a —20°C)

e Tris 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM

e RNAse (solution stock a 10 mg/ml)
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Protocole

e Ensemencer 10 ml de milieu LB, auxquels est ajouté ’antibiotique adéquat, avec
une colonie bactérienne. Incuber la culture pendant une nuit a 37°C sous agitation

e Transvaser 1.5 ml de la solution bactérienne dans un tube Eppendorf de 1.5 ml.
Centrifuger a 13000 rpm pendant 5 minutes et €liminer le surnageant en retournant
le tube. Recommencer cette opération deux fois de plus

e Resuspendre le culot dans 150 pl de tampon Tris 25 mM (pH 8.0), glucose 50 mM,
EDTA 10 mM + lysozyme 2 mg/ml (préparé juste avant 1’utilisation et stocké dans
la glace). Incuber la solution pendant 5 minutes dans la glace

e Rajouter 300 pl de NaOH 0.2 M + SDS 1%. Mélanger la solution au vortex et
incuber 5 minutes dans la glace

e Rajouter 150 pl d’acétate de potassium 3 M + acide acétique 1.8 M. Mélanger la
solution au vortex et incuber 5 minutes dans la glace

e Centrifuger la solution a 13000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. Récolter le
surnageant dans un nouveau tube Eppendorf

e Ajouter au surnageant 400 pl de phénol / chloroforme (24:1). Mélanger la solution
au vortex puis centrifuger & 13000 rpm pendant 5 minutes

e Récolter la phase aqueuse (supérieure) dans un nouveau tube Eppendorf. Ajouter 1
ml d’éthanol 96 % (maintenu a —20°C) et incuber a —70°C pendant 10 minutes

e Centrifuger a 13000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. Eliminer le surnageant en
retournant le tube

e Laver le culot avec 1 ml d’éthanol 76 % (maintenu a —20°C). Centrifuger a 13000
rpm pendant 5 minutes a 4°C. Eliminer le surnageant en retournant le tube

e Sécher le culot au speed-vac pendant 10 minutes

e Resuspendre le culot dans 20 pl de tampon Tris 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM

e Ajouter 1 pl de RNAse (solution stock a 10 mg/ml). Incuber pendant 1 heure a 37°C

1.2.2. Midi-préparation d'ADN plasmidique
Solutions

e Tampon Tris 25 mM (pH 8.0), glucose 50 mM, EDTA 10 mM + lysozyme 2 mg/ml
e NaOH 0.2 M+ SDS 1%
e Acétate de potassium 3 M + acide acétique 1.8 M

Matériel et méthodes 32




e Phénol / chloroforme (24:1)

e Ethanol 96 % (maintenu a —20°C)
e Ethanol 76 % (maintenu a —20°C)
e Tris 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM
e RNAse (solution stock a 10 mg/ml)
e LiCl 5 M, Tris 50 mM (pH 8.0)

e Acétate de sodium 3 M pH 5.2

Protocole

e Ensemencer 50 ml de milieu LB, auquel est ajouté 1’antibiotique adéquat, avec une
colonie bactérienne. Incuber la culture pendant une nuit a 37°C sous agitation

e Transvaser la solution bactérienne dans un Falcon de 50 ml et centrifuger a 3000
rpm pendant 15 minutes (centrifugeuse BHG Hermle ZK364)

e Resuspendre ensuite le culot dans 2.5 ml de tampon Tris 25 mM (pH 8.0), glucose
50 mM, EDTA 10 mM + lysozyme 2 mg/ml (préparé juste avant 1’utilisation et
stocké dans la glace). La solution est incubée 10 minutes dans la glace

e Rajouter 5 ml de NaOH 0.2 M + SDS 1%. Mélanger la solution au vortex et incuber
10 minutes dans la glace

e Rajouter 3.75 ml d’acétate de potassium 3 M + acide acétique 1.8 M. Mélanger la
solution au vortex et incuber 10 minutes dans la glace

e Centrifuger la solution a 4000 rpm pendant 30 minutes a 4°C. Filtrer la solution sur
Miracloth et récolter le surnageant dans un nouveau Falcon de 50 ml

e Ajouter 10 ml d’isopropanol. Centrifuger a 4000 rpm pendant 5 minutes a 4°C
(centrifugeuse BHG Hermle ZK364)

e Resuspendre le culot dans 1 ml d’HpO

e Ajouter 1 volume de LiCl 5 M, Tris 50 mM (pH 8.0). Mélanger énergiquement et
incuber 15 minutes dans la glace

e Centrifuger a 4000 rpm pendant 5 minutes a 4°C (centrifugeuse BHG Hermle
ZK364)

e Récolter le surnageant et y ajouter 1 volume d’éthanol 96 % (maintenu a —20°C).
Incuber 10 minutes a —70°C

e Centrifuger a 4000 rpm pendant 5 minutes a 4°C (centrifugeuse BHG Hermle
ZK364)

e Resuspendre le culot dans 0.5 ml de tampon Tris-EDTA (pH 8.0)

e Ajouter 1 pl de RNAse (solution stock a 10 mg/ml). Incuber pendant 1 heure a 37°C
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e Ajouter au surnageant 1 volume de phénol / chloroforme (24:1). Mélanger la
solution au vortex puis centrifuger 4 13000 rpm pendant 5 minutes. Recommencer
cette opération deux autres fois

e Ajouter 1/10 de volume d’acétate de sodium 3M pH 5.2 et 2.5 volumes d’éthanol 96
% (maintenu a —20°C). Laisser précipiter 10 minutes a —70°C

e Centrifuger a 13000 rpm pendant 15 minutes a 4°C (minifuge)

e Eliminer le surnageant. Laver le culot en ajoutant 0.5 ml d’éthanol a 76 %
(maintenu a —20°C)

e Centrifuger a 13000 rpm pendant 5 minutes a 4°C (minifuge). Eliminer le
surnageant

e Sécher le culot au speed-vac pendant 10 minutes

e Resuspendre le culot dans 50 pl de tampon Tris-EDTA (pH 8.0)

1.3. Dosage d’ADN au spectrophotométre UV/visible

L’ADN isolé par mini-prep, extrait d’un gel ou purifi€ aprés amplification a été dosé
au spectrophotomeétre par mesure de I’absorbance a 260 nm.

e Régler le spectrophotométre sur une longueur d'onde de 260 nm

e Régler le zéro de l'appareil en utilisant comme "blanc" le tampon dans lequel se
trouve ’ADN

Diluer 1 pl d’ADN a doser dans 1 ml du tampon dans lequel se trouve I’ADN.

Meélanger en retournant la cuvette

Mesurer 1’absorbance de 1’échantillon a 260 nm au moyen d’une cuvette en quartz

Convertir la valeur d’absorbance en concentration d’ADN en sachant qu’une densité
optique de 1.0 correspond a une concentration d’ADN de 50 pg/ml

1.4. Réaction de PCR

La réaction de PCR permet I’amplification d’un fragment d’ADN au moyen
d’amorces spécifiques. Au cours de ce mémoire, les réactions PCR ont été réalisées a
partir d’ADN en solution et de colonies bactériennes.
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Réaction type d’amplification a partir d’ADN en solution

x ul d’ADN (x varie en fonction de la concentration en ADN)

1 pl d’amorce gauche (100 pmoles)

1 pul d’amorce droite (100 pmoles)

5 ul de ANTP (stock a 2 mM)

1 unité enzymatique de Taq polymérase (Boehringen Mannheim)
5 ul de tampon PCR (avec magnésium) concentré 10X

y ul d’HpO pour atteindre 50 pl

Réaction type d’amplification sur colonies

Colonie bactérienne prélevée a partir d’une boite de Pétri a I'aide d’un embout stérile
1 pl d’amorce gauche (100 pmoles)

1 ul d’amorce droite (100 pmoles)

5 pl de dNTP (stock a 2 mM)

1 unité enzymatique de Taq polymérase (Boehringen Mannheim)

5 pul de tampon PCR (avec magnésium) concentré 10X

y ul d’HpO pour atteindre 50 pl

Cycles d’amplification typiques

Un cycle d'amplification type comprend une étape de dénaturation d'une minute a
94°C, une étape d'hybridation d'une minute a x°C (en fonction des amorces utilisées) et
une étape d'élongation de 3 minutes a 68°C. Apres ces 25 cycles, une élongation
supplémentaire de 10 minutes a 68°C est réalisée. Les appareils PCR utilisés lors de ce
mémoire sont le PTC-100TM programmable thermal controller (MJ Research) et le
Minicycler (MJ Research).

1.5. Purification de ’'ADN amplifié (QIAquick Nucleotid
Removal Kit, QIAGEN)

Ce kit permet de séparer ' ADN des nucléotides non incorporés, des enzymes ou des

amorces.
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Protocole

e Me¢élanger 1 volume de I’échantillon d’ADN et 10 volumes de tampon PN

e Placer une colonne QIAquick dans un tube collecteur de 2 ml

e Placer I’échantillon dans la colonne QIAquick et centrifuger 1 minute a 6000 rpm.
Cette étape permet la fixation du ADN sur la résine de la colonne

e Eliminer le liquide se trouvant dans le tube collecteur. Replacer ensuite la colonne
QIAquick dans le méme tube collecteur

e Ajouter 750 pl de tampon PE et centrifuger a 6000 rpm pendant 1 minute. Cette
étape permet de laver ’ADN

e Eliminer le liquide se trouvant dans le tube collecteur et replacer la colonne
QIAquick dans le méme tube. Centrifuger [’ensemble a 13000 rpm pendant 1
minute. Placer la colonne QIAquick dans un tube Eppendorf de 1.5 ml

e Placer 30 pl de HpO (pH 8.0) au centre de la colonne. Aprés 1 minute d’incubation,
centrifuger la colonne a 13000 rpm pendant 1 minute. Cette étape permet de
décrocher I’ADN de la colonne. On peut recommencer cette derniére opération une
seconde fois pour augmenter le rendement de la purification

Rem. : La composition des tampon PN et PE n’est pas fournie dans le kit

1.6. Electrophorése d’ADN (gel horizontal)

L’électrophorése sur gel d’agarose permet de séparer des fragments d’ADN en
fonction de leur taille. La migration des fragments d’ADN dans le gel d’agarose est
inversement proportionnelle a leur taille.

L’ADN est détecté dans le gel en présence de bromure d’éthidium. Ce dernier
s’intercale entre les 2 brins de ’ADN et peut étre visualisé en utilisant un
transilluminateur UV.

La taille des fragments d’ADN est estimée en faisant co-migrer un étalon de
fragments d’ADN de taille connue. Les étalons utilisés durant ce mémoire sont I’ADN
du phage A restreint par Hind III (23 Kb), I'ADN du phage ¢X174 restreint par Hae 111
(5386 bp) et I’échelle d’ADN de 100 bp (100 bp DNA ladder, Gibco BRL). Le
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pourcentage en agarose du gel est ajusté en fonction de la taille des fragments a

séparer.

Solutions

e Tampon TAE (Tris-acétate 4 mM, EDTA 1 mM pH 8.0)

e Agarose X % (en fonction de la taille des fragments a séparer)

e Bromure d’éthidium (solution stock a 10 mg/ml)

e Bleu de bromophénol (glucose 40 %, bleu de bromophénol 0.025 %)

Protocole

e Préparer un gel d’agarose x % dans le tampon TAE. Ajouter 3 pl de bromure
d’éthidium par 50 ml de gel

e Couler le gel dans un support adéquat doté de peignes. Laisser refroidir le gel

e Placer le gel dans la cuve d'électrophorese (Pharmacia)

e Ajouter 1 volume de bleu de bromophénol & 5 volumes d’échantillon & analyser

e Déposer 10 pl de I’échantillon par puits

e Faire migrer les échantillons pendant 1 heure environ a 80 mA dans le tampon
d’électrophoreése TAE

e Visualiser les bandes au transilluminateur réglé a 302 nm

1.7. Extraction d’ADN d’un gel d’agarose (kit QIAEX )

Couper la bande de gel contenant I’ADN a purifier a I’aide d’un scalpel tranchant et
stérile

Peser le morceau de gel découpé. Ajouter 3 volumes de tampon QX1 a 1 volume de
gel

Resuspendre la résine QIAEX II au vortex pendant 30 secondes.

Ajouter 30 ul de QIAEX II a I’échantillon et mélanger (la quantité¢ de QIAEX II
ajoutée dépend du nombre de pg d’ADN dans 1’échantillon)

Incuber 1’échantillon a 50°C pendant 10 minutes. Maintenir la résine QIAEX II en

suspension en vortexant toutes les 2 minutes. Cette étape permet la solubilisation de
I’agarose et la fixation de I’ADN a la résine

Centrifuger la solution & 13000 rpm pendant 30 secondes
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Retirer avec précaution le surnageant avec une pipette
Ajouter 500 pl de tampon QX1. Resuspendre le culot en vortexant, puis centrifuger

a 13000 rpm pendant 30 secondes. Eliminer le surnageant avec une pipette
Ajouter 500 pl de tampon PE. Resuspendre le culot en vortexant puis centrifiger a

13000 rpm pendant 30 secondes. Eliminer le surnageant avec une pipette. Réaliser

cette étape une deuxiéme fois

Laisser sécher le culot 30 minutes a I’air
Ajouter 20 pl de HpO (pH 8.0) et resuspendre le culot en vortexant. Incuber 5

minutes a température ambiante (cette étape permet I’élution de I’ADN de la résine
QIAEXII). Centrifuger a 13000 rpm pendant 30 secondes. Réaliser ce dernier point
une seconde fois pour augmenter le rendement de purification

Rem.: Le poids de la bande excisée ne doit pas dépasser 250 mg. La
composition des tampons QX1 et PE n'est pas donnée dans le kit.

1.8. Restriction

Les enzymes de restriction coupent I’ADN double brin en des sites particuliers et
spécifiquement reconnus. En général, ces sites sont des séquences palindromiques de 4
a 6 acides nucléiques. Une réaction typique est détaillée ci-dessous :

Dans un volume de 20 pl

x pul de ADN a restreindre

2 nl de tampon de restriction (concentré 10x)

1 pl de ’enzyme de restriction (1 unité par pg d’ADN a restreindre)
y ul de H O

L’échantillon est alors incubé & 37°C pendant 1 heure pour 1 pg d’ADN. On
augmentera le temps d’incubation et la quantité d'enzyme de restriction si la quantité

en ADN est supérieure a 1 pg.
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Les enzymes de restriction utilisées au cours de ce mémoires sont EcoR I (Gibco BRL,
10 U/ul), Hind III (Gibco BRL, 10 U/pl), BamH I (Gibco BRL, 10 U/ul), et Xho I
(Gibco BRL, 10 U/ul).

