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Une Contribution a I'étude de la voie de I'AMPc chez Nicotiana tabacum.
Analyse des profils de transcription et de phosphorylation du facteur de
transcription CREB en situation de stress

ROULET Jenny

Résumé

L'AMPc est une molécule signalétique trés importante chez les procaryotes et les cellules
animales. Chez les végétaux, par contre, le role physiologique de 'AMPc n'est pas encore
clairement établi.

Au cours de ce mémoire, nous avons étudié le mode d'activation du facteur de transcription
CREB (cAMP responsive element binding protein), une protéine directement activée par la
voie de I'AMPc chez les cellules animales.

L'étude de Il'activation de ce facteur de transcription a été entreprise, au niveau
transcriptionnel, par RT-PCR "semi-quantitative"; et, au niveau post-traductionnel, par
phosphorylation in vivo dans une culture cellulaire de tabac BY-2 stimulée par de la
forskoline, du dibutyryl-AMPc, de 'acide salicylique ou des oligopectates.

Nous avons pu montrer que le dibutyryl-AMPc, la forskoline et 'acide salicylique induisent
une augmentation du taux de transcription du géne CREB 20 minutes apres leur addition. Au
niveau post-traductionnel, nous avons pu mettre en évidence une phosphorylation de la
protéine CREB uniquement dans les cellules traitées a l'acide salicylique.

Ces résultats montrent, d'une part, qu'il existe probablement un lien entre la voie de 'AMPc et
le taux de transcription de CREB; et, d'autre part, que cette voie se trouve également sous le
contrdle d'un autre messager secondaire, 1'acide salicylique.
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INTRODUCTION GENERALE.

Les végétaux sont confrontés a différentes contraintes imposant des
modifications rapides de 1’expression de leur génome. Les conditions du milieu sont
en effet extrémement variables : la plante subit des attaques pathogenes (bactéries,
champignons, insectes, virus...) dans un environnement aux conditions climatiques

trés changeantes (chaleur, froid, vent, sécheresse...).

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes focalisés sur les interactions
plante-pathogeéne et, plus particulierement au traitement de 1I’information par la plante.
Cette information, sous la forme de molécules-signal ou éliciteurs est généralement
incapable de franchir la membrane plasmique de la cellule. La cellule doit donc
transmettre cette information a [I’intérieur du cytosol, grice a des récepteurs
spécifiques, pour fournir une réponse physiologique adaptée. Dans le cas d’une
attaque pathogene, la perception de I’agresseur par la plante déclenchera 1’activation

de génes de défense.

La cellule dispose d’un nombre important de voies de transduction du signal
lui permettant de faire face aux différentes contraintes de I’environnement. Parmi
celles-ci, la voie de I’AMPc, bien caractérisée chez les cellules animales, constitue
encore toujours une énigme chez les cellules végétales (figure 1). Messiaen (1994) a
montré que des analogues de I’AMPc pouvaient activer (directement ou
indirectement) la phénylalanine ammonia-lyase (PAL), ’enzyme-clé de la synthese
des phytoalexines et de la lignine (deux réponses de défense de la plante). D’autre
part, Bellefontaine (1995) a cloné 2 isoformes du facteur de transcription CREB, un
intermédiaire dans I’activation des génes AMPc-dépendants. Draye (1998) a, quant a
lui, produit des anticorps anti-CREB qui seront utilisés dans ce mémoire pour étudier

les modes d’activation de CREB dans différentes situations de stress.

Avant de passer en revue nos résultats, nous décrirons, brievement les
différents composants de la voie de I’AMPc et les modes de régulation de cette voie
chez les cellules animales. Nous terminerons, enfin, par faire le point sur I’état des

recherches concernant cette voie chez les végétaux.
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Figure 1 : Voie générale de 1 ’AMPc.

Les différentes étapes de la voie de transduction du signal médiée par I’AMPc
chez les cellules animales.




Hormone induisant

Tissu une élévation de ’AMPc Réponse métabolique
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Hépatique Adrénaline et Accroit la glycogénolyse et décroit la synthése de glycogéne;
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Figure 2 : Quelques réponses métaboliques a2 une augmentation du taux
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En s’attachant a leur récepteur, beaucoup d’hormones entrainent un
accroissement du taux d’AMPc et des réponses métaboliques propres a chaque
tissu sensible (Lodish et al., 1997)




LA VOIE DE L’AMPC CHEZ LES ANIMAUX.

Géneéralités.

L’AMPc est un messager secondaire contrélant de nombreux processus
physiologiques chez les procaryotes et les eucaryotes. Chez les procaryotes, I’AMPc
intervient dans le métabolisme du glucose. On observe, en effet, une corrélation entre
la concentration en AMPc et la situation nutritionnelle des cellules. Chez E.coli, si le
milieu contient du glucose, la concentration en AMPc est faible. Lorsque le glucose
vient a disparaitre et que d’autres sources de carbone sont présentes (lactose, maltose,
arabinose), la concentration en AMPc augmente considérablement. L.’ AMPc s’associe
alors avec la protéine CAP (cAMP activated protein) et I’active. La CAP peut ainsi
contrdler I’expression des génes nécessaire a la dégradation de ces nouvelles sources
de carbone. L’AMPc ne doit cependant pas étre considéré comme un "signal
universel" de la faim. Chez Pseudomonas par exemple, la concentration en AMPc est

indépendante de la source de carbone (Gancedo et al., 1995).

Chez les eucaryotes, I’AMPc posseéde une toute autre fonction : il est un
messager secondaire c-a-d qu’il est un relais entre un récepteur membranaire et une ou
plusieurs voies de transduction du signal. Chez les cellules animales par exemple,
I’AMPc régule la transmission synaptique, la régulation de canaux ioniques, la
dégradation du glycogene dans le foie, la sécrétion d’hormones... (Rawn, 1990 ;

Berridge, 1995 ; Mulligan et al.,1999).

Les composants de la voie de ’AMPec.
a). Le complexe ligand-récepteur couplé aux protéines G.

Les molécules ou stimulus physique pouvant activer la voie de I’AMPc sont
nombreux et trés diversifiés : hormones, facteurs de croissance, neuropeptides ou
photons... (Barritt, 1994 ; Clapham, 1993) (figure 2). L’activation de la voie de
I’AMPc fait intervenir des récepteurs couplés a des protéines G. Ces protéines sont

insérées dans la membrane plasmique grace a 7 domaines transmembranaires
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Extérieur
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Figure 3 : Structure du récepteur a 7 domaines transmembranaires.

Disposition schématique des segments d’une chaine de récepteur liée a une protéine
G comportant 7 replis transmembranaires.

-0

GDP
Py

Receptor

GTP

o B o

Figure 4 : Le modéle d’activation des protéines G.

L’état fonctionnel de la protéine G est déterminé par son lien nucléotidique. Avec
du GDP, la protéine G est inactive. Quand elle lie le GTP, la protéine G est activée
et I’affinité entre les sous-unités o et Py diminue. Les récepteurs stimulent les
protéines G par I’échange catalytique du GDP en GTP (Sternweis ef al., 1992).



contenant chacun environ 20 acides aminés hydrophobes formant une hélice o
(Lambright ef al., 1996). La face extracellulaire du récepteur fixe le ligand grace a une
poche hydrophobe résultant de 1’arrangement des 7 peptides transmembranaires
(figure 3). La face cytoplasmique permet, quant a elle, I’activation d’une protéine
effectrice si et seulement si le complexe ligand-récepteur se forme. Des expériences
menées sur des protéines chimériques ont prouvé que la troisiéme boucle
cytoplasmique et la partie C-terminale de la protéine G sont impliquées dans le

couplage récepteur-protéine G (Hibert ef al., 1993 ; Spiegel et al., 1991).

La régulation de ’activité de tels récepteurs se réalise par I’internalisation des
complexes récepteur-ligand, la désensibilisation du récepteur par phosphorylation
et/ou le cross-talking avec d’autres voies de transduction du signal (Houslay et al.,

1997).

b). Les protéines G

Les protéines G hétérotrimériques sont des complexes constitués de 3 sous-
unités : o (39 a 52 KDa), B (35 a 36 KDa), et y (7 a 10 KDa) (Kaziro et al., 1991).
Elles sont ancrées a la face interne de la membrane cytoplasmique et lient le GTP. Les
protéines G font partie d’une famille multigénique (plus de 1000 protéines G)
composée d’au moins 16 geénes différents codant pour la sous-unité y, 6 pour la sous-
unité B et de nombreux geénes pour la sous-unité a. La distinction entre les différentes
protéines G provient surtout de la variabilité au sein de la sous-unité a (le complexe
By est généralement bien conservé entre les différentes protéines G) (Linder et al.,

1994 ; Simon et al., 1991).

A D’état inactif, la protéine G est constituée des 3 sous-unités parmi lesquelles
la sous-unité o lie le GDP (figure 4). Lorsqu’un ligand se fixe sur un récepteur, celui-
ci change de conformation et interagit avec la protéine G. Le GDP de la sous-unité o
est remplacé par du GTP (Linder ef al., 1994). La protéine G ainsi activée se dissocie
en 2 parties : la sous-unité¢ o avec le GTP et le complexe By, deux entités ayant

chacune une fonction signalétique (Clapham, 1996).
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Figure 6 : Structure tertiaire de 1 ’adénylate cyclase.

L’adénylate cyclase est un polypeptide contenant 2 domaines
hydrophobes séparés par un large domaine hydrophile localisé dans
’espace cytoplasmique. Un deuxieme domaine hydrophile est localisé
du c6té C-terminal de la molécule (Barritt, 1994).




La sous-unité o posséde une activité GTPasique intrinséque hydrolysant le
GTP en GDP + Pi. La sous-unité a s’inactive donc progressivement et se réassocie au

complexe Py reconstituant la protéine G de départ (Kaziro ef al., 1991).

Le complexe By quant a lui est capable de stabiliser I’interaction de la sous-
unité o avec le récepteur, de moduler les effets de la sous-unité o en diminuant le taux
de dissociation du GTP, et de réguler indirectement 1’activité de canaux ioniques et de

phospholipases ( Ifliguez-Lluhi et al., 1993 ).

La protéine G est ancrée dans la membrane plasmique via la sous-unité o
myristoylée grace a un lien amide avec une glycine de la région N-terminale, et, via la
sous-unité y géranylgéranylée grace a un lien thioester avec une cystéine de la région

C-terminale (spiegel ef al., 1991).

Les protéines G activatrices (Gs) et les protéines G inhibitrices (Gi) régulent
de maniére différentielle I’activité de I’adénylate cyclase et le taux en AMPc cellulaire
(Schoilch et al.,, 1999 ; Simonds et al., 1999) (figure 5). 11 existe différentes Gs : les
Gs la sont généralement exprimées dans tous les tissus et les Gs 2a sont spécifiques
des neurones sensoriels olfactifs et sont parfois couramment appelés Golf. Il en est de
méme pour les Gi : Gi 2a et Gi 3o sont exprimées dans tous les tissus et Gi 1o sont

spécifiques des tissus du cerveau (Kaziro ef al., 1993).