1.9. Ligation

La réaction de ligation se réalise avec le pMOSBIlue T-vector Kit (4dmersham LIFE
SCIENCE). Une réaction de ligation typique est détaillée ci-dessous :

1 pl de tampon de ligation 10X concentré

0.5 pl de DDT (stock a 100 mM)

0.5 ul d’ATP (stock a 10 mM)

1 pl de vecteur (50 ng)

y ul d’insert

0.5 pul de T4 DNA ligase (4 UE/ul)

z ul HyO pour arriver a un volume total de 10 pl

Incuber 'échantillon pendant 2 heures a 16°C dans un bain thermostatisé

Rem: La quantité d’insert a ajouter au vecteur est calculée suivant la formule suivante :

[quantité de vecteur (ng) X taille de I’insert (pb) X10]/ taille du vecteur (pb)]

1.10. Transformation et sélection

1.10.1. Transformation des bactéries TOP10 (kit One Shot)

Solutions

e Milieu SOC
e bactotryptone 2 %
e extraits de levure 0.5 %

Matériel et méthodes 39




e NaCl 10 mM

e KCl2.5mM

e MgCl, 10 mM

e MgSO, 10 mM

e Glucose 20 mM

stériliser par autoclavage (20 minutes a 121°C sous 1 atm)

Protocole

e Décongeler les cellules compétentes (50 pl) dans la glace

e Ajouter 2 ul de B-mercaptoethanol et x pul du mélange de ligation. Mélanger au
moyen d’une pipette

e Incuber les cellules 30 minutes dans la glace

¢ Incuber les cellules pendant 30 secondes dans un bain thermostatisé a 42°C

e Retirer les cellules du bain le plus rapidement possible et incuber celles-ci dans la
glace pendant 2 minutes

e Ajouter 450 pl de milieu SOC (maintenu a 37°C) et incuber les cellules pendant 1
heure a 37°C

e Etaler 125 pl de cellules sur le milieu sélectif adéquat et incuber a 37°C pendant 1

nuit

1.10.2. Préparation de cellules électrocompétentes

e Inoculer 1 litre de milieu LB avec la souche de bactérie. Incuber 1 nuit a 37°C sous
agitation

e Centrifuger les cellules a 4000 rpm pendant 10 minutes dans des « biberons » de
250 ml

e Eliminer le surnageant et resusprendre les cellules dans 1 litre d’eau froide stérile

o Centrifuger les cellules a 4000 rpm pendant 10 minutes dans des « biberons » de
250 ml

e Resuspendre le culot dans 40 ml de glycérol 10 % maintenu a 4°C. Transvaser les
bactéries dans un tube Falcon de 50 ml

e Centrifuger a 4000 rpm a 4°C

e Eliminer le surnageant et resuspendre le culot de bactéries dans 4 ml de glycérol 10
% maintenu a 4°C. Aliquoter les cellules (100 pl/Eppendorf)
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e Plonger les cellules dans 1’azote liquide avant de les stocker a —70°C

1.10.3. Electro-transformation

e Décongeler les cellules électrocompétentes dans la glace

e Dans un tube Eppendorf de 1.5 ml, préalablement refroidi dans la glace, mélanger
40 pl de cellules électrocompétentes avec 1 pl d’ADN. Incuber I'échantillon
pendant 1 minute dans la glace

e Régler I’électroporateur (Gene pulser BIO-RAD €quipé d’un Pulse controller et de
capacitances additionnelles) a 25 pF et 2.5 kV. Régler le controleur de pulses a 200
Q

e Transférer le mélange bactérien dans une cuvette d’électroporation de 0.2 cm
(Pulser IM Cuvette 0.2 cm electrode gap, BIO-RAD) préalablement refroidie

e Placer la cuvette entre les deux électrodes de 1’électroporateur et envoyer un pulse
de 4 4 5 msec

e Ajouter directement 1 ml de milieu SOC (maintenu a 37°C) et incuber pendant 1
heure a 37°C

e Etaler 50 a 100 pl de bactéries sur le milieu sélectif adéquat et incuber a 37°C
pendant une nuit a 37°C

1.10.4. Sélection des bactéries recombinantes : test lac Z

Le test lac Z (ou test blanc-bleu) est une méthode de sélection de bactéries
transformées bas€ sur la propriété de complémentation intragénique que possedent les
recombinants issus de la transformation.

La souche bactérienne TOP10, que nous avons utilisée lors de ce mémoire, est
déficiente en P-galactosidase. Elle posséde cependant un épisome F’ dont une partie
code pour la région C-terminale inactive a’ de la [B-galactosidase. La partie N-
terminale inactive o de la B-galactosidase est, elle, codée par une portion de géne se
trouvant dans le vecteur de transformation (vecteur pMOS dans ce mémoire). Dans les
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bactéries transformées, il y aura complémentation intragénique lors de I'assemblage des
peptides a et o’ inactifs qui vont donner une galactosidase fonctionnelle.

Le site multiple de clonage du vecteur pMOS est intégré, par construction, en
phase dans une partie peu importante du géne lac Z sans perturber l'activité de la -
galactosidase. Le phénoméne de complémentation intragénique sera possible si le
vecteur pMOS ne contient pas d’insert. Par contre, si le vecteur contient un insert, la
région codant pour la partie N-terminale de la B-galactosidase sera disruptée et la
complémentation intragénique alors rendue impossible car le peptide a ne peut plus
former une B-galactosidase fonctionnelle en s'associant au peptide o'.

Lors de 1’addition d’IPTG et de X-Gal, les bactéries transformées avec des
vecteurs refermés sur eux-mémes ou avec des vecteur contenant un petit morceau
d'insert produiront une -galactosidase fonctionnelle et apparaitront bleues. Dans le cas
de bactéries transformées avec le vecteur contenant I’insert, il n’y aura pas de B-
galactosidase fonctionnelle et les colonies formées par celles-ci apparaitront blanches.

Protocole

e FEtaler les bactéries transformées sur le milieu solide LBA contenant 1’antibiotique
adéquat, ainsi que 35 pl d’IPTG (stock a 20 mg/ml) et 35 pl de X-Gal (stock a 20

mg/ml)
e Incuber les cellules a 37°C pendant une nuit

e Repiquer les colonies blanches sur un nouveau milieu LBA contenant I'antibiotique
adéquat, I'IPTG et I'X-Gal

1.11. Réaction de séquencage par PCR

1.11.1.  Pré-amplification de l'insert avec les amorces
spécifiques du vecteur

Cette étape permet d’amplifier spécifiquement le segment de plasmide dans lequel
se trouve l’insert & séquencer. Cette amplification se fait grdce a deux amorces
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spécifiques du vecteur. Dans le cas du vecteur pMOS, les amorces utilisées sont
REVERSE et FORWARD. Dans le cas du vecteur pET, les amorces utilisées sont T7

promoter et T7 terminator.

Réaction type de pré-séquencage :

1 ul d’ADN plasmidique

1 pl d’amorce droite (3.3 pmoles)

1 ul d’amorce gauche (3.3 pmoles)

5 ul de dNTP (stock a 2 mM)

5 ul de tampon de PCR avec magnésium
1 unité enzymatique de Taq polymérase
36 ul HHO

Avec les amorces FORWARD et REVERSE

1 cycle 1 minute a 96°C

30 cycles 30 secondes a 96°C
15 secondes a 45°C
4 minutes a 60°C

T7 Promoter et T7 Terminator

1 cycle 1 minute a 96°C

25 cycles 30 secondes a 96°C
30 secondes a 50°C
4 minutes a 60°C

1.11.2.  Purification du produit d’amplification (QlAquick

Nucleotide Removal Kit)

Cette étape permet de débarrasser I’ADN pré-séquencé des dNTP, des amorces, de

I’enzyme et des petits produits d’amplification. Cette étape est indispensable au bon

fonctionnement de la suite de la réaction de séquencage (voir protocole point 1.5).
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1.11.3. Réaction de séquencage

Réaction type

5 ul d’ADN purifié a séquencer
1 pl d’amorce de séquengage gauche ou droite (3.3 pmoles)
4 pl de mix de séquengage (Terminator Ready Reaction Mix, PE Applied Biosystems)

Pour le protocole d'amplification, se référer au point 1.11.1.

1.11.4.  Purification de 'ADN séquencé

e Ajouter 1 pl d'acétate de sodium 3 M et 25 pl d’éthanol a 98 % (maintenu a —20°C)
a I'échantillon

e Mélanger délicatement avec une pipette et transvaser la solution dans un tube
Eppendorf de 1.5 ml. Vortexer et incuber 10 minutes dans la glace

e Centrifuger a 13000 rpm pendant 20 minutes & 4°C (minifuge)

e Eliminer le surnageant (culot invisible) en retournant délicatement les tubes sur du
papier absorbant et laisser s’écouler le liquide pendant quelques minutes

e Ajouter 125 pl d’éthanol a 75% (maintenu a —20°C). Centrifuger a 13000 rpm
pendant 5 minutes a 4°C (minifuge)

e Eliminer le surnageant (culot invisible) en retournant délicatement les tubes sur du
papier absorbant en laisser s’écouler le liquide pendant quelques minutes

e Sécher le culot au speed-vac pendant 5 minutes (culot invisible)

e Les échantillons sont séquencés par le séquenceur automatique ABIPRISM 337
ADN Sequencer de Perkin Elmer
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Figure 18 : Modéle de I'expression des inserts clonés dans le vecteur pET-
15b




2. Méthodes relatives a I’analyse des protéines

2.1. Induction de I'expression de l'insert

Les cellules BL-21 (DE3) contiennent le géne codant pour la T7 RNA polymérase
qui permet la surexpression des inserts (figure 18). Ce geéne est sous la dépendance du
promoteur lac UVS5 qui est inductible par 'IPTG. L'ajout d'IPTG a de bactérie BL-21
(DE3) va donc permettre la production en grande quantité de la protéines d'intérét
codée par l'insert.

Solution

e PTG (solution stock a 100 mM)
Protocole

e Ensemencer 50 ml de milieu LB (200 pg/ml d'ampicilline) avec une colonie
bactérienne dont on désire extraire les protéines. Incuber la culture a 37°C sous
agitation pendant une nuit

e Mesurer régulicrement la DOgo( au spectrophotomeétre. Lorsque celle-ci atteint
0.600, induire la production de la protéine d'intérét en ajoutant de I'IPTG (stock a
100 mM) a une concentration finale de | mM

e Poursuivre l'incubation pendant 3 heures a 37°C sous agitation

2.2. Extraction des protéines des bactéries BL-21 (DE3)

Solutions

e Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 2 mM

e Lysozyme (stock 10 mg/ml)

e Triton X-100 1 %

e 5 X SDS gel-loading buffer (Tris-HCI 250 mM pH 6.8, dithiothreitol 500 mM, SDS
10 % bleu de bromophénol 0.5 %, glycérol 50 %)
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Protocole

e Aprés induction de la culture bactérienne, collecter les cellules induites par
centrifugation pendant 5 minutes a 5000 rpm

Eliminer le surnageant et resuspendre le culot dans 5 ml de Tris-HC1 50 mM pH 8.0,
EDTA 2 mM

Ajouter du lysozyme (stock 10 mg/ml) préparé dans le tampon Tris-HCI 50 mM pH
8.0, EDTA 2 mM) a une concentration finale de 100 pg/ml. Ajouter 0.5 ml de
Triton X-100 1%. Incuber 15 minutes a 30°C

Soniquer (sonicateur BANDELIN, Soniplus) la solution bactérienne dans un bain de

glace, 5 pulses de 10 secondes. Centrifuger a 4000 rpm pendant 30 minutes a 4°C
(centrifugeuse BHG Hermle ZK364)

Séparer le surnageant du culot. Resuspendre le culot (fraction insoluble) dans 200 pl
de 1X SDS gel-loading buffer. Ajouter 1 volume de 2X SDS gel-loading buffer au
surnageant (fraction soluble)

2.3. Extraction des protéines de chicorée

Solution
e Tampon d'extraction (Tris 50 mM pH 6.8, B-mercaptoéthanol 1 %, glycérol 15 %)
Protocole

e Peser 300 mg de feuilles ou de racine de chicorée et les mettre dans des tubes Falcon
de 50 ml contenant 50 mg de Polyvinyl-Polypyrrolidone (PVP) insoluble

e Placer les Falcons dans de la glace plus de I'eau

e Ajouter 1.5 ml de tampon d'extraction dans chacun des Falcons

e Homogénéiser 2 minutes a 'ultra-turrax en gardant les Falcons dans la glace et 1'eau

e Centrifuger les Falcons a 4000 rpm a 4°C (Centrifugeuse BHG Hermle ZK364)

e Récupérer les surnageants dans des tubes Eppendorf de 1.5 ml et centrifuger pendant
10 minutes a 10000 rpm et a 4°C

e Récupérer délicatement les surnageants dans des nouveaux tubes Eppendorf de 1.5
ml
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2.4. Electrophorése SDS-PAGE (méthode de Laemmli)

Les protéines extraites des souches bactériennes ont €té€ analysée par électrophorese
dans un gel de polyacrylamide en présence de SDS. Ce type de gel est le résultat de la
polymérisation de monomeres d’acrylamide et de bis-acrylamide. Les deux catalyseur
que sont l'amonium persulfate et le TEMED vont induire la polymérasation des
monomeres en libérant des radicaux libres.

Le gel de polyacrylamide, ainsi que le tampon, contiennent du SDS, un détergent
qui, en exces, et en présence de f-mercaptoéthanol (un réducteur de pont disulfure), va
dérouler les protéines et les charger négativement de maniere uniforme. Les protéines
étant toutes chargées négativement, leur migration dans le gel de polyacrylamide sera
inversément proportionnelle a leur poids moléculaire.

24.1. Gel

Solution

e 1X SDS tampon de chargement (Tris-HCl 50 mM pH 6.8, dithiothréitol 100 mM,
SDS 2 % bleu de bromophénol 0.1%, glycérol 10 %)

e Tampon d’électrophorese (Tris 25 mM, glycine 250 mM pH 8.3, SDS 0.1 %)

e SDS10%

e Amonium persulfate 10 %

e Tris 1.5 M pH 8.8

e Tris1 MpH6.8

e TEMED
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Composition du gel SDS-Page

Gel d’empilement 5 %

Pour un gel de 4 ml :

H>O 2.7 ml
30 % acrylamide mix 0.67 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 0.5 ml
10 % SDS 0.04 ml
10 % amonium persulfate 0.04 ml
TEMED 0.004 ml

Gel de migration 15 %

Pour un gel de 5 ml Pour un gel de 40 ml (grand gel)

H>O 2.3 ml 9.2 ml

30% acrylamide mix 5.0 ml 20.0 ml

1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5ml 10.0 ml

10% SDS 0.1 ml 0.4 ml

10 % amonium persulfate 0.1 ml 0.4 ml

TEMED 0.004 ml 0.016 ml

Marqueurs de taille

BIO-RAD : Pharmacia Biotech :
Myosine 203 kDa Phosphorylase b 94 kDa
B-galactosidase 116 kDa Albumine bovine 64 kDa
Albumine bovine 83 kDa Ovalbumine 43 kDa
Ovalbumine 48.7 kDa Anhydrase carbonique 30 kDa
Anhydrase carbonique 33.4 kDa Inhibiteur de trypsine 20.1 kDa
Inhibiteur de trypsine  28.2 kDa o-lactalbumine 14.4 kDa
Lysozyme 20.7 kDa
Aprotinine 7.6 kDa
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Protocole

e Monter les plaques d'électrophorése en suivant les instructions du fournisseur
(espaceurs de 0.75 mm d’épaisseur)

e Préparer le gel de migration en ajoutant les deux catalyseurs (APS et TEMED) en
dernier lieu

e Couler le gel entre les deux plaques de verre. Raccourcir le gel avec un peu
d’éthanol pour favoriser la polymérisation

e Apres polymérisation, enlever I’éthanol et préparer le gel d’empilement en ajoutant
les deux catalyseurs (APS et TEMED) en dernier lieu

e Placer le peigne et couler le gel d'empilement

e Apres polymérisation compléte du gel d’empilement, enlever le peigne et rincer les
puits avec quelque ml de tampon d’électrophorese

e Monter les plaques sur le support d’électrophorése et disposer celui-ci dans la cuve
(Mini-PROTEAN II BIO-RAD) en suivant les instruction du fournisseur

e Remplir les compartiments supérieur et inférieur avec le tampon d’électrophorese

e Préparer les échantillons a analyser en y ajoutant une quantité adéquate de tampon
de chargement

e Déposer 15 pl d’échantillon par puits

e Mettre la cuve sous une tension de 150 V

2.4.2. Visualisation des protéines

Coloration au bleu de Coomassie

Solution

e Solution de coloration du gel : bleu de Coomassie (Brillant Blue R250) 0.1 %,
méthanol 40 %, acide acétique 10 %, HpO 50 %
e Solution de décoloration du gel : méthanol 40 %, acide acétique 10 %, H>O 50 %

Protocole

e Plonger le gel dans la solution de coloration pendant 30 minutes
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Figure 19 : Schéma de montage des tubes d'électro-élution




e Retirer le gel de la solution de coloration, le plonger dans la solution de décoloration

et le laisser décolorer en renouvelant plusieurs fois la solution

Coloration a I'argent

Solution et protocole

Plonger le gel dans

e Fixateur 1 (Méthanol 50 %, acide acétique glacial 10 %) pendant 30 minutes

e Fixateur 2 (Méthanol 5 %, acide acétique glacial 7 %) pendant 30 minutes

e Fixateur 3 (Glutaraldéhyde 10 %) pendant 30 minutes

e H»>O distillée pendant 2 heures (avec des changements fréquents)

e H»O ditillée pendant 30 minutes

e Dithiothréitol 10 mg/ml pendant 30 minutes

e AgNO3 0.1 % pendant 30 minutes

e Rincer le gel avec quelques ml d'HpO distillée

e Développeur (NapCO3 3%, formaldéhyde 50 pl/100 ml) jusqu'a ce que les protéines
apparaissent

e Acide acétique 0.1 % pendant 10 minutes pour permettre I'arrét de la réaction

2.5. Elution des protéines a partir d’un gel SDS-PAGE

Solutions

e Tampon d’élution Tris-glycine (25 mM Tris, 250 mM glycine pH 8.3, 0.1 % SDS)

Protocole :

e A partir d'un grand gel SDS-PAGE (voir quantité de réactifs dans le chapitre 2.2.1.),
découper la bande d'intérét apres coloration au bleu de Coomassie.

e Chauffer les membranes de dialyse dans du tampon d’élution au moins 1 heure a
60°C

e Placer un verre fritté au fond d’un tube en verre (figure 19)
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e Placer une membrane au fond de 1’adaptateur en silicone (figure 19)

e Remplir I’adaptateur en silicone avec du tampon d'élution et enlever les bulles d’air

e Placer I’adaptateur en silicone sur le tube en verre (figure 19)

e Remplir le tube avec les morceaux de gels (jusqu'a 1/3 de la hauteur du tube)

e Placer les tubes sur le support de la cuve

e Remplir de tampon d'élution les compartiments inférieur et supérieur de la cuve

e Eluer les protéines a 10 mA/tube jusqu'a ce que le gel soit totalement décoloré

e Lorsque I’élution est terminée, enlever le tube du support de la cuve. Retirer le
tampon qui reste dans le tube en verre, ainsi que l'adaptateur en silicone

e Avec une pipette, récolter le liquide retenu par la membrane

2.6. Purification sur résine His-Bind (Novagen) et digestion
a la thrombine

Solutions et tampons utilisés

e Tampon de chargement (8 X) : 400 mM NiSOy4

Tampon d'élution (4 X) : 4 M imidazole, 2 M NaCl, 80 mM Tris-HCI pH 7.9
Tampon de lavage (8 X) : 480 mM imidazole, 4 M NaCl, 160 mM Tris-HCI pH 7.9
Tampon de liaison (8 X) : 40 mM imidazole, 4 M NaCl, 160 mM Tris-HCI pH 7.9
Tampon thrombine (1 X) : 2.5 mM CaCly, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 3.4

Préparation de la résine

e Déposer 1 ml de résine dans un Falcon de 50 ml. Centrifuger a 4000 rpm pendant 2
minutes a 4°C

e Enlever le surnageant. Ajouter 3 volumes d'HpO distillée. Mélanger pendant 5
minutes a 4°C

o Centrifuger pendant 2 minutes a 4000 rpm a 4°C. Enlever le surnageant

Ajouter 5 volumes de tampon de chargement 1 X et centrifuger a 4000 rpm pendant
2 minutes a 4°C

e Enlever le surnageant et ajouter 3 volumes de tampon de liaison 1 X. Mélanger
pendant 5 minutes a 4°C

Centrifuger a 4000 rpm pendant 2 minutes a 4°C et enlever le surnageant
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Purification par lot de la protéine cible et digestion a la thrombine

e A la résine préparée, ajouter 3 volumes de tampon de liaison 1 X ainsi que les
protéines a purifier

e Incuber pendant 1 heure a 4°C sous agitation. Centrifuger a 4000 rpm pendant 2
minutes a 4°C. Enlever le surnageant

e Ajouter 10 volumes de tampon de chargement 1 X et centrifuger a 4000 rpm
pendant 2 minutes a 4°C

e Enlever le surnageant et laver 2 fois la résine avec 6 volumes de tampon de lavage 1
X

e Centrifuger a 4000 rpm pendant 2 minutes a 4°C. Enlever le surnageant et laver 2
fois la résine avec 6 volume de tampon d'élution 1 X

e Incuber pendant 1 heure a 4°C

e Centrifuger a 4000 rpm pendant 2 minute a 4°C et récupérer le surnageant

e Aliquoter le surnageant dans des tubes Eppendorf de 1.5 ml dont le capuchon a été
préalablement troué

e Refermer les tubes Eppendorf sur une membrane de dialyse (Medicell international,
10000)

e Dialyser une nuit dans le tampon thrombine 1 X sous agitation a 4°C

e Digérer les protéines dialysées avec x unités de thrombine (Novagen) a 37°
pendant 7 heures

2.7. Immunisation des lapins

L'immunisation des lapins a été réalisée avec 1 ml de mélange protéines/adjuvant.
Ce mélange se compose de 1 volume de protéines électro-éluées et de 1 volume
d'adjuvant QuilA (Spikoside, Isoteck product). Des rappels sont effectués toutes les
deux semaines apres la premiére injection
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2.8. Dot blot et Werstern blot

2.8.1. Epuisement d’'un polysérum

L'épuisement des polyséra en présence de protéines d'E.coli est réalisée pour
"neutraliser" les anticorps dirigés contre E.coli que le lapin aurait produits au cours de

son existence.

e Réaliser ’extraction des protéines a partir d’une culture liquide de E.coli
transformée avec le vecteur pET-15b ne contenant pas I’insert et induite par IPTG

e Ajouter aux protéines extraites un certain volume de polysérum (en fonction de la
dilution que I’on veut obtenir)

2.8.2. Dot blot

Le dot blot est utilisé pour vérifier rapidement la présence d'anticorps dirigés contre
la protéine cible. En pratique, les protéines sont directement déposées sur une
membrane de nitrocellulose (Hybond™-C extra, Amersham) et incubées en présence du
polysérum a tester.

Solutions et tampon utilisé€s

e Solution de saturation : Tween-20 0.1 % dans TBS

e TBS (8 gNacCl, 0.2 gKCl et 3 g Tris)

e Solution de révélation : 10 ml méthanol, 60 mg HRP (Horse Raddish Peroxydase,
BIO-RAD), 50 ml TBS et 30 pl d’HpO7 (Merck)

Protocole
e Humidifier la membrane avec le tampon TBS
e Déposer 5 ul de ’extrait bactérien a analyser

e Saturer la membrane pendant une nuit, & 4°C, avec la solution de saturation Tween-
20 0.1 %
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e Rincer la membrane dans le tampon TBS

e Incuber la membrane, a température ambiante, pendant 1 heure avec le polysérum
adéquat (épuisé ou non, naif ou rappel) et dilué de fagon appropriée

e Laver la membrane trois fois, a température ambiante, avec le tampon TBS

e Incuber la membrane pendant 1 heure, a température ambiante, avec 1’anticorps
secondaire coupl€ a une peroxydase (Amersham) et dilu€ de maniére appropriée

e Laver la membrane trois fois , & température ambiante, avec le tampon TBS

e Révéler la membrane avec la solution de révélation

2.8.3. Transfert de protéines d’'un gel SDS-PAGE sur une
membrane de nitrocellulose

Solution

e Tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20 % MeOH)
Protocole

e Séparer le gel d’empilement du gel de migration. Equilibrer le gel de migration
dans le tampon de transfert pendant 10 minutes

e Couper les papiers buvards et la membrane de nitrocellulose (Hybond TM-C extra,
Amersham) a la dimension du gel de migration

e Humidifier la membrane avec de I’eau distillée puis tremper celle-ci dans le tampon
de transfert pendant 5 minutes

e Assembler la cassette de transfert dans le tampon de transfert en évitant les bulles
d'air (voir schéma)

e Remplir la cuve (Hoefer TE 50X) avec du tampon de transfert jusqu’au niveau des
électrodes

e Placer un barreau magnétique dans le fond de la cuve et connecter celle-ci avec un
bain thermostatisé a une température de 15°C

e Connecter la source de courant a la cuve de transfert. Les conditions de transfert
sont 1.0A et 100V pendant 2 heures

e Apres 2 heures, déconnecter la source de courant et retirer la cassette de la cuve

e Placer le gel dans du bleu de Coomassie pour vérifier si le transfert a eu lieu

e Pour visualiser les protéines et les étalons, utiliser une solution de Ponceau S
(Sigma, P-7170) ou une solution d’encre de chine
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2.8.4. Visualisation des protéines transférées

2.8.4.1. Encre de chine

La visualisation avec I’encre de chine va faire apparaitre les bandes représentant les
protéines transférées en noir tandis que le fond de la membrane sera de couleur grise.
Le traitement de la membrane avec 1’encre de chine est un traitement permanent.

Solutions

e KOH1 %
e Solution Tween-20 (0.3 % Tween-20 dans TBS, pH 7.4)
e Encre de chine 0.1 % (Pelikan 17 black) dans la solution Tween-20

Protocole

e Incuber la membrane 5 minutes dans la solution de KOH 1 % et sous agitation

e Rincer deux fois la membrane pendant 15 minutes avec TBS et sous agitation

e Laver la membrane 3 fois pendant 30 minutes a 37°C avec la solution Tween-20 et
sous agitation

e Laver la membrane 2 fois pendant 30 minutes a température ambiante avec la
solution Tween-20 et sous agitation

e Incuber la membrane avec la solution d’encre de chine 0.1 % pendant la nuit et sous
agitation

e Rincer la membrane deux fois a température ambiante avec la solution Tween-20

e Incuber la membrane a température ambiante avec la solution Tween-20 pour
décolorer la membrane

e Laisser sécher la membrane

2.8.4.2. Ponceau S

Le rouge Ponceau est une solution qui permet de visualiser les protéines transférées.
Celles-ci vont apparaitre sous forme de bandes de couleur rouge. Ce traitement étant
non permanent, la membrane peut ensuite €tre utilisée lors de western blot comme c’est

le cas dans ce mémoire.
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Solution

e Solution Ponceau S (Ponceau S 0.1 %, acide acétique 5 %)
Protocole

e Incuber la membrane 30 minutes avec la solution Ponceau S

e Décolorer la membrane dans de l’eau distillée jusqu’a ce que le fond de la
membrane soit blanc

e Repérer I’emplacement des marqueurs de taille

e Décolorer complétement la membrane avec de 1’eau distillée

2.8.9; Western blot

Solutions

e Solution de saturation : Tween-20 0.1 % dans TBS
e TBS (8 gNaCl, 0.2 gKCl et 3 g Tris)
e Solution de révélation : 10 ml méthanol, 60 mg HRP, 50 ml TBS et 30 pul d’HpO2)

Protocole

e Transférer les protéines du gel sur la membrane de nitrocellulose (voir point 2.8.3.)

e Saturer la membrane pendant une nuit, a 4°C, avec la solution de saturation Tween-
200.1 %

e Rincer la membrane dans le tampon TBS

e Incuber la membrane, & température ambiante, pendant 1 heure avec le polysérum
adéquat (épuis€ ou non, naif ou rappel) et dilué de fagon appropriée

e Laver la membrane trois fois, a température ambiante, avec le tampon TBS

e Incuber la membrane pendant 1 heure, a température ambiante, avec 1’anticorps
secondaire couplé a une peroxydase (Amersham) et dilué de maniere appropriée

e Laver la membrane trois fois, a température ambiante, avec le tampon TBS

e Révéler la membrane avec la solution de révélation
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TV. Résultats et
discussion




1. Bref rappel des objectifs du mémoire

Le but de ce mémoire est l'obtention d'anticorps dirigés contre deux fragments de
protéines b-ZIP végétales, pCREB480 et pCREB540 de Cichorium intybus (la
chicorée a inuline). Ces fragments de protéines codés par les inserts CREB480 et
CREBS540 ont été clonés lors d'un précédent travail (Bellefontaine, 1995). Pour obtenir
ces sondes immunologiques, les séquences CREB480 et CREB540 ont été clonées
dans un vecteur d'expression pET-15b qui permet la surexpression des protéines
d'intérét. Les protéines ainsi produites ont été injectées a des lapins pour la production
d'anticorps.