L’utilisation de toxines et autres modulateurs ont permis de mieux
comprendre le role des protéines G. La toxine pertussique (PTX) empéche les
protéines G de se lier a leur récepteur par ADP-ribosylation (Armstrong et al., 1992).
Ce mécanisme consiste a transférer un groupe ADP-ribose provenant du NAD" sur un
résidu arginine de la sous-unité a (Burgering et al, 1995). La toxine du choléra (CTX)
quant a elle, active les protéines G de maniére irréversible en inhibant 1’activité
GTPase des sous-unité a. Le mastoparan, un peptide extrait de venin de guépe, active

les protéines G en stimulant la région du récepteur activé.

¢). L’adénylate cyclase (AC).

L’adénylate cyclase est une enzyme membranaire qui catalyse la formation

d’AMPc a partir d’ATP (figure 6). Cette enzyme est activée par la sous-unité o-GTP
6
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Figure 7 :Structure tétramérique de la PKA. La fixation de 2 AMPc sur chaque sous-
unité régulatrice provoque la libération des sous-unités catalytiques (Lodish, 1997).
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et active CREB par phosphorylation. CREB active la transcription de geénes
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de la protéine G, transforme I’ATP en AMPc et entraine une élévation de la
concentration en AMPc jusqu’a 4 fois par rapport a sa concentration initiale dans une
cellule non stimulée (Barritt, 1992). L’activité de I’AC peut également étre controlée
de maniére directe ou indirecte par le complexe Py. Par exemple, 1’addition de By

provoque une diminution de I’activité de I’AC de type I (Choi ef al., 1993).

Il existe différentes formes d’AC (Sunahara RK et al, 1996). Six AC
différentes ont été isolées a partir de cerveau bovin. Elles présentent des régions
homologues et des régions hypervariables distinguant chaque enzyme. Sur base de
I’homologie de séquence, ces AC sont classées en 4 catégories : la premiére catégorie
comprend I’AC de type I ; la deuxiéme contient I’AC III ; la troisiéme, ’AC Il et IV ;
et, la derniére catégorie ’AC V et VI. L’AC de type I est spécifique du cerveau (Choi
et al.,1993). Récemment, des études de clonage sont parvenues a isoler 10 AC

mammaliennes, toutes activées par les protéines G (Sunahara et al., 1996).

L’existence d’une telle diversité, au sein de la famille des AC complique
considérablement 1’étude de ces enzymes. Bien plus, un récepteur peut étre couplé a
plusieurs effecteurs et plusieurs récepteurs peuvent activer un méme effecteur. Ce
schéma se complique encore par I’existence de phénomeéne de cross-talking avec

d’autres voies de transduction du signal.

Les principales molécules utilisées pour étudier 1’activité de I’AC sont la
forskoline (un activateur) et des composés mimant I’ATP et bloquant le site actif de

I’enzyme ( 2°3’-didéoxyadénosine) (De Jonge, 1996).

d). La protéine kinase A.

La PKA est un tétramére constitué de 2 sous-unités régulatrices et de 2 sous-
unités catalytiques. Elle est activée directement par ’AMPc : 2 AMPc se fixent sur
chacune des sous-unité régulatrice provoquant un changement de conformation qui
libére les 2 sous-unités catalytiques (figure 7). Celles-ci activent des enzymes ou
migrent dans le noyau pour y activer des facteurs de transcription (Darnell et al, 1988,
Rawn, 1990) (figure 8). Dans la plupart des cas, les sous-unités régulatrices ne
serviraient qu’a inhiber I’action des sous-unités catalytiques en absence d’AMPc

(Taylor et al., 1993).




0
| | i 5
o w§’~0~P~O——?-—0—Cﬁz

O ¢

L OH
|
O
3 5%AMP cyclique

H0
me de IAMPE

NH,

Figure 9 : Synthése et dégradation de ’AMPc¢ (Lodish et al ., 1997).



La PKA est une serine/thréonine kinase dont il existe deux formes : la PKA I
et la PKA II. Ces deux enzymes ont les mémes sous-unités catalytiques, mais des
sous-unités régulatrices différentes (RI et RII) (Wurgler-Murphy et al., 1997). 1l existe
également plusieurs isoformes de sous-unités régulatrices (Rlo, RIf, Rlla, RIIB ) et
des sous-unités catalytiques (Ca et CP ) selon le type de cellule ou I’organisme. En
général, les sous-unités Rla, RIla et Co sont exprimées dans la plupart des tissus,
tandis que les sous-unités C, RIP, et RIIP se retrouvent essentiellement au niveau du

cerveau (Mc Knight et al., 1988).

Les différentes sous-unités régulatrices ont, comme les sous-unités
catalytiques, plusieurs roles physiologiques. La sous-unité Rla présente dans les
cellules feetales permet d’obtenir une faible transcription de génes régulés par CREB
en absence d’AMPc (Lee, 1991). La sous-unité RII quant a elle posséde une activité
topoisomérase, c-a-d qu’elle posséde la capacité de modifier le degré de super-
enroulement de I’ADN. Cette activité n’est observée que si la sous-unité RII est
activée par phosphorylation par une sous-unité catalytique ( Suzuki et al, 1990). De
plus, si le taux de sous-unités régulatrices est supérieur au taux de sous-unités
catalytiques, il n’y a pas activation de facteur de transcription sans AMPc ; ceci afin
de garder un taux faible en PKA dans une cellule ne subissant aucune stimulation
( Mc Knight, 1988). Enfin, la transfection de cellules mutantes, insensibles a I’AMPc,
par le géne de la sous-unité RII de la PKA, inséré dans un vecteur d’expression,
restaure la capacité d’induire le géne de la somatostatine dépendant de I’AMPc apres

stimulation par la forskoline.

e). Régulation de la concentration cytosolique en AMPec.