2.Les séquences CREB

2.1. Résumé des travaux antérieurs

Le clonage et le séquengage d'’ADNc codant pour des protéines b-ZIP végétales
homologues a8 CREB ont été réalisés au laboratoire (Bellefontaine, 1995). L'objectif de
ce travail précédent était de caractériser, chez Cichorium intybus (la chicorée a
inuline), un géne correspondant a un facteur de transcription homologue a la protéine
mammalienne CREB. Deux fragments de génes, 1'un de 546 bp et l'autre de 488 bp,
ont ét€ clonés chez Cichorium intybus. Chacun de ces deux fragments code pour le
domaine b-ZIP riche en résidus basiques et le domaine leucine zipper du facteur de
transcription. La comparaison de ces séquences avec d'autres séquences de protéines b-
ZIP végétales a montré que celles-ci appartiennent & une famille de facteurs de
transcriptions se liant spécifiquement a des séquences trés proche des CREs (5'-
TGACGTCA-3") qui sont des éléments promoteurs dépendant de 'AMPc chez les

animaux.
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2.2. Séquencage complet des deux clones

Les deux clones CREB480 et CREB540 ont ét€ séquencés pour vérifier la
séquence de CREB540 et pour compléter la séquence de CREB480. Les séquences
nucléotidiques et en acides aminés sont reprises ci-dessous. Dans les séquences en
acides aminés, le domaine basique est en grisé et le domaine b-ZIP est encadré (les
leucines sont en gras). Au niveau des protéines b-ZIP végétales, on retrouve 3 leucines
dans le domaine b-ZIP pour 4 chez le facteur CREB animal.

v 0.0y 8 CREB480

Séquence nucléique

ATGTCCAACAACTTGAAAGTAGCAGAATGAAATTGAGCCAACTTGAGCAAGAGCTTCAACGAGCAAGA
CAGCAGGGCATCTTCATTTCAAGTTCAGGCGAACAATCTCAATCAACAAGTGGAAACGGGGCATCATC
TTTTCATGTTGAATATTCACGGTGGTTAGAAGAACAAAATAGGCGAATTAGTGAACTAAGAGAAGCTG
TGAGTTCACATGCTGCTGATGGTGAACTTCGTCTTATTGTTGATGGTGTCATCACACATTATGAAGAT
ATTTTTAGAATAAAAAATGATGCTGCAAAAGCGGATGTTTTTCATATTTTATCAGGCATGTGGAAAAC
GCCTGCAGAACGGTGTTTTCTTTGGTTAGGTGGATTCCGTTCATCAGAACTTCTCAAGTTACTTATAA
CCCAATTAGAGCCATTAACAGAGCAACAATTATTAGCCATCAACAACTTGCAACAAACATCACAACAA
GCAGAAGACGCC

Séquence en acides aminés

{lESSRMKLSQLEQEHQRARQQGIFISSSGEQSQSTSGNGASSFHVEYSRWLEEQNRRISELRE
AVSSHAADGELRLIVDGVITHYEDIFRIKNDAAKADVFHILSGMWKTPAERCFLWLGGFRSSELLKLL
ITQLEPLTEQQLLAINNLQQTSQQAEDA

222 CREB540

Séquence nucléique

AAGCTTAACCGTGAGGCTGCACGAAAAAGCCGTTTGAGAAAAAAGGCCTATGTTCAGCAGTTGGAAGC
TAGTAGACTGAAATTGCTTCATCTAGAACAAGAACTTGAACAAACTAAAGCACAGGCTGCTTTATTGA
GTGGTGGAGTCAATGCTAGTCATCTTGGATTACCTGGAACTACAAACTCAGGAATTGCTGCATTTGAG
ATGGAGTATGAGCATTGGGTTGAAGAACAAAATAAAAAAACTAATGCTTTAAAGACGGCTTTACATGC
ACCTTTACCTGATACAGAGCTTGATGTACTTGTGAAGGACACGTTGAACCACTATGCAAATCTTTTCA
CCATTAAAGCAACTGCAGCAAAGGTTGATGTTTGTTATCTCATATCGGGCATGTGGAAAACATCGACC
GAAAGACTTTTCTTGTGGATTGGAAGATTTCGTCCTTCTGAGCTTCTTAAGGTTCTTGTACCACAACT
TAAGCTCTTGGACCAACAATCTCACGATCTTTGTAACCTCATTCAAGCGTGCCAACAAGCAGAAGACG
cc
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PCREB480 L e o e e e e

Vicia 1 -MGSRIRVSFEDEKGAETGMPSFN-SDDACYTEGNTVDAFHVSDFGAFTFGQPYRIEDAV
Mais 1 MESRRGGSSAAAAEDAGGAMPSFGPTQHAIRADVNSMQPSRVTDFFTGALAQSAGFRIED
Ble L e e e e 8 e P S e A M S R S S R S s
Aral L o e S e e o S i s R S S e
Ara2 1 e s o o S S i e e
Tabac 1 e e e e i e e S e e B s e
pdt e et e e e e e e e S S R e e ey
Soja e e o e e B e e e e e e e e

PCREB540 L e S Y

PCREB480 T —

Vicia 59 ALSGNSNSVFNSLKVSGQTISPGPAHISTLGKFPTSLDKSPLENQTEPFTHRLQLTKLQS
Mais 61 LANLNANALFN-LKPNSHTIDNSPLQFGNYGKSISSHIN-TTEATTAAFTTRIDPQLSAQ
Ble e e e s S o e o i e S e S o e e e S A
Aral 1 goemsresemmmrn sl e s e s o s et e s S L s S e e e
Ara2 ] e e e e e e et e e et e e e R o e g e e e e e S e
Tabac | e e o e e e e e B e e e e S i MGICDP
pdt 1l For R e R e e SR S SRS S e S e S MNSSTYTQFVASKRMGICDP
Soja A e s = MNSASPQFVSPRSMSVYDP

PCREB540 T o

PCREB480 1 e

Vicia 119 SNLSSSSILSVHIENQE-=-EFTMADASPRTDISTDVDTDDKNQRFDTNQSLFTVPVGSDS

Mais 119 QTGAQPILVALPTGNMENWGESAMADSPMTDTSTDPDTDERNQMFEQGLEFTVAVPTASDS

Ble 1 ================—====-MAEASPRTETSTD-DTDEN-LMLEPG-~NAALAVVSDS

Aral 1 mmmmmm e MADTSPRTDVSTDDDTDHPDLGSEGA-~~LVNTAASDS

Ara2 1 mmmmemm e RTSVSTDGDTDHNNLMFDEG-~--HLGIGASDS

Tabac 7 IHQLGMWDDEN-SSFPSTSATMILEVD--KCLEDQIPIMEKRFTLDNETEDTSHGTVGT-

pdt 21 IHQIGMWGDFKGSSFPDT---LILEVENFTCLENEMPIMEKR-~LENEIEEPSQVTVGM-

Soja 20 IHQISMWGEGFKSNGNLS=---========= AAMPLIDEFTADMKFDSQSEDASHGILGE-

PCREB540 L m e

PCREB480 e VoQLESS=S

Vicia 177 SDRSKDK---SDQKTLRRLAQNREAARKSRLR--KKAYVQOIl

Mais 179 SDKSRDK---LDQKTLRRLAQNREAARKSRLR=--KKAYIQNLESS

Ble 35 SDRSRDKNGDQFTKTMRRLAQNREAARKSRLR--KKAYVQQIH

Aral 36 SDRSKGK-MDQFTKTLRRLAQNREAARKSRLR-—-KKAYVQOILEN

Ara2 30 SDRSKSK-MDQKTLRRLFTAQNREAARKSRLR--KKAYVQQIE

Tabac 63 SNRYEPETSKPVEKVLRRLAQNREAARKSRLR--KKAYVQQI

pdt 75 SNRYEPETTKRIDKVRRRLAQNREAARKSRLRFTKKAYVQOILENS

Soja 67 PNKYDQEASKPTDKIQRRLAQNREAARKSRLR--KKAYVQOIL

PCREBS540 1 mmmmmm e KLNREAARKSRLR-~KKAYVQOLEAS-SRUKLLHLEQH==
+  ++ + + * * * ok

PCREB480 21 ARQ--QGIFISSSGEQSQ----STSGNGASSFHVEYS--RWLEEQNRRISELREAVSSHA

Vicia 230 TRARQQGVFISSSGEQTH----SLSGNGAMQFDAEYA--RWLEEQNRQINELRAAVNSHA

Mais 232 QRARQQGIFISTSGDQP----QSTSGNGALAFDMEYA~~RWLEEHNKHVNELRAAVNAHA

Ble 89 QRARQQGIFISSSADQSHF--TSMSGNGALAFDTEYA--RWLEEHNRQVNELRAAVNAHA

Aral 89 QRARQQGVFISGTGDQAHF--TSTGGNGALAFDAEHS--RWLEEKNKOMNELRSALNAHA

Ara2 83 QRARQQGVFISSSGDQAHS--TAGDGFTAMAFDVEYR--RWQEDKNROMKELSSAIDSHA

Tabac 119 ERARKQGMCVGGGVDASQLSYSGTASSGTAVFDMEYG-~HWVEEQTRQTNDFTLRIALHS

pdt 131 ERNRQQGLYVGDGLDASQIGCSGTANSGIASFEMEYGFTHWVEEQDRQTDD--LRNALNS

Soja 123 ERARQQGMYIGGGLDSNHLGFAGSVNSGITTFEMEYG--HWVNEQNRFTQITELRNALNA

PCREB540 36 EQTKAQAALLSGGVNASHLGLPGTTNSGIAAFEMEYE--HWVEEQNKKTNA--LKTALHA




PCREB480 73 ADGEL--RLIVDGVITHYEDIFRIK--NDAAKADVFHILSG--MWKTPAERCFLWL--GG

Vicia 284 SDTELRFTMIVDGILAHYDEIFRLK--GVAAKADVFHLLSG--MWKTPAERCFLWL--GG
Mais 286 GDNDFTLRCIVDSIMVHYDEIFKLK--GVAAKADVFHVLSG--MWKTPAERCFMWL-~GG
Ble 145 G--DTELRSVVEKIMSHYDEIFKQKFTGNAAKADVFHVLSG--MWKTPAERCFLWL--GG
Aral 145 G--DSELRIIVDGVMAHYEELFRIKFTSNAAKNDVFHLLSG--MWKTPAERCFLWL--GG
Ara2 139 T--DSELRIIVDGVIAHYEELYRIKGNAAKSFTDVFHLLSG--MWKTPAERCFLWL--GG
Tabac 177 QIGEAELRIIVDGYLNHYFDLFRMK--ATAAKADVLYIMSG--MWKTSAERFFMWIFTGG
pdt 189 QMGEIELRILVESCLNHYFDLFRLK--ATAANADVLYLMSGTFTWKTSAERFFLWI--GG
Soja 181 HIGDVELRILVDGMMSHYAEMFRMK--SAAAKADVEFYVMSG-~-MWKTTAERFFTSLWIGG

PCREB540 92 PLPDTELDVLVKDTLNHYANLFTIK--ATAAKVDVCYLISG--MWKTSTERLFLWI--GR

PCREB480 125 FRSSELLKLLITQL--EPLTEQQLLAINNLQQ--TSQQAEDA-=======—————a———-

Vicia 338 FRSSELLKLLVSQFTLEPLTEQQLMGITNLQQ--SSQQAEDALSQGMEA--LQQSLAETL
Mais 340 FRSSELLKLLAFTGHLEPLTDQQLVGISNLQQ--SSQQAEDALSQGMEA--LQQSLAETL
Ble 199 FRPSELLKLLST--QLEPLTEQQLSGICNLQQFTSSQQAEDALSQGMEA--LQQSLAETL
Aral 199 FRSSELLKLLAN--QLEPMTERQLMGINNLQQFTTSQQAEDALSQGMES--LQQSLADTL
Ara2 193 FRSSELLKLIAC--QLEPLTEQQSLDINNLQQSTQQAEFTDALSQGMDN--LQQSLADTL
Tabac 233 FRPSELLKVLTP--HLELLTEQQLREVCNLTQ--SCQQAEDALSQGMVK--LHQILAEAV
pdt 245 FRPSELLKVLTP--HVEPLSDQQIQEVSNLTQ--SCQQAEDALSQGMVKFTLHQILAEAV
Soja 237 FHPSELLKVLGP--LIEPLTEQQRLNIYNLGQ--SCQQAEDALSQGMDK--LRQTLADSF

PCREB540 146 FRPSELLKVLVP--QLKLLD-QQSHDLCNLIQ--ACQQAEDA-—====——m—=—=——e——-—=-

PEREBAB0 e e e e i o i o it o e o b oy o o e i o e
Vicia 394 STGAPSSSGS--SGNVANYMFTGQMAMAMGKLGHSRASFD-——R-========—m—c=—-- L
Mais 396 ASGSLGPAGP--SGNVANFTYMGQOMAMAMGKLGTLENFLR--QADNLRLQTLQOMQORILT
Ble 255 AG-SIGSSGSGSTGNVAN--YMGOMAMAMGKLGTLENFFTLSQADNLRQQTLOOMORILT
Aral 255 SSGTLGSSSS---GNVAS--YMGOMAMAMGKLGTLEGFIRFTQADNLRLOTLQOMIRVLT
Ara2 249 SSGTLGSSSS~--GNVAS—-=-YMGOMAMAMGKLGTLEGFIRQADNLRFTLQTYQOMVRLLT
Tabac 287 AAGFTRLGEGN----YTL----POMGPAIEKLEDLVREFVNQADHLRQETLQOMSRILNTC
pdt 301 AAG--TLGEG----- IIL--=--POMTATIEKLEALVRFVNQADHLRQETLLOMSCI LAAH
Soja 291 TVAAGQFMEG----- TYI-=---POMTSAMEKLEDLVSFVKQADHLRQETLEQMSRILTIR
PEREBDAD | o o roosm om o om0 o o o e e i o e et e o o o 0
PEREB4BO = = o s s e s o i e
Vicia 434 TICASRLYNKCTEY-——-====—=——————c————--
Mais 452 TRQSARALLAISDYFSRLRALFTSSLWLARPRE--
Ble 312 TRQSARALLVISDYSSRLRALS--=SLWLARPKE~--
Aral 310 TRQSARALLAIHDYFSRLRALS~--SLWLARPRE--
Ara?2 304 TRQSARALLAVHNYTLRLRALS--SLWLARPRE--
Tabac 339 Q--AAQGLLALGEYFTFERLRVLSSQWATRLREPT
pdt 350 QFTSAQGLLALGEYF--KRLRALSSLWAGRLSEPA
Soja 342 QAARCLLALFTGEYF--QRLRALSSLWSNRPREPA
PEREBD40) = =t me s A S s

Figure 20 : Alignement multiple des séquences correspondant aux fragments
CREB480 et CREB540, et de plusieurs protéines b-ZIP végétales : Vicia faba,
mais, blé, Arabidopsis taliania (s€quence 1 et séquence 2), tabac, pomme de terre
et soja.