Comme nous venons de le voir, le contréle du taux d’AMPc intracellulaire
peut déja avoir lieu via une régulation de I’AC. En aval de la production d’AMPc, la
concentration en AMPc est contrélée principalement par des phosphodiestérases

(PDE) et des phosphatases.

Les PDE hydrolysent le lien ester en position 3’ du 3’,5’-AMPc et diminuent
donc la concentration en AMPc intracellulaire (figure 9). Comme pour I’AC, il existe

différentes formes de PDE (AMPc spécifiques, GMPc spécifiques, et les AMPc et
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est régulée simultanément par la PKA et par I’inhibiteur 1 et 2. L’activité de la PKA et des
PDE se trouve également sous le contrdle de la PP-2B.




GMPc spécifiques) faisant partie d’une grande famille multigénique. Ces enzyme sont
également régulées de maniére différentielle (Ca"™, calmoduline, phosphorylation,...)

(Houslay et al., 1997).

Les phosphatases, quant a elles, déphosphorylent les protéines phosphorylées
soit sur des résidus sérine/thréonine, soit sur des résidus tyrosine. Dans la classe des
sérine/thréonine phosphatases, les phosphatases de typel (PP-1) et de type 2 B (PP-
2B) agissent au niveau de la voie de I’AMPc (MacKintosh, et al., 1994) (figure 10).
La PP-1 est un homodimeére composé d’une sous-unité catalytique et d’une sous-unité
régulatrice. Il en existe différentes isoformes variant seulement au niveau des sous-
unités régulatrices. La PP-1 déphosphoryle des protéines activées par la voie de
I’AMPc. L’AMPc régule également 1’activité de la PP-1 en activant, via la PKA, un
inhibiteur-1 qui diminue ’activité des PP-1. La PP-2B est un hétérodimére composé
de sous-unités désignés A et B. Ceux-ci possédent un poids moléculaire de 61 et de 19
KDa, respectivement. La sous-unité A contient le site catalytique et le site de liaison a
la calmoduline, alors que la sous-unité B contient le site de liaison au Ca"". PP-2B
régule les activités de protéines kinases et d’autres phosphoprotéines phosphatases

comme les PDE (Barritt, 1994).

f). Le facteur de transcription CREB (cAMP responsive element
binding protein).

Généralités.

En 1987, Montminy ef al. découvrirent pour la premiere fois CREB, une
protéine transactivatrice de 43 KDa purifiée a partir de cellules hypothalamiques de
rat. Plusieurs protéines homologues 8 CREB ont été découvertes par la suite . Elles
modulent positivement ou négativement la transcription de genes dépendants de

I’AMPc.

CREB appartient a la superfamille des protéines b-ZIP contenant un domaine
basique et un domaine contenant 4 leucines (1 leucine tous les 7 acides aminés)

(Ferreri et al. , 1994).

Chez les animaux, CREB controle des réponses physiologiques aussi
diversifiées que les réponses comportementales face a divers stress, 1’acquisition
9
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Figure 11 : Structure du facteur de transcription CREB.

Figure 12 : Fixation d’une protéine leucine zipper au niveau de I’ ADN.

En A : fixation de la protéine au niveau du grand sillon de I’ADN. En B : interaction
entre les acides aminés basiques, chargés positivement, avec les charges négatives
des phosphates de I’ADN (Lodish et al., 1997).




d’une mémoire a long terme, le contréle du rythme circadien locomoteur ou
I’activation des cellules de Schwann lors de la stimulation nerveuse (Impey S et al.,

1998 ; Lee MM et al., 1999 ; Belvin et al., 1999).
Structure de CREB.

La protéine CREB (43 KDa) est composée de 4 parties: un domaine
N-terminal riche en glutamine, un domaine phospho-accepteur ou « P-box », un
domaine de liaison au grand sillon de ’ADN riche en acides aminés basiques et un

domaine C-terminal « leucine zipper » (Montminy ef al., 1987) (figure 11).

Le domaine N-terminal comprend 2 domaines transactivateurs riches en
glutamine, Q1 et Q2. Ils forment des feuillets  capables d’interagir et d’activer la
machinerie transcriptionnelle (Lee, 1991 ; Lalli, 1994 ; Quinn, 1993). Le domaine «P-
box » ou phospho-accepteur comprend une région de + 50 acides aminés appelés KID
(Kinase Inducible Domain). Ce domaine contient la sérine-133 dont Ila
phosphorylation par la PKA est indispensable a I’activation de CREB (Parker et al.,
1996). D’autres protéines comme la protéine kinase C (PKC), le glycogéne synthase
kinase III et la caséine kinase I et II (Fiol et al. , 1994) peuvent également
phosphoryler CREB sur d’autres sites phospho-accepteurs. La phosphorylation de la
serine-133 induit un changement de conformation de la protéine exposant ainsi les
régions Q1 et Q2 favorable a I’activation de la transcription des génes dépendants de

I’AMPc.

Le domaine basique riche en acides aminés basiques (dont 50% de lysine et
d’arginine) tous les 3 ou 4 acides aminés neutralise les charges négatives de I’ADN et
interagit avec le grand sillon de ’ADN en se fixant sur une région palindromique CRE
(cAMP responsive element ) conservée (5’-TGACGTCA-3’) située a proximité des
geénes dont la transcription dépend de I’AMPc (figure 12).

Le domaine C-terminal contient un motif «leucine zipper » comprenant 4
leucines séparées 1’une de 1’autre par 7 acides aminés (Hoeffler ef al. ,1988 ; Lalli ef
al, 1994). Ce domaine est indispensable a la dimérisation de CREB. Deux CREB
dimérisés forment une super-hélice appelée «coiled-coil » composée des deux

domaines leucine zipper formant une hélice o amphipatique. L’analyse de la structure
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Les positions relatives du domaine de liaison a CREB, les doigts de Zn, le
site de phosphorylation de la PKA et la région glutamine de CBP sont
montrés sur ce schéma.
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Figure 14 : CREB doit interagir avec d’autres protéines pour initier la
transcription.

Interaction de CREB et de la protéine CBP avec la machinerie de
transcription (Nordheim, 1994).



cristallographique du «coiled-coil » montre que la formation de ponts hydrogéne entre

résidus proches des leucines et le caractére hydrophobe des chaines latérales des 2

hélices o permettent de stabiliser le dimére CREB.
CREB doit interagir avec d’autres protéines pour initier la transcription.

Le facteur de transcription CREB seul n’active pas la transcription des génes
dépendants de I’AMPc. CREB interagit, entre autre, avec la protéine CBP (CREB
binding protein ). Cette protéine de 250 KDa a 265 KDa contient plusieurs sites de
phosphorylation pour la calmoduline kinase II, un site de phosphorylation pour la
PKA, 2 régions homologues aux doigts de Zn et un domaine C-terminal riche en
glutamine (Chrivia ef al. , 1993) (figure 13). CBP permet de relier directement la «P-
box » de CREB-Avec la machinerie transcriptionnelle basale via le facteur TFIIB.
L'association de CREB-Avec CBP permet donc le recrutement correct de I'ARN
polymérase II et le positionnement adéquat du complexe de transcription sur le

promoteur des geénes dépendants de I’AMPc ( Nordheim et al., 1994) (figure 14).

Des études in vivo récentes sur l’interaction de CREB-Avec le promoteur
suggerent que CREB est lié constitutivement au promoteur et que sa phosphorylation
entraine le recrutement de CBP pour former le complexe CREB/CBP/promoteur

(Wolfl et al., 1999).

La situation est davantage compliquée par le fait que CREB médie, a la fois,
la transcription basale et la transcription inductible par la PKA via 2 domaines séparés
et indépendamment activés : le domaine d’activation constitutif (CAD) et le domaine
inductible par la kinase, respectivement. Le domaine CREB CAD interagit avec le
facteur TFIID de la machinerie transcriptionnelle via un ou plusieurs TAFs (TATA
binding protein associated factors) dont TAF110. Le domaine CAD est composé de 3
sous-domaines comprenant chacun plusieurs sérines, des acides aminés hydrophobes
et des glutamines. L’étude de mutants délétés du domaine CAD montre que ce
domaine crée un environnement favorable pour une interaction spécifique avec
TAF110. Cette interaction favorise le recrutement et/ou la stabilisation du facteur
TFIID liant le promoteur, et facilite 1’assemblage du complexe de pré-initiation

(Felinski et al., 1999).
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Moyens de régulation de CREB

Régulation de CREB par phosphorylation/déphosphorylation.

La forme inactive de CREB peut se lier spécifiquement a 'ADN au niveau des
sites CREs contenu dans les promoteurs de génes dépendants de ' AMPc. L'activation
de ces génes n’aura lieu que si CREB est phosphorylé au niveau de la sérine 133. Des
mutants Ser133 — Asp sont, en effet, incapable d’assurer la fonction de
transactivation. La phosphorylation provoque un changement conformationnel
exposant des régions de CREB indispensables pour I’interaction avec la machinerie

transcriptionnelle.

CREB peut également subir des phosphorylations successives dans un ordre
bien précis impliquant des kinases primaires et secondaires. Ces phosphorylations

multiples permettent de moduler I’activation de CREB (Fiol ef al., 1994).

D'autres voies de transduction du signal régulent également CREB (kinases
Ca'"-calmoduline dépendantes, par exemple). Ce cross-talking permet une régulation

trés précise de 1’activité de CREB.
Hétérodimérisation.

Les protéines b-ZIP possédent toutes un domaine basique et un motif leucine
zipper permettant la dimérisation. Cette dimérisation n’impose cependant pas la
formation d’homodimeére, c-a-d que des protéines b-ZIP différentes peuvent s’associer
pour former un dimeére non fonctionnel. Cette hétérodimérisation constitue un moyen
de régulation important de I’activit¢ CREB (Lalli et al, 1994). Les principales
protéines pouvant ainsi interagir avec CREB sont CREM, Fos et Jun. Dans le cas des
facteurs de transcription Fos/Jun, qui ne sont pas activés par I’AMPc, il est intéressant
de signaler que le motif TRE (TPA-responsive element, 5’-TGACTCA-3") reconnu au
niveau de I’ADN par ces facteurs ressemble étrangement au motif CRE: 5’-
TGACGTCA-3’. On peut donc comprendre aisément la facilité avec laquelle ces

protéines forment des hétérodimeres avec CREB.
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Figure 15 : Structure des deux isoformes du facteur de transcription
CREB comportant 341 et 326 acides aminés.

Les domaines P-box, BD (basic domain) et LZ (leucine-zipper) sont
identiques chez les deux isoformes (Berkowitz ez al., 1990).



L'épissage alternatif.

L’étude la transcription du geéne codant pour le facteur CREB s’est
complexifiée depuis la découverte de 1'épissage alternatif. Un transcrit primaire peut,
en effet, donner plusieurs protéines CREB différentes. Deux formes de CREB, CREB-
A de 327 acides aminés découverte dans les cellules placentaires humaines et CREB-
B de 341 acides aminés ont été trouvées dans les cellules de cerveau de rat (figure
15). La seule différence entre CREB-A et CREB-B réside dans le fait que CREB-B
posséde 14 acides aminés en plus entre les positions 88 et 102. Ces 2 protéines
seraient issues d’un seul ARNm ayant subit un épissage alternatif. Il est intéressant de
remarquer que CREB-B posséde au niveau de ces 14 acides aminés supplémentaires, 3
résidus sérines et un résidu thréonine autorisant de nouvelles phosphorylations a

l'extérieur de la "P-box" (Berkowitz ef al., 1990).