Séquence en acides aminés

)(0)) EASRLKLLHLEQEL]EQTKAQAALLSGGVNASHLGLPGTTNSGIAAFE
MEYEHWVEEQNKKTNALKTALHAPLPDTELDVLVKDT LNHYANLFTIKATAAKVDVCYLISGMWKTST
ERLFLWIGRFRPSELLKVLVPQLKLLDQQSHDLCNLIQACQQAEDA

225 Alignement multiple des séquences

Un alignement des séquences en acides aminés des fragments protéiques codés par
les inserts CREB480 et CREB540 a été réalisé avec différentes protéines CREB-like
végétales (figure 20). Sur cet alignement multiple, les domaines basiques sont
encadrés et les domaines leucine zipper sont ombrées (les leucines intervenant dans la
dimérisation sont indiquées par un astérisque). Cet alignement a été réalisé avec
I’algorithme =~ Match-Box  (http..//dot.imgen.bcm.tmc.edu..933 1/multi-align/multi-
align.html)

3. Le clonage des séquences CREB dans pET-15b

Avant de réaliser le clonage des inserts CREB480 et CREB540 dans le vecteur
pET-15b, les inserts sont clonés dans le vecteur pMOS qui permet une sélection plus
aisée des recombinants grace entre autres a la possibilité d'effectuer le test "blanc
bleu".

3.1. Le vecteur pMOS

Le vecteur pMOS utilisé est un plasmide linéarisé possédant, a chaque extrémité,
une thymine protrudante. Cette construction particuliére permet le clonage direct des
fragments d'ADN amplifiés par la Tag DNA polymérase (qui termine son élongation
par une adénine protrudante).
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insert CREB

pMOSB/ue-CREB
3.4 kb

f1  origin

. Sall
LIE L L d . S, $5¢83871 Hinc 1l
lacZ start T7 promoter Hind Il Sphl Pst]l Accl Xbal Spel

msiam B
ATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGAT CTACTAGT

Smal

Ava l Ban II
Ndel EcoR V BamH 1 Kpn1 Sacl EcoR1
CATATGGATATCGGATCCCCCGGGTACCCAGCTCGAATTCACTGCCCGTCGTTTTACAACCTCGTGACTGGGAAAACCCT

: -
l T-vector cloning U-19mer primer

..tatggatT atcggat...
..ataccta Tragccta...

Figure 21 : Représentation schématique du plamside pMOS contenant un
insert CREB, et localisation du site de clonage des inserts




BamH |

pET-15b
5708 bp
lacl
T7 promoter primer #68348-1
_Boin_ WL ... SO lac operator _xpal_ e
AGATCTCGATCCCCCCAAATTMTACGACTCA:TATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATMTTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neo| Hie-Tag " Neipt  Xho|-BamH |

———— !

TATACCATCCGCACCAGCCATCATCATCATCATCAEAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGC‘G:CATAT,C,CTCGACCAYCCGGCTGCTAACAAACCCCGA

HetClySerSerHisHIsHIsHIsHIsHIsSerSerGlyLeuVal ProAr* lySerHisMetLeuGluAspProAlcAlcAsnLysAlaArg
thrombin

Bzl |, T7 terminator

AACGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATA}TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAMCGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
LysGluAlaGluLeuAlcAlcAlaThrAlaGluGinEnd —— +~—

T7 terminator primer #69337-1

Figure 22 : Représentation schématique du plamside pET-15b utilisé pour
le clonage des inserts CREB480 et CREB540




Ce plasmide est porteur d'un gene de résistance a l'ampicilline et permet de
réaliser le test "blanc-bleu" en présence d'X-Gal et d'IPTG (figure 21).

3.2. Définition de nouvelles amorces

Le plasmide pET-15b (5708 bp) contient, au niveau de son site multiple de
clonage, 3 sites de clonage possibles : Xho I, BamH I et Nde I (figure 22). Le clonage
se réalise au niveau de deux sites de restrictions différents, ce qui permet de définir
une bonne orientation pour l'insert. Au niveau du site de clonage se trouve une
séquence adjacente (peptide "tag") qui va permettre la purification de la protéine. Dans
le cas de ce mémoire, le peptide "tag" est une oligohistidine. Une fois la protéine
digérée, le peptide tag peut étre éliminé par digestion a la thrombine. La sélection des
transformants contenant pET-15b s'effectuera sur un milieu avec ampicilline car le
plasmide posséde le géne de résistance a cet antibiotique.

Les clones CREB480 et CREB540 étant délimités chacun par des sites de
restriction EcoR I et Hind III, il est nécessaire de changer ces sites de restriction pour
les rendre compatibles avec les sites de clonage de pET-15b. De nouvelles amorces
PCR ont été définies a partir des extrémités des fragments en y incorporant un site X#o
I (amorce gauche) et un site BamH I (amorce droite). En plus du changement de site de
restriction, il a été nécessaire de tenir compte de la phase de lecture imposée par le
vecteur pET-15b. Les amorces reprises dans le tableau ci-dessous représentent les
amorces utilisées

CR4 5'-CGG-GAT-CCT-CAG-GCG-TCT-TCT-GCT-TGT-TG-3'
BamH I
CR6 5'-CCG-CTC-GAG-AAC-CGT-GAG-GCT-GCT-GCA-CGA-AAA-3'
Xho I
CR7 5'-CCG-CTC-GAG-AAT-GTC-CAA-CAA-CTT-GAA-AGT-3'
Xho I

Les amorces CR4 et CR7 ont été utilisées pour amplifier CREB480 (voir ci-dessous
I’alignement des amorces avec les extrémités de 1’inserts) :
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Figure 23 : Restriction des plasmides pSPORT, contenant I'insert
CREB480 ou CREB540, avec les enzymes de restriction Hind 111 et EcoR I

Piste 1. Restriction de pSPORT-CREB540 par EcoR I/ Hind IIT
Piste 2. Marqueur de taille A / Hind 111
Piste 3. Restriction de pSPORT-CREB480 par EcoR I/ Hind 111




Amorce CR7

Xho I
5’ -CCGCTCGAGAATGTCCAACAACTTGAAAGT-3"

3’ -TTACAGGTTGTTGAACTTTCATCGCCTTACTTTAA...-5"

Amorce CR4

BamH I
5’ -CGGGATCCTCAGGCGTCTTCTGCTTGTTG-3"

3’ -AGTCCGCAGAAGACGAACAACTACAAACAACGTTCA...-5"

Les amorces CR4 et CR6 ont été utilisées pour amplifier CREB540 (voir ci-dessous
I’alignement des amorces avec les extrémités de I’inserts) :

Amorce CR6

Xho I
5’ -CCGCTCGAGAACCGTGAGGCTGCTGCACGAAA-3

3’ -TTGGCACTCCGACGACGTGCTTTTCGGCAAACTCT...-5"

Amorce CR4

BamH 1
5’ -CGGGATCCTCAGGCGTCTTCTGCTTGTTG-3"

3’ -AGTCCGCAGAAGACGAACAACTACAAACAACGTTCA...-5"

3.3. Amplification par PCR et clonage dans le vecteur
pMOS

3.3.1. Vérification des clones de départ

Les bactéries E.coli qui avait été transformées lors d’un précédent mémoire avec
le plasmide pSPORT (4109 bp) contenant soit l'insert CREB480 soit l'insert
CREB540, ont été mises en culture dans du milieu LB-ampicilline. Les plasmides
pSPORT ont été isolés par mini-préparation et restreints avec les enzymes EcoR I et
Hind III. Les produits de digestion ont été analysés sur gel d'agarose 2 %. (figure 23).
Comme prévu, les bandes correspondant aux inserts CREB480 (488 bp) et CREB540
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Figure 24 : Amplification par PCR des inserts CREB480 (avec les amorce
CR4 et CR7) et CREB540 (avec les amorces CR4 et CR6)

Pistes 1 et 2. Amplification de CREB540 avec les amorces CR4 et CR6
Pistes 3 et 4. Amplification de CREB480 avec les amorces CR4 et CR7
Piste 5. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder




(546 bp) apparaissent a leurs tailles respectives sur le gel. Le plasmide (4109 bp)
restreint et séparé de son insert se retrouve également sur ce gel légérement en dessous
du marqueur de 4361 bp.

3.3.2. Amplification de CREB480 et CREB540 avec les
amorces CR4, CR6 et CR7

Les inserts ont été¢ amplifiés en quantités suffisantes pour pouvoir étre clonés
dans le vecteur pMOS (2.9 kb). CREB480 a été amplifié avec les amorces CR4 et
CR7. CREB540 a été amplifié avec les amorces CR4 et CR6.

Le mélange PCR contient :

0,5 nul d'ADN cible

1 pl d'amorce gauche CR6 ou CR7
1 pl d'amorce droite CR4

1 pl de ANTP

5 pl de tampon PCR

1 pl de Taq DNA polymérase

41,5 nl d'H,0

Les conditions PCR pour ces amplifications sont reprises dans le tableau ci-dessous.

Etape Température Temps Répétition
¢C) (min.)
Dénaturation 94 1
Dénaturation 94 1
Hybridation 55 1 25 cycles
Elongation 68 3
Terminaison 68 10

Apres réaction, le mélange PCR est déposé sur un gel d'agarose 2 % (figure
24). Les bandes correspondant aux inserts CREB480 et CREB540 se trouvent aux
niveaux attendus sur le gel, a savoir entre 500 et 600 bp pour l'insert CREB540 et aux
environs de 500 bp pour l'insert CREB480. Les amorces étant spécifiques aux inserts,
il était normal que les bandes se trouvent a ces hauteurs. L'intensité des différentes
bandes permet aussi de se rendre compte de l'efficacité de I'amplification.
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3.3.3. Ligation des inserts dans pMOS

Les inserts amplifiés ont été purifiés par le kit QIAquick nucleotide removal.
Une ligation des inserts isolés a été réalisée dans le vecteur pMOS par le kit
pMOSBIlue T-vector (Amersham LIFE SCIENCE).

Le mélange de ligation contient :

1 p 1de plasmide pMOS

1,5 pl d'insert (CREB480 ou CREB540)
0,5 ul d'ATP

0,5 pl de DTT

0,5 pl de T4 DNA ligase

1 pl de tampon de ligation

5 ul dH,0

Le mélange de ligation est placé 2 heures a 16°C

Des bactéries TOP10 compétentes ont été transformées avec le mélange de
ligation. Celles-ci ont été étalées sur du milieu LB contenant de I'ampicilline (200
ng/ml), du X-Gal et de I'IPTG, afin de réaliser le test blanc-bleu. Aprés une nuit
d'incubation a 37°C, les colonies blanches ont été repiquées sur un milieu identique et
replacées une nuit a 37°C.

3.3.4. Sélection et analyse des transformants

Les colonies blanches, aprés le double repiquage, sont testées par PCR sur
colonie. Les colonies contenant CREB480 ont été testées avec les amorces CR4 et
CR7. Les colonies contenant CREB540 ont été testées avec les amorces CR4 et CR6.
Le mélange PCR contient :

Colonie bactérienne prélevée au moyen d'un embout stérile
1 pl d'amorce gauche CR6 ou CR7

1 pl d'amorce droite CR4

1 pl de dNTP

5 pl de tampon PCR

1 pl de Taq DNA polymérase

42 nl d'H,0
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Figure 25 : PCR sur colonies transformées avec le vecteur

contenant l'insert CREB480

Piste 5. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder

Pistes 1 a 4. PCR sur colonie CREB480 avec les amorces CR4 et CR7

pMOS
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Figure 26 : PCR sur colonies transformées avec le vecteur pMOS
contenant I'insert CREB540

Pistes 1, 3 et 4. PCR sur colonie CREB540 avec les amorces CR4 et CR6
Piste 2. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder




Les conditions PCR pour ces amplifications sont reprises dans le tableau ci-dessous.

Etape Température Temps Répétition
°O (min.)
Dénaturation 94 1
Dénaturation 94 1
Hybridation 55 1 25 cycles
Elongation 68 3
Terminaison 68 10

Les mélanges d'amplification ont été analysés sur gel d'agarose 2 % (figures 25
et 26). Comme le montrent les gels, toutes les colonies blanches testées par PCR avec
les amorces spécifiques des inserts CREB480 et CREB540 ne répondent pas
positivement par une amplification. Les faux positifs obtenus lors du test "blanc bleu"
pourraient €tre dus a la ligation d'insert incomplet, mais de taille suffisante pour
empécher la complémentation (voir matériel et méthodes point 1.10.4.), dans le
plasmide. En ce qui concerne les colonies ou l'on observe une amplification, les
bandes correspondantes aux inserts se retrouvent aux niveaux attendus sur le gel.

3.3.8. Séquencage

Le séquengage des inserts CREB480 et CREB540 a permis de vérifier leur
séquence et la présence des sites de restrictions Xho I et BamH I nécessaires pour le
clonage dans le plasmide pET-15b.

Le séquencage a été réalisé depuis des plasmides purifiés a partir des colonies
positives isolées précédemment.