Les régulateurs de CREB, CREM (cAMP responsive element binding
modulator), subissent également 1’épissage alternatif donnant 3 isoformes a, B, et v.
Ces répresseurs sont exprimés de maniére constitutive. Les CREM régulent la voie de
I’AMPc en dimérisant avec CREB. Les complexes CREB/CREM possédent la
spécificité de liaison pour CRE mais ont perdu la fonction transactivatrice. Cette
dimérisation induit donc une inhibition de la transcription des génes dépendants de
I’AMPec. Lalli et al. en 1994, ont découverts de nouveaux CREM dont I’expression est
induite par la voie de I’AMPc. Ces CREM appelés ICER’s (inducible cAMP early
repressor’s) régulent également la voie de ’AMPc en formant des diméres inactifs
avec CREB. En effet, CREM ne posséde pas la « P-box » ni de domaine riche en

glutamine.
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LA VOIE DE L”AMPC CHEZ LES VEGETAUX.

Géneéralités.

L’existence de la voie de ’AMPc chez les végétaux a été, et est toujours,
contestée par la communauté scientifique. Il a d’abord été nécessaire de prouver
’existence de I’AMPc lui-méme. Ce sont des analyses par HPLC, spectrométrie de

masse et des essais biologiques (Bolwell et al, 1995) qui ont permis de montrer

clairement que les cellules végétales contenaient de I’AMPc.

Le deuxieéme probléme rencontré dans 1’étude de I’AMPc a été son dosage
exact. Les cellules végétales contiennent, en effet, de nombreuses PDE et les
techniques de dosage ne permettaient pas a 1’époque de faire la distinction entre le
2’ :3’AMPc et le 3’:5’AMPc. Les techniques d’homogénéisation des tissus utilisées ne
tenaient pas compte ni d’une éventuelle spécialisation cellulaire, ni d’une dilution
importante de I’AMPc lors de I’extraction (une cellule végétale contient une vacuole
occupant 90 % du volume cellulaire). C’est ainsi que les concentrations en AMPc des
cellules végétales rapportées dans la littérature variaient entre le nM et le pM (UM
chez les cellules animales) (Assman et al., 1995). Récemment, une méthode basée sur
la purification par immunoaffinité et I’analyse par électrospray couplé au spectre de
masse, a permis de doser de maniere précise I’AMPc chez les végétaux (Ehsan et al.,

1998).

Lorsqu’on est enfin arrivé a doser correctement 1’AMPec, il fallait trouver les
intermédiaires d’une éventuelle voie de transduction du signal activée par I’AMPc.
Aujourd’hui, quelques uns de ces intermédiaires sont identifiés, mais il est encore trop
tot pour pouvoir €laborer un schéma cohérent de transduction du signal médié par

I’AMPc.
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Intermeédiaires de la voie de 'AMPc

a). Récepteur.

Différentes approches génétiques comme la cartographie, le clonage
positionnel ou l'analyse de mutants a permis la découverte de nouveaux récepteurs

chez les végétaux supérieurs.

Récemment, plusieurs séquences génomiques possédant une grande similarité
avec la séquence des récepteurs & 7 domaines transmembranaires des cellules
animales ont été identifiées chez des plantes mutantes d’A. thaliana insensibles aux
cytokinines. La protéine GCR1 (G protein-coupled receptor 1), par exemple,
ressemble a un récepteur a protéine G. Des expériences sur des plantes transformées
avec une construction anti-sens GCR1 ont un développement cotylédonnaire et
foliaire ralenti, ainsi qu'une floraison précoce, phénotype évoquant effectivement un

lien avec les cytokinines (Hooley R et al., 1998 ; Plakidou-Dymock ef al., 1998).

Bien qu’il n’y ait pas de lien entre ce récepteur et la production d’AMPc, il
est clair que les plantes possédent des récepteurs a 7 domaines transmembranaires. Le
projet de séquengage du génome d’A. thaliana permettra probablement de trouver de

nouveaux récepteurs appartenant a cette famille.

b). Les protéines G.

Les protéines G existent également chez les végétaux. Différentes méthodes
ont été utilisées pour les mettre en évidence. Tout d'abord, la génétique a permis
d'identifier des génes codant pour des protéines homologues aux protéines G animales
(Ma et al., 1990). Par exemple, le géne GAP1 composé de 14 exons et de 13 introns
codant pour une sous-unité o d’une protéine G, a été isolée chez A. thaliana. La
protéine GAP1 posséde un poids moléculaire de 44 KDa. La taille de cette protéine est
supérieure a celle des sous-unités a des protéines G; de cellules animales a cause de la
présence de plusieurs insertions. GAP1 présente 36 % d’identité et 73 % d’homologie

avec la sous-unité o animale.

Deuxiémement, I’approche pharmacologique a permis, grace a des activateurs

(GTPy, la toxine du choléra,...) et des inhibiteurs (GDPS, la toxine pertussique,...)
15




de protéines G chez les cellules animales de démontrer la présence de protéines
identiques au niveau du bourgeon apical de pois étiolé. Les protéines G y contrdlent la
photomorphogenése et se trouvent sous le contrdle des variations d’intensité de la

lumiére bleue (Ma et al., 1990).

Finalement, I’approche immunologique a montré que des protéines végétales
étaient spécifiquement reconnues par des anticorps dirigés contre des sous-unités de

protéines G animales en Western blot.

¢). L'adénylate cyclase.

L’activité adénylate cyclase (AC) est connue depuis longtemps aussi bien
chez les végétaux inférieurs que supérieurs. Une activité AC a été détectée chez
Chlorogonum (phytoflagellée), mais également chez plusieurs champignons (Bolker,
1998), chez Pinus pinea (Martelli et al., 1887).

Une activité AC dépendante des complexes Ca' -calmoduline a également été
identifiée dans un homogénat de cellules chez Medicago sativa. L’essentiel de
I’activité AC (80 %) était associée a la fraction protéique membranaire. Une approche
pharmacologique a permis de montrer que I’ AC était sous le contrdle d’une protéine G
: I’addition de GTPyS a la fraction membranaire, un analogue non hydrolysable de

GTP, stimule cette activité.

Une troisieme activité AC a été identifiée dans des tiges chez Pisum sativa
(Pacini et al., 1993). Des essais enzymatiques ont été effectués sur cette enzyme : une
application de 100 nM de GTP active I’AC, alors qu’une application de 100 pM
I’inhibe. Cette expérience prouve également la présence d'une protéine G activant
I'AC.

Chez le lis, un systtme AC/PDE a été mis en évidence. En utilisant un
inhibiteur de PDE, I'IBMX (3-isobutyl-1-méthylxanthine) et un activateur de I’AC, la
forskoline, Tezuka et al. (1993) ont réussi a provoquer une augmentation de la

concentration intracellulaire en AMPc et a induire la croissance de tubes polliniques.
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Récemment, le premier géne codant pour une AC végétale a été cloné
prouvant clairement l'existence d’une AC chez les végétaux (accession number

T15055) (van de Loo et al., 1995).

Un ADNc encodant CAP (adenylyl -cyclase-associated protein), un
homologue d’AC, a été isolé d’une banque de cDNA de fibre de coton (Gossypium
hirsutum). Ce ADNc contient une ORF qui encode un résidu de 471 acides aminés.
L’analyse par Northern blot a montré que le géne CAP du coton était exprimé surtout

dans les fibres jeunes (Kawai et al., 1998).

d). La protéine kinase A.

Plusieurs sous-unités catalytiques de PK animales de type Ser/thr ont été
isolées chez différentes especes végétales en utilisant des sondes de séquences
conservées chez les PK ser/thr animales. Mais ces différentes séquences n'ont

malheureusement pas été analysées de maniére détaillée (Hayashida et al., 1993).

Des études menées sur des protoplastes de Vicia faba ont montré que le PKI
(PKA inhibitor ou "Walsh inhibitor" qui reconnait la sous-unité catalytique et 1'inhibe)
diminue le courant K" dépendant de I'AMPc. Ces résultats suggérent I’implication

d’une PKA dans la régulation des flux ioniques (Li ef al.,1994).

La PKA phosphoryle le phytochrome A, un photorécepteur régulant la
photomorphogenése chez la plante. Cette protéine-récepteur posséde 2 sites de

phosphorylation pour la PKA (Lapko et al., 1996).

La PKA module également ’activativité de 1’aquaporine a-TIP, un canal
hydrique de la vacuole. La protéine o-TIP posséde 3 sites phosphorylables par la
PKA. L'application d'agonistes de la voie de ' AMPc, comme 1'IBMX ou la forskoline,
sur des oocytes de Xénope augmente l'activité de cette aquaporine. Bien plus, une
sous-unité catalytique activée de PKA bovine est capable de phosphoryler a-TIP et de

moduler son activation in vitro (Maurel ef al., 1995).
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e). CREB.

Plusieurs protéines CREB-like végétales ont été clonées et séquencées chez le
tabac, I’arabette, le blé, le haricot et la chicorée. Ces protéines ressemblent fortement
au facteur CREB des cellules animales et se fixent sur ’ADN au niveau de la
séquence CCACGTCA, homologue a de la séquence CRE animale (Ishiguro et al.,
1993). Ces protéines contiennent également un domaine b-ZIP permettant la
formation d’homodimeres et d’hétérodimeres. Ces protéines sont mieux connues sous

le terme de CPRFs (common plant regulatory factor) (Armtrong et al., 1992).

Malheureusement , la fonction des CREB-like végétales n’est pas encore
élucidée. Il n’est, par exemple, pas démontré qu’il existait un lien direct entre la

production d’AMPc et I’activation des protéines CREB-like.

Roles physiologiques de ’AMPc chez les végétaux.

Si tous les composants de la voie ont été identifiés chez les végétaux
supérieurs, il reste néanmoins a démontrer le role physiologique d’une telle voie.
Malgré la difficulté apparente de cette entreprise, plusieurs phénomeénes

physiologiques semblent étre dépendants de I’AMPc.

L’AMPc joue un role dans I’élongation des tubes polliniques au cours de
I’auto-fécondation incompatible chez Tradescantia paludosa et chez Arachis hypogea.
Ce rdle signalétique a été démontré grace a [’utilisation d’IBMX ( 3-isobutyl-1-
méthylxanthine) inhibant les phosphodiestérases et un activateur d’AC, la forskoline
(Tezuka et al., 1993).

Dans les cellules du mésophyle chez Vicia faba, I’AMPc active 1’ouverture
de canaux K'. L’utilisateur d’inhibiteurs de PKA montre que I’ouverture des canaux
K" est sous le controle d’une PKA-like. A 1’opposé, des expériences récentes de patch
clamp chez la carotte ont montré que I’AMPc induit des flux ioniques au travers de la
membrane plasmique sans étape de phosphorylation. Dans ce cas précis, les canaux

ioniques seraient activés directement par I’AMPc (Li ef al., 1994).
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L’AMPc induit également la synthése de phytoalexines chez la carotte et le
haricot en présence d’un agent pathogene, régule la mobilité flagellaire chez I’algue
Spirulina platensis (Ohmori et al., 1993), controle I’expression du sexe chez Bryum
argenteum (Tezuka et al., 1993) et active la PAL (phenylalanine ammonia lyase) sans

intervention d’étape de phosphorylation ou de transcription.

Récemment, de nouvelles hypothéses ont été émises quant a I’implication de
I’AMPc sur les régulateurs de croissance. Ichikawa et al. (1997) ont découvert une
AC agissant sur la voie de l’auxine. Ces expériences ont démontré que des
protoplastes de tabac traités avec I’AMPc ou la forskoline ne nécessitent pas d’auxine

pour se diviser, impliquant un réle éventuel de I’AMPc dans cette voie.

Comme nous venons de le constater au travers de quelques exemples,
I’hypothétique voie de transduction du signal de I’AMPc chez les plantes comprend

encore de nombreux "points obscurs".

Dans ce mémoire, nous allons exploiter les résultats obtenus au laboratoire
(Bellefontaine, 95 et Draye, 98) afin d’apporter une nouvelle contribution a la
compréhension de la voie de I’AMPc au sein d’une plante confrontée a différents

stress physiologiques.

19




I, Ofyectis




LES OBJECTIFS.

Comme nous venons de le voir dans I’introduction, la voie de I’AMPc existe
probablement chez tous les végétaux, mais on ne possede aucune certitude quant au

fonctionnement de cette voie au sein des cellules.

Depuis plusieurs années, le laboratoire étudie un intermédiaire de cette voie :
le facteur de transcription CREB. Différents outils moléculaires ont ainsi été produits
dans le but d’étudier le rdle physiologique de CREB dans la cellule (Bellefontaine,
1995 ; Draye, 1998).

Dans le cadre de cette étude, les objectifs que nous nous sommes fixés dans
ce mémoire sont d’étudier, dans une culture en suspension de tabac BY-2, le mode
d’activation de CREB au niveau transcriptionnel et/ou post-traductionnel en présence

de modulateurs de la voie de I’AMPc et lors d’un stress pathologique.
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1. MATERIEL.

1.1 Culture d’E.coli.

e Milieu liquide : milieu LB (Broth Base; bactotryptone 1 %, extrait de levure 0.5 %,
NaCl : 0.17 M, bacto-agar : 1.5%)
e Milieu solide (LBA) : milieu LB,+ agar 1.5%

La sélection des bactéries recombinantes est réalisée sur milieu LB contenant
de I’ampicilline (200pg/ml).Les antibiotiques sont rajoutés 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. Culture en suspension de Nicotiana tabacum.

La souche BY-2 de Nicotiana tabacum constitue un matériel végétal simplifié
(Nogata et al., 1992). Les cellules présentent un taux de croissance €levé (80 a 100 fois
en une semaine) dans une grande homogénéité. De plus, I’application de simulations de
stress se réalise plus facilement sur une culture de cellules que sur une plante.

Les cellules récoltées au cours des différentes simulations de stress seront
filtrées grace a une pompe a vide et ensuite plongées dans 1’azote afin de fixer le temps.

Composition du milieu de culture

Sels de Murashige et Skoog : 4,4945 g/L
KH,PO4: 0,2 g/L

Sucrose : 30 g/L

Thiamine-HCI : 0,1 mg/L

2,4-D : 0,2 mg/L

Myo-inositol : 100 mg/ml

PH:5.,8

Conditions de culture

Une suspension cellulaire de 80 ml est cultivée dans des erlenmeyers de 250
ml, et ceci dans une chambre noire thermostatisée (25°C) et sous agitation (105 rpm).
Apres 7 jours de culture, les cellules sont repiquées : 4 ml de suspension pour 80 ml de

milieu frais.
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1.3. Les amorces.

Durant ce mémoire, 5 amorces différentes ont été utilisée afin d’amplifier une
partie des ADNc de CREB-A, CREB-B et de I’ubiquitine. La séquence de ces amorces
est donnée ci-dessous.

Les amorces pour CREB-A :
5'-CGG-GAT-CCT-CAG-GCG-TCT-TCT-GCT-TGT-TG-3' (CR4)
5'-CCG-CTC-GAG-AAC-CGT-GAG-GCT-GCA-CGA-AAA-3' (CR6)

Les amorces pour CREB-B :
5'-CGG-GAT-CCT-CAG-GCG-TCT-TCT-GCT-TGT-TG-3' (CR4)
5'-CCG-CTC-GAG-AAT-GTC-CAA-CAA-CTT-GAA-AGT-AGC-3"' (CR7)

Les amorces pour l'ubiquitine :
5'-AGC-TGG-AAA-CGG-CTG-CTA-AT-3"' (UBI1)
5'-ACG-GGT-TGA-CTC-TTT-CTG-GA-3' (UBI2)
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2. METHODES RELATIVES AUX ACIDES
NUCLEIQUES.

2.1. Extraction d’ADN génomique de plantes.

Principe

L’extraction se base sur la méthode de Murray et Thompson. Le CTAB lyse
des membranes végétales et libére I’ADN dans le milieu. L’étape comprenant I’ajout de
chloroforme et d’alcool isoamylique permet de dénaturer les protéines. Enfin, I’ajout du
tampon Murray et Thompson élimine les sels et le CTAB résiduel et maintient les
acides nucléiques précipités. L’ADN génomique ainsi extrait est utilisé pour vérifier le
fonctionnement des amorces.

Solutions

e Tampon 2X CTAB (pH 8.0): 2 % CTAB, 1.4 M NaCl, 0.2 % B-mercaptoéthanol,
20mM EDTA, 100mM Tris-HClI