Une réaction de pré-séquencage a été réalisée pour amplifier uniquement la partie
du plasmide contenant l'insert. Ce pré-séquengage a été réalisé avec les amorces FOR
et REV spécifiques du vecteur pMOS et reprises ci-dessous :

FOR 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'

REV 5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3'
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Figure 27 : Réaction de pré-amplification en vue du séquengage de l'insert
CREB480

Pistes 1 a 6. Pré-séquengage de CREB480 avec les amorce FOR et REV
Piste 7. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder




Figure 28 : Réaction de pré-amplification en vue du séquengage de l'insert
CREB540

Pistes 1 a 2. Pré-amplification de I’insert CREB540 avec les amorces FOR et REV
Piste 3. Marqueur de taille $X174 / Hae 1]




Les conditions PCR pour le pré-séquengage sont reprises dans le tableau ci-dessous.

Etape Température Temps Répétition
(@) (sec)
Dénaturation 96 60
Dénaturation 96 30
Hybridation 45 15 30 cycles
Elongation 60 4

Une fraction du mélange PCR a été analysée sur un gel d'agarose 2 % (figures 27
et 28). Dans le cas des deux inserts CREB480 et CREB540, les différentes bandes
apparaissent a des tailles supérieures a celles attendues (546 et 488 bp). Cette
différence de taille est due a I'emploi des amorces FOR et REV qui sont des amorces

internes du vecteur.

Apres cette réaction de pré-amplification, les inserts ont été purifiés avec le kit
QIAquick nucleotide removal puis séquencés.

Le mélange PCR de séquencage contient :

6 pul d'ADN purifié a séquencer

1 pl d'amorce de séquengage FOR ou REV
8 pl de mix de séquengage

5 ul dH,O

Les conditions PCR pour le séquengage sont identiques a celles du pré-séquencage.

Les mélanges PCR ont été purifiés puis séquencés au moyen d'un séquenceur
automatique ABIPRISM 337 ADN Sequencer de Perkin Elmer. Les séquences ci-
dessous reprennent un exemple de séquengage : les fragments CREB480 et CREB540
sont encadr€s; les sites de restriction Xho I et BamH I sont en gras.

CREB480

Séquencage avec |’amorce FOR

Xho I
...GATCCGATCCGCTCGAG{AATGTCCAACAACTTGAAAGTAGCGGAATGAAATTGAGCCAACTTGAGCAI
LAGAGCTTCAACGAGCAAGACAGCAGGGCATCTTCATTTCAAGTTCAGGCGAACAATCTCAATCAACAP;I
[GTGGAAACGGGGCATCATCTTTTCATGTTGAATATTCACGGTGGTTAGAAGAACAAA...l
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Séquengage avec ’amorce REV

BamH I
mAGTCATATGGATTCGGGAchTCAGGCGTCTTCTGCTTGTTGTGATGTTTGTTGCAAGTTGTTGAT@
ECTAATAATTGTTGCTCTGTTAATGGCTCTAATTGGGTTATAAGTAACTTGAGAAGTTCTGATGAACQ
EAATCCACCTAACCAAAGAAAACACCGTTCTGCAGGCGTTTTCCACATGCCTGATAAAATATGAAAAJ

CREB540

Séquengage avec I’amorce FOR

Xho I
mAGGAGATCCGATTCGTCCTCGAQAACCGTGAGGCTGCACGAAAAAGCCGTTTGAGAAAAAAGGCCTN
hGTTCAGCAGTTGGAAGCTAGTAGACTGAAATTGCTTCATCTAGAACAAGAACTTGAACAAACTAAAq
KACAGGCTGCTTTATTGAGTGGTGGAGTCAATGCTAGTCATCTTGGATTACCTGGAACTACAAAJ

Séquengage avec I’amorce REV

BamH 1
mCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCTACTAGTCATATGGATTCGGGATCdTCAGGCGTCTTCTGCTTGﬂ
ﬁGGCACGCTTGAATGAGGTTACAAAGATCGTGAGATTGTTGGTCCAAGAGCTTAAGTTGTGGTACAAq
EACCTTAAGAAGCTCAGAAGGACGAAATCCTCCAATCCACAAGAAAAGTCTTTCGGTCGATGTTTTQJ

3.4. Clonage dans le vecteur pET-15b

Apres avoir vérifié les séquences des inserts dans le vecteur pMOS, ces derniers
ont été clonés dans le vecteur pET-15b. Pour permettre ce clonage, les inserts seront
restreints avec les enzymes X#ho I et BamH 1.

3.4.1. Purification et restriction des séquence CREB480 et
CREB540

La premiére étape de ce clonage a été l'isolement, par midi-préparation d'ADN,
des vecteurs pMOS contenant les inserts CREB480 et CREB540. Les plasmides
purifiés ont été restreints avec les enzymes de restriction Xho I et BamH I. Cette
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Figure 29 : Restriction du vecteur pMOS, contenant l'insert CREB480,
avec les enzymes Xho I et BamH [

Piste 1. Restriction de pMOS-CREB480 avec les enzymes Xho [ et BamH I
Piste 2. Marqueur de taille 100 bp




Figure 30 : Restriction du vecteur pMOS, contenant l'insert CREB540,
avec les enzymes Xho I et BamH |

Piste 1. Restriction de pMOS-CREB540 avec les enzymes X#o [ et BamH [
Piste 2. Marqueur de taille 100 bp




restriction permet de vérifier l'intégrité des sites de restriction et de la séquence des
inserts.

Le mélange de restriction contient :

10 pl (20 pg) de plasmide pMOS contenant 1'insert (CREB480 ou CREB540)
2 pl de tampon de restriction (Réact 2)

2 pl d'enzyme Xho I

6 ul d'H,0

Le mélange de restriction a été incubé a 37°C pendant 5 heures. On rajoute ensuite au
mélange de restriction 2 pl d'enzyme BamH I, 2 pl de NaCl 1 M et 16 ul d'H,0. Ce
mélange a été incubé 5 heures de plus a 37°C.

Une fraction de 1'échantillon restreint a été analysée par électrophorése sur gel
d'agarose 2 % (figures 29 et 30). On observe, sur les gels, a la fois une bande
correspondant a l'insert et a la fois la bande correspondant au vecteur pMOS. Ceci
signifie que l'intégrité des sites de restriction a €té respectée. De plus, en ce qui
concerne les bandes correspondant aux inserts, celles-ci se trouvent aux niveaux
attendus. Ces deux résultats confirment ceux obtenus par séquencage.

La bande correspondante a l'insert est ensuite découpée du gel et 'ADN est
purifié avec le kit QTAEX II. Les inserts ainsi isolés sont maintenant préts a étre clonés
dans le vecteur pET-15b.

3.4.2. Clonage des inserts dans le plasmide pET-15b

Le clonage dans le vecteur pET-15b permet de surexprimer les fragments de
protéines encodées par CREB480 et CREB540. Pour la production des protéines
cibles, le plasmide recombinant doit étre transféré dans une souche bactérienne
contenant une copie chromosomiale du géne pour la T7 RNA polymérase (DE3). Dans
cette souche, le promoteur lac UVS5 dirige la transcription de la T7 RNA polymérase.
Ce promoteur est inductible par I'TPTG. De ce fait, le géne restera silencieux (ou
faiblement produit) jusqu'a I'ajout dTPTG dans la solution bactérienne. Cet ajout va
permettre la synthése de T7 RNA polymérase et ainsi la production de la protéine
cible. Ce produit peut alors représenter plus de 50 % de la production totale de la
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Figure 31 : Restriction du plasmide pET-15b avec les enzymes Xho I et
BamH 1

Pistes 1 et 3. Restriction pET-15b par Xho I/ BamH I
Piste 2. Marqueur de taille $X174 / Hae 111




cellule transformée. Ce systeéme permet €également de maintenir le géne inséré
silencieux car dans un premier temps, la transformation avec pET-15b avec insert se
fera dans un héte ne possédant pas la T7 RNA polymérase. Le fait de pouvoir
maintenir 1'insert silencieux est intéressant au cas ou le produit serait potentiellement
toxique pour la cellule transformée. Lorsque la quantité en protéine d'intérét augmente
dans la cellule, le surplus va étre dirigé vers les corps d'inclusion qui contiennent
également d'autres protéines propres a E.coli. Et comme dans la plupart des cas les
corps d'inclusions purifiés peuvent étre utilisés directement comme antigénes, cette
derniére propriété se révele également trés intéressante.

3.4.21.  Purification du plasmide pET-15b

Les vecteurs pET-15b ont été isol€s, par mini-préparation, a partir des colonies
bactériennes transformées et précédemment mises en cultures. Les plasmides purifiés
ont été restreints avec les enzymes de restriction X%o I et BamH 1.

Le mélange de restriction contient :

5 ul (10 pg) de plasmide pET-15b

2 pl de tampon de restriction (Réact 2)
2 pl d'enzyme Xho [

11 pl d'H,O

Le mélange de restriction a été placé 5 heures a 37°C. On rajoute ensuite au mélange
de restriction 2 pl d'enzyme BamH I, 2 pl de NaCl 1 M et 16 pl d'H,0. Ce mélange a
été incubé 5 heures de plus a 37°C.

Une fraction du mélange de restriction a été analysé sur gel d'agarose 2 % (figure 31).
La taille du fragment Xho I/ BamH I est de 5 bp.

La bande correspondant au vecteur pET-15b est découpée du gel et 'ADN est
purifié avec le kit QIAEX II.
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3.4.2.2. Ligation des inserts dans le plasmide pET-15b

La ligation des inserts CREB480 et CREB540 dans le plasmide pET-15b a été
réalisée avec le kit pMOSBIlue T-vector (Amersham LIFE SCIENCE).

Le mélange de ligation contient :

1 p 1 de plasmide pET-15b (125 ng)

1 pl d'insert (CREB480 ou CREB540)
0,5 pl d'ATP

0,5 pl de DTT

0,5 pl de T4 DNA ligase

1 pl de tampon de ligation

5,5 nl dH,O

Le mélange de ligation a été placé 2 heures a 16°C

343, Transformation des bactéries TOP10 avec le vecteur
pET-15b contenant I'un des inserts

Une premiére transformation a été réalisée avec des bactéries de la souche
TOP10. Cette souche ne contient pas la T7 RNA polymérase et ne peut donc pas
produire la protéine clonée dans le vecteur pET-15b. Ne connaissant pas 1'éventuelle
toxicité des protéines p480 et p540, cette étape préliminaire permet de réaliser le "bon"
clonage tout en gardant les inserts silencieux.

Les bactéries transformées sont alors déposées sur milieu LB avec ampicilline.
Les bactéries transformées qui se développent sur milieu LB et ampicilline ont été
analysées par PCR avec les amorces spécifiques des inserts CREB480 (CR4 et CR7) et

CREB540 (CR4 et CR6).
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Figure 32 : PCR sur colonies TOP10 transformées avec le vecteur pET-15b
contenant l'insert CREB480

Pistes 1 a 4. PCR sur colonie CREB480 avec les amorces CR4 et CR7
Piste 5. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder
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Figure 33 : PCR sur colonies TOP10 transformées avec le vecteur pET-15b
contenant l'insert CREB540

Pistes 1 a3 et 5a 9. PCR sur colonie CREB540 avec les amorces CR4 et CR6
Piste 4. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder




Le mélange PCR contient :

Colonie bactérienne prélevée au moyen d'un embout stérile
1 pl d'amorce gauche CR6 ou CR7

1 pl d'amorce droite CR4

1 pl de dNTP

5 pl de tampon PCR

1 pl de Taqg DNA polymérase

42 ul dH,0O

Les conditions PCR pour ces amplifications sont reprises dans le tableau ci-dessous.

Etape Température Temps Répétition
(°C) (min.)
Dénaturation 94 1
Dénaturation 94 1
Hybridation 59 1 25 cycles
Elongation 68 3
Terminaison 68 10

Apres réaction, le mélange PCR est déposé sur un gel d'agarose 2 % (figures 32 et
33). Les bandes obtenues sur ces gels correspondent bien a la taille attendue pour les
inserts CREB480 et CREB540. Toutes les colonies ne répondent pas positivement a ce
test malgré une premiere sélection sur ampicilline. Les faux positifs sont certainement
dus a la présence du plasmide pET-15b ne contenant qu'un fragment de l'insert non
complémentaire avec les amorces spécifiques a celui-ci.

3.5. Séquencage des inserts et vérification de la phase

Le séquencage des inserts CREB480 et CREB540 dans le plasmide pET-15b
permet la vérification de leur séquence et de la phase imposée par le plasmide pET-
15b. Le séquengage des inserts CREB480 et CREB540 a été réalisé avec les amorces
T7 promoter et T7 terminator spécifiques du vecteur pET-15b.
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Figure 34 : Réaction de pré-amplification en vue du séquengage des inserts
CREB480 et CREB540

Pistes 1 a 2. Pré-séquengage de CREB480 avec les amorce T7 promoter et T7 terminator
Piste 3. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder
Pistes 4 a 5. Pré-séquengage de CREB540 avec les amorce T7 promoter et T7 terminator




T7 Promoter |5'-TAA-TAC-GAC-TCA-CTA-TAG-G-3'

T7 terminator |5'-GGC-GAC-TCG-TTA-TTG-ATC-3'

La premiére étape du séquengage consiste en une réaction de pré-amplification
des inserts avec les amorces T7 promoter et T7 terminator spécifiques du plasmide
pET-15b. Les différentes étapes et conditions du pré-séquencage et du séquengage sont
identiques a celles réalisées au point 3.3.5. sauf la température d'hybridation des
amorces qui est ici de 50°C.

Une fraction du mélange de pré-séquencage est analysée sur gel d'agarose 2 %
(figure 34). Les différentes bandes apparaissent a des tailles supérieures a celles
attendues (546 et 488 bp). Cette différence de taille est due a 1'emploi des amorces T7
promoter et T7 terminator qui sont des amorces internes du vecteur pET-15b.

Un exemple de résultats obtenus lors du séquengage des différents clones se
trouve ci-dessous. La partie encadrée correspond a l'insert. Le séquengage montre que
les inserts clonés sont bien en phase.

CREB480

Amorce T7 promoter Xho I

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser His Met Leu Glu Asn Val Gin
..CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGAATGTCCAAC
IAACTTGAAAGTAGCGGAATGAAATTGAGCCAACTTGAGCAAGAGCTTCAACGAGCAAGACAGCAGGGC]
ATCTTCATTTCAAGTTCAGGCGAACAATCTCAATCAACAAGTGGAAACGGGGCATCATCTTTTCATGT]
[TGAATATTCACGGTGGTTAGAAGAACAAA..]

Amorce T7 terminator
BamH I

+~ACTTGT TAGACGGAGGATCCIT CAGGCGTCTTCTGCTTGTTGTGAT GTTTGTTGCAAGTTGTTGATGGI
[CTAATAATTGTTGCTCTGTTAATGGCTCTAATTGGGTTATAAGTAACTTGAGAAGTTCTGAT GAACGG]
IAATCCACCTAACCAAAGAAAACACCGTTCTGCAGGCGTTTTCCACATGCCTGATAAAATAT GAAAAA..J
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Figure 35 : PCR sur colonies BL-21 (DE3) transformées avec le plasmide
pET-15b contenant I'insert CREB480

Pistes 1 a5 et7a 11. PCR sur colonie BL-21 CREB480 avec les amorces CR4 et CR7
Piste 6. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder
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Figure 36 : PCR sur colonies BL-21 (DE3) transformées avec le plasmide
pET-15b contenant l'insert CREB540

Pistes 1 a5et7a 11 .PCR sur colonie BL-21 CREB540 avec les amorces CR4 et CR6
Piste 6. Marqueur de taille 100 bp DNA ladder




CREB540

Amorce T7 promoter
Xho 1

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser His Met Leu Glu Asn Arg Glu
..CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCGAGAACCGTGAGG)
[CTGCACGAARAAGCCGTTTGAGAAAAAAGGCCTATGTTCAGCAGTTGGAAGCTAGTAGACTGAAATTG
ICTTCATCTAGAACAAGAACTTGAACAAACTAAAGCACAGGCTGCTTTATTGAGTGGTGGAGTCAATGC
[TAGTCATCTTGGATTACCTGGAACTACAAA..|

Amorce T7 terminator

BamH I
..ACTTGTTAGACGGAGGATCCTCAGGCGTCTTCTGCTTGTTGGCACGCTTGAATGAGGTTACAAAGAT]
[CGTGAGATTGTTGGTCCAAGAGCTTAAGTTGTGGTACAAGAACCT TAAGAAGCTCAGAAGGACGAAAT|
[CCTCCAATCCACAAGAAAAGTCTTTCGGTCGATGTTTTCCAACTTGCCCGATATGAGATACCAAAC. ]

3.6. Passage en BL-21 (DE3)

Apres avoir sélectionné les bactéries TOP10 contenant les constructions pET-
CREB adéquates, les plasmides correspondants ont été introduits dans une souche BL-
21 (DE3). Les cellules BL-21 (DE3) contiennent la T7 RNA polymérase qui permet la
surexpression des fragments de protéines p480 et p540 encodés par les inserts
CREB480 et CREB540.

Les vecteurs pET-15b contenant les inserts ont été isolés par mini-préparation
d'ADN et utilisés pour électro-transformer des bactéries BL-21 (DE3). Les bactéries
transformées ont été déposées sur milieu LB avec ampicilline.

Les colonies bactériennes qui se sont développées sur ce milieu ont été analysées
par PCR avec les amorces spécifiques des inserts (CR4 et CR7 pour CREB480, CR4 et
CR6 pour CREB540) (figures 35 et 36). La taille des bandes observées sur les deux
gels correspond a la taille attendue des inserts CREB480 et CREB540. A ce stade-ci,
nous avons les séquences CREB480 et CREB540 insérées dans le vecteur d'expression
pET-15b cloné dans les bactéries BL-21 (DE3).
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Figure 37 : Fraction soluble d'un extrait protéique d'une culture, induite par
IPTG, de BL-21 transformées avec le plasmide pET-15b contenant I'insert
CREB480

Piste 1. Fraction soluble d'une culture non induite

Piste 2. Fraction soluble d'une culture induite non diluée
Piste 3. Fraction soluble d'une culture induite diluée 2 X
Piste 4. Fraction soluble d'une culture induite diluée 50 X
Piste 5. Fraction soluble d'une culture induite diluée 100 X
Piste 6. Marqueur de poids moléculaire Pharmacia Biotech




Figure 38 : Fraction insoluble d'un extrait protéique d'une culture, induite
par IPTG, de BL-21 transformées avec le plasmide pET-15b contenant
I'insert CREB480

Piste 1. Fraction insoluble d'une culture non induite

Piste 2. Fraction insoluble d'une culture induite non diluée
Piste 3. Fraction insoluble d'une culture induite diluée 2 X
Piste 4. Fraction insoluble d'une culture induite diluée 50 X
Piste 5. Fraction insoluble d'une culture induite diluée 100 X
Piste 6. Marqueur de poids moléculaire Pharmacia Biotech
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Figure 39 : Fraction soluble d'un extrait protéique d'une culture, induite par
IPTG, de BL-21 transformées avec le plasmide pET-15b contenant l'insert
CREB540

Piste 1. Fraction soluble d'une culture non induite

Piste 2. Fraction soluble d'une culture induite non diluée
Piste 3. Fraction soluble d'une culture induite diluée 2 X
Piste 4. Fraction soluble d'une culture induite diluée 50 X
Piste 5. Fraction soluble d'une culture induite diluée 100 X
Piste 6. Marqueur de poids moléculaire Pharmacia Biotech
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Figure 40 : Fraction insoluble d'un extrait protéique d'une culture, induite
par IPTG, de BL-21 transformées avec le plasmide pET-15b contenant
l'insert CREB540

Piste 1. Fraction insoluble d'une culture non induite

Piste 2. Fraction insoluble d'une culture induite non diluée
Piste 3. Fraction insoluble d'une culture induite diluée 2 X
Piste 4. Fraction insoluble d'une culture induite diluée 50 X
Piste 5. Fraction insoluble d'une culture induite diluée 100 X
Piste 6. Marqueur de poids moléculaire Pharmacia Biotech




4. Expression des protéines CREB480 et CREB540

4.1. Induction a I'lPTG

La surexpression des inserts clonés dans le vecteur pET-15b est rendue possible
par la présence de la T7 RNA polymérase dans les cellules BL-21 (DE3). En effet,
celles-ci contiennent le géne codant pour la T7 RNA polymérase qui est sous la
dépendance du promoteur lac UV5 qui est inductible par I'TPTG. L'ajout de ce dernier
a une culture bactérienne induira donc la production en grande quantité de l'insert
cloné (voir matériel et méthodes, point 2.1., figure 18)

L'induction de la surexpression de p480 et p540 commence par la mise en culture
de bactéries BL-21 (DE3) transformées avec le vecteur pET-15b contenant soit I'insert
CREB480 soit I’insert CRE540. Cette culture se déroule pendant 3 a 4 heures en
milieu non inducteur. La culture bactérienne est ensuite induite par 1'ajout d'IPTG a
une concentration finale de 1 mM. Apres une induction de 3 a 4 heures en présence
d'IPTG, les bactéries sont récoltées et lysées. Les fractions protéiques solubles et
insolubles sont récoltées, analysées par SDS-PAGE 15 % et colorées au bleu de
Coomassie (figures 37, 38, 39 et 40). Les résultats obtenus sur les gels montrent,
effectivement, une surexpression des protéines p480 (+ 20 kDa") et p540 (+ 22 kDa")
apres induction par I'TPTG. Une trés grande majorité des protéines se retrouve dans la
fraction insoluble de l'extrait protéique, c'est-a-dire certainement dans les corps
d'inclusion. Une petite partie des protéines induites se retrouve également au niveau de
la fraction soluble. On observe aussi que pour une induction dans des conditions
identiques pour CREB480 et CREB540, la proportion en protéines p540 semble
moins importante par rapport a la protéine p480 dans un extrait protéique. Les corps
d'inclusion pouvant servir directement comme antigéne, on utilise la fraction insoluble
pour I'immunisation des lapins.

* Les poids moléculaires des protéines p480 et p540, dépourvues de peptide His-tag
(1870 Da), sont de 18364 Da et 20490 Da respectivement.
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Protéine p540

Figure 41 : Gel SDS-PAGE préparatif des corps insolubles contenant p540
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Figure 42 : Purification partielle de la protéine p480 par électro-élution

Piste 1. Fraction insoluble totale

Pistes 2 et 3. Protéine p480 électro-éluéé non diluée

Piste 4. Protéine p480 électro-éluéé diluée 2 X

Piste 5. Protéine p480 électro-éluéé diluée 50 X

Piste 6. Protéine p480 électro-éluéé diluée 100 X

Piste 7. Marqueur de poids moléculaire Pharmacia Biotech
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Figure 43 : Purification partielle de la protéine p540 par électro-élution

Piste 1. Fraction insoluble totale diluée 100 X

Pistes 2 et 3. Protéine p540 électro-¢luéé non diluée

Piste 4. Protéine p540 électro-éluéé diluée 2 X

Piste 5. Protéine p540 électro-¢luéé diluée 50 X

Piste 6. Protéine p540 électro-éluéé diluée 100 X

Piste 7. Marqueur de poids moléculaire Pharmacia Biotech




4.2. Purification partielle des protéines p480 et p540, et
électro-élution

La fraction insoluble p480 (ou p540) a été¢ déposée sur un gel préparatif SDS-
PAGE 15 % (figure 41). La bande correspondant a p480 (ou p540) a été découpée du
gel et électro-éluée. Les protéines électro-éluées ont été analysées sur un gel SDS-
PAGE 15 % et colorées au bleu de Coomassie (figures 42 et 43). Au niveau des deux
gels, une bande de poids moléculaire supérieur apparait (non visible sur la figure 43).
Cette bande semble avoir le double du poids moléculaire des protéines d'intérét. Les
fragments p480 et p540 représentent le domaine leucine zipper de protéines b-ZIP
végétales. Il est donc possible que ces bandes soient le résultat de la dimérisation de
deux domaines leucine zipper de p480 ou de p540.

4.3. Immunisation des lapins

Les protéines électro-éluées ont été mélangées a l'adjuvant QuilA (V/V) et
injectées a des lapins a raison de 1 ml de mélange par lapin. Des injections de rappel
ont été réalisées toutes les deux semaines. Des échantillons de polysérum sont récoltés
a chaque rappel et analysés en dot blot.

5. Analyse des polysérums par dot blot et western
blot

5.1. Dot blot

Le dot blot permet une vérification rapide de la présence d'anticorps dirigés contre
les protéines d'intéréts p480 et p540. Quatre tests différents doivent étre effectués pour
chacune des deux protéines p480 et p540. Le premier test se réalise avec le polysérum
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--- Polysérum épuisé

--- Polysérum non épuisé

--- sérum naif épuisé

--- Sérum naif non épuisé

Figure 44 : Dot blot réalisé avec le polysérum dirigé contre la protéine

p480

1. Fraction protéique insoluble brute contenant p540 (dilution 64X)

2. Fraction protéique insoluble brute contenant p540 (dilution 100X)

3. Fraction protéique insoluble brute contenant p480 (dilution 64X)

4. Fraction protéique insoluble brute contenant p480 (dilution 100X)

5. Protéines extraites de BL-21 (DE3) contenant pET-15b sans inserts
et induites

6. Protéines p540 électroéluées (dilution 100X)

7. Protéines p540 électroéluées (dilution 200X)

8. Protéines p480 électroéluées (dilution 100X)

9. Protéines p480 électroéluées (dilution 200X)

10. Amylase

11. Poudre de lait

12. BSA




-~ Polysérum épuisé

-

“\ - Polysérum non épuisé

--- sérum naif épuisé

--= Sérum naif non épuisé

Figure 45 : Dot blot réalisé avec le polysérum dirigé contre la protéine

p540

Fraction protéique insoluble brute contenant p540 (dilution 64X)
Fraction protéique insoluble brute contenant p540 (dilution 100X)
Fraction protéique insoluble brute contenant p480 (dilution 64X)
Fraction protéique insoluble brute contenant p480 (dilution 100X)
Protéines extraites de BL-21 (DE3) contenant pET-15b sans inserts
et induites
Protéines p540 électroéluées (dilution 100X)
Protéines p540 électroéluées (dilution 200X)
. Protéines p480 électroéluées (dilution 100X)

9. Protéines p480 électroéluées (dilution 200X)

10. Amylase

11. Poudre de lait

12. BSA




non épuisé, le second avec le polysérum épuisé, le troisieme avec le sérum naif non
épuisé et le dernier test avec le sérum naif épuisé.

L'épuisement du polysérum permet, d'une part d'éliminer les anticorps que le lapin
aurait produits contre les protéines d'E.coli au cours de son existence (épuisement
contre les protéines d'E.coli); et, d'autre part, d'éventuels anticorps que le lapin aurait
produits contre la polyhistidine fusionnée avec les protéines d'intérét (épuisement
contre les protéines d'E.coli transformé avec pET-15b et induit).

Apres avoir déposé les protéines au niveau de la membrane et aprés avoir saturé
celle-ci une nuit avec une solution de Tween-20 0.1 %, on teste les polysérums. Les 2
polysérums ont été testés simultanément contre les 2 protéines d'intérét afin de mettre
en évidence une éventuelle reconnaissance croisée. La fixation non spécifique de
l'anticorps secondaire a également été vérifiée (résultats non présentés). De plus,
différents contrdles négatifs (amylase, poudre de lait et BSA) ont été introduits dans
chacun des dot blot.

A la vue de ces dot blots (figures 44 et 45), on peut dire que les polysérums
posseédent effectivement des anticorps contre la protéine contre laquelle ils sont dirigés
(positions 1, 2, 6 et 7 pour le polysérum dirigé contre p540; positions 3, 4, 8 et 9 pour
le polysérum dirigé contre p480). Les protéines électro-éluées, méme diluées 200 X,
sont reconnues par leurs polysérums respectifs (positions 6 et 7 pour le polysérum
dirigé contre p540; positions 8 et 9 pour le polysérum dirigé contre p480). D'apres les
résultats obtenus, on peut également dire que les polysérums croisent (positions 3 et 4
pour le polysérum dirigé contre p540; positions 1, 2, 6 et 7 pour le polysérum dirigé
contre p480). En effet, les protéines p480 et p540 constituent des fragments de deux
protéines b-ZIP végétales (point 2.1. de ce chapitre), a savoir les domaines basique et
leucine zipper de celles-ci. Il est donc concevable que des anticorps dirigés contre un
de ces fragments ou domaines reconnaissent 'autre fragment ou domaine. En ce qui
concerne les contrdles négatifs, les anticorps des deux polysérums n'ont pas reconnu
ces protéines. Les sérums naifs ne reconnaissant pas les protéines déposées, les lapins
ne possédaient donc pas, avant injection, d'anticorps contre les protéines déposées sur
la membrane de nitrocellulose.
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Figure 46 : Purification des protéines p480 sur résine His-Tag

Piste 1. Protéines purifiées sur la résine His-Tag
Piste 2. Protéine p480 électro-éluée
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Figure 47 : Purification des protéines p540 sur résine His-Tag

Piste 1. Protéine p540 électro-éluée
Piste 2. Protéines purifiées sur la résine His-Tag




5.2. Purification de p480 et de p540 sur résine His-Tag

Les protéines p480 et p540 de la fraction soluble ont été purifiées sur une résine
His-Tag qui permet, par affinité, de ne retenir que les protéines cibles en fusion avec
une séquence polyhistidine. La polyhistidine se lie aux ions Ni** de la résine. Les
protéines non fixées sont éliminées par plusieurs lavages, tandis que les protéines
cibles sont éluées de la résine avec de I'imidazole.

Apres passage sur la résine et €lution, les protéines purifiées ont été analysées
sur un gel SDS-PAGE 15 % et colorées a l'argent (figures 46 et 47). En premier lieu,
on peut repérer une bande de taille comparable a la protéine électro-éluée, aussi bien
au niveau du gel avec p480 qu'au niveau du gel avec p540. Cette bande représente la
protéine purifiée contenant la polyhistidine. Cette bande apparait trés peu intense au
niveau du gel concernant p540 et ce lors de toutes les purifications sur résine His-Tag
de la protéine p540. Des bandes, autres que celles attendues au niveau des protéines
éluées, apparaissent également sur les gels. Les bandes représentant des protéines de
poids moléculaire plus faible que la protéine d'intérét pourraient étre des produits de
dégradation causée par la purification. En ce qui concerne les bandes représentant des
protéines de poids moléculaire plus élevé que la protéine d'intérét, il pourrait s'agir de
protéines ayant subi une dimérisation (entre les différents produits de dégradation ou
avec la protéine non dégradée).

5.3. Digestion a la thrombine

Apres leur purification sur la résine His-Tag, les protéines p480 et p540 ont été
débarrassées de leur peptide "tag", a savoir la polyhistidine. L'enzyme utilisée pour
enlever ce peptide "tag", dans le systéme pET-15b, est la thrombine. Le site de clivage
spécifique de la thrombine (Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser) se trouve quelques acides
aminés apres la polyhistidine et en amont de la séquence d'intérét des protéines p480 et
p540.

Les protéines purifiées par la résine His-Tag ont été digérées avec différentes

concentrations en thrombine comprises entre 0.0025 unité enzymatique et 1 unité
enzymatique. Les digestions enzymatiques ont été effectuées a 37°C pendant 7 heures.
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Figure 48 : Digestion par la thrombine des protéines p480 purifiées sur
résine His-Tag

Pistes 1 et 2. Digestion avec 0.25 U de thrombine
Piste 3. Digestion avec 0.5 U de thrombine

Piste 4. Digestion avec 1 U de thrombine

Piste 5. Protéine p480 électro-éluée




Figure 49 : Digestion par la thrombine des protéines p540 purifiées sur

résine His-Tag

Piste 1. Protéine p540 électro-éluée

Piste 2. Digestion avec 1 U de thrombine

Piste 3. Digestion avec 0.5 U de thrombine
Pistes 4 et 5. Digestion avec 0.25 U de thrombine




Les protéines ont €té analysées sur un gel SDS-PAGE 15 % et colorées a
l'argent (figures 48 et 49). Les résultats obtenus aprés digestion montrent plusieurs
bandes de poids moléculaires différents, au-dessus et en-dessous de la bande
correspondant a la protéine éluée. Déja, lors de purification sur résine His-Tag, on
avait obtenu de telles bandes, et comme la fraction que l'on digére provient d'une
purification préalable sur la résine, il est normal de retrouver ici aussi plusieurs
bandes. Le nombre de ces bandes augmente par rapport a ce qui est observé lors de la
purification. Quoique les protéines p480 et p540 ne possédent pas de site de clivage
pour la thrombine, la thrombine peut couper en dehors de son site de clivage dans
certaines conditions. On comprend alors la présence de bandes de poids moléculaire
inférieur a celui de la protéine éluée.

Les bandes de poids moléculaire supérieur correspondent certainement a des
phénomenes de dimérisation entre les différents produits de dégradation ou avec la
protéine d'intérét. Différentes concentrations en thrombine ont été utilisées pour tenter
de diminuer les hydrolyses non spécifiques. Malgré cela, les produits de dégradation
apparaissaient toujours.

5.4. Western blot

Aprés avoir vérifié, par dot blot, la présence d'anticorps dirigés contre les
protéines p480 et p540 dans les deux polysérums, la derniére étape de ce mémoire
consiste a tester les polysérums par western blot d'abord sur les protéines de BL-21
(DE3) transformées puis sur les protéines de chicorée. Les résultats obtenus lors de ces
westerns blot permettront de répondre aux questions posées lors des étapes
précédentes du mémoire, a savoir la confirmation du phénoméne de dimérisation des
protéines p480 et p540, et la nature des bandes "parasites" présentes dans les fractions
purifiées sur résine His-Tag puis digérées par la thrombine.

5.4.1. Western blot sur protéines d'E.coli

Les protéines insolubles des souches BL-21 (DE3) transformées avec CREB480
et CREB540 ont été solubilisées et déposées sur un gel SDS-PAGE 15 %. Aprés
migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose et
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Figure 50 : Transfert de protéine depuis un gel SDS-PAGE sur un une
membrane de nitrocellulose

Piste 1. Marqueur de poids moléculaire BIO-RAD

Piste 2. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB480 induites, diluée 5 X
Piste 3. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB480 induites, diluée 10 X
Piste 4. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB480 induites, diluée 20 X
Piste 5. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB480 induites, diluée 40 X
Piste 6. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB480 induites, diluée 80 X
Piste 7. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB480 induites, diluée 100 X
Piste 8. Marqueur de poids moléculaire BIO-RAD

Piste 9. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB540 induites, diluée 5 X
Piste 10. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB540 induites, diluée 10 X
Piste 11. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB540 induites, diluée 20 X
Piste 12. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB540 induites, diluée 40 X
Piste 13. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB540 induites, diluée 80 X
Piste 14. Fraction insoluble d'une extraction a partir de colonies pET-CREB540 induites, diluée 100 X




20.7 kDa

Figure 51 : Western blot contre les protéines totales d'E.Co/i-CREB480 et
contre les protéines p480 purifiées et digérées avec la thrombine

Piste 1. P540 électro-€éluée dilution 200 X

Piste 2. Fraction insoluble totale d'une extraction a partir de colonies pET-CREB480
Piste 3. p480 électro-éluée dilution 200 X

Piste 4. Protéines d'E.coli transformé avec pET-15b sans insert et induit

Piste 5. Protéines p480 purifiées non digérées

Piste 6. Digestion avec 1 U de thrombine

Piste 7. Digestion avec 0.5 U de thrombine

Pistes 8 et 9. Digestion avec 0.25 U de thrombine




20.7 kDa

Figure 52 : Western blot contre les protéines totales d'E.Co/i-CREB540 et
contre les protéines p540 purifiées et digérées avec la thrombine

Piste 1. p480 électro-¢éluée dilution 200 X

Piste 2. Fraction insoluble totale d'une extraction a partir de colonies pET-CREB540
Piste 3. p540 électro-¢éluée dilution 200 X

Piste 4. Protéines d'E.coli transformé avec pET-15b sans insert et induit

Piste 5. Protéines p540 purifiées non digérées

Piste 6. Digestion avec 1 U de thrombine

Piste 7. Digestion avec 0.5 U de thrombine

Pistes 8 et 9. Digestion avec 0.25 U de thrombine
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Figure 53 : Gel SDS-PAGE 15 % avec les protéines extraites a partir de
feuilles de chicorée

Piste 1. Marque de taille BIO-RAD
Pistes 2 et 3. Protéines extraites de feuilles de chicorées




colorées au rouge Ponceau S (figure 50). Les membranes de nitrocellulose, apres
décoloration et saturation, ont été testées en présence des différents polysérums.

Rem : - Les membranes n'ont plus été testées en présence de polysérum naif. Les dot
blots montrant, en effet, I'absence d'anticorps croisant avec p480 et p540.
- La fixation non spécifique de l'anticorps secondaire a été vérifiée (résultats
non présentés)

54.11 Western blot contre les protéines totales d' £.coli

En ce qui concerne le polysérum anti-p480 (figure 51), plusieurs bandes apparaissent
au niveau de la fraction totale insoluble (piste 3). Une bande principale, de poids
moléculaire identique a la protéine €lectroéluée est bien marquée. D'autres bandes, de
poids moléculaires plus bas et certaines de poids moléculaires plus élevés, apparaissent
également sur la membrane. Les bandes les plus basses correspondent probablement a
des produits de dégradation de la protéine p480. Quant aux bandes de poids
moléculaires plus élevés, il s'agit probablement de dimeéres formés par deux protéines
b-ZIP p480 ou par les produits de dégradation. Le polysérum testé sur la protéine p540
¢luée confirme le résultat obtenu lors des dot blots, a savoir que ce polysérum
reconnait également la protéine p540 et donc croise. Des résultats similaires ont été
obtenus avec le polysérum dirigé contre p540 (figure 52).

5.4.12. Western blot contre les protéines purifiées et digérées
avec la thrombine

Les différents polysérums ont été testés contre les protéines cibles purifiées sur
résine His-Tag et digérées par la thrombine. Comme pour I'analyse SDS-PAGE de ces
protéines (figures 46, 47, 48 et 49), le western blot révele également plusieurs bandes
protéiques (figures 51 et 52). La détection de protéines de poids moléculaire inférieur
a p480 (ou p540) semble confirmer I'hypothése de la dégradation ou de I'action non
spécifique de la thrombine. La détection de protéines de poids moléculaire supérieur a
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Figure 54 : Western blot contre les protéines de plante avec le polysérum
dirigé contre p540

Piste 1. Protéine p540 électro-éluée
Piste 2. Protéines de racine de chicorée
Piste 3. Protéines de feuilles de chicorée
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Figure 55 : Western blot contre les protéines de plante avec le polysérum
dirigé contre p480

Piste 1. Protéine p480 électro-éluée
Piste 2. Protéines de racine de chicorée
Piste 3. Protéines de feuilles de chicorée




p480 (ou p540) semble, quant a elle, confirmer I'hypothése de la dimérisation soit des
protéines cibles, soit de leurs produits de dégradation.

La révélation de plusieurs bandes protéiques par les polysérums ne permet
cependant pas de repérer la protéine cible dépourvue de son peptides "tag".

54.2. Western blot sur les protéines végétales

Les protéines végétales totales ont €été extraites a partir de feuilles jeunes
(figure 53) et de racines de chicorées. Les protéines extraites ont été déposées sur un
grand gel SDS-PAGE 15 %. Aprés migration, les protéines ont été transférées a partir
du gel sur une membrane de nitrocellulose. Le transfert et la saturation de la
membrane terminé€s, les différents polysérums ont été testés (figures 54 et 55).

En ce qui concerne le polysérum dirigé contre la protéine p540, celui-ci
reconnait deux protéines de poids moléculaire d’environ 50 kDa aussi bien dans les
extraits protéiques de feuilles que de racines. Ces 2 protéines pourraient correspondre
a des protéines CREB-like végétales natives qui, chez Vicia faba par exemple,
posseédent un poids moléculaire de 47 kDa (genebank, accesion number M81827)

En ce qui concerne le polysérum dirigé contre la protéine p480, aucune bande
n'apparait ni pour les protéines extraites des feuilles, ni pour les protéines extraites des
racines.

Faute de temps, ces derniers western blots n'ont pu étre réalisés qu'une seule
fois. Il sera donc utile a l'avenir d'améliorer la détection du facteur de transcription
CREB natif dont la concentration dans les cellules végétales est probablement trés
faible.
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V. Conclusions générales
et perspectives




1. Conclusions

Nous avons produit des sondes immunologiques contre les fragments de
protéines b-ZIP végétales p480 et p540, ce qui était le principal objectif de ce
mémoire. L'utilisation de ces anticorps, en pratique, nécessitera cependant encore
quelques mises au point mineures.

Les tests par dot blots dans un premier temps, puis par western blots dans un
second temps, ont démontré la présence d'anticorps dirigés contre p480 et p540 dans
les polysérums récoltés chez les lapins immunisés. En effet, les différents échantillons
analysés sur membrane (protéines électro-éluées, protéines purifiées sur résine His-
Tag et protéines digérées a la thrombine) ont été reconnus par les anticorps présents
dans les polysérums. Cependant, les polysérums n'ont pu étre testés, faute de temps,
qu'a une seule reprise sur les protéines végétales extraites des racines et des feuilles de
chicorées industrielles. De plus, dans le cas du polysérum dirigé contre p480, aucune
bande n'a pu été observée.

2. Perspectives

Plusieurs perspectives se présentent suite a ce travail :

e Les sondes immunologiques dirigées contre les fragments protéiques p480
et p540, pourront étre utilisées dans 1'étude de la phosphorylation de ces
protéines b-ZIP, in vitro et in vivo, dans différentes conditions de stress
telles que l'infection par un agent pathogene, l'impact d'agents polluants
(métaux lourds, U.V....) ou les variations brutales des conditions
climatiques. L'immunoprécipitation ou encore la détection conjointe de la
phosphorylation par autoradiographie, et de la protéine CREB végétale avec
les anticorps, permettront de savoir si le facteur est phosphorylé dans ces
conditions de stress.

e Ces anticorps pourront également servir dans I'étude de la dimérisation de
ces facteurs et dans l'étude de leur fixation au niveau des CREs sur I'ADN
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par retard sur gel. De plus, ceux-ci permettront aussi I'étude de la spécificité
de la reconnaissance entre les CREs et ces facteurs.

e D'autres facteurs protéiques interagissant avec ces protéines b-ZIP végétales,
par exemple lors du lien effectué entre les facteurs de transcription et la
machinerie basale de la transcription, pourront également étre étudiés. Il
faudra alors en premier lieu identifier les génes complets codants pour les
protéines b-ZIP chez la chicorée industrielle. Pour ce faire, les méthodes
utilisées seront la 5' RACE et la 3' RACE PCR a partir de banques de
cDNA. Une fois les génes complets identifiés, la technique du double
hybride permettra 1'étude des interactions prot€ines-protéines.

« Enfin, la localisation du facteur CREB dans la cellule pourra étre étudiée par
l'utilisation de ces sondes immunologiques en immunocytochimie.
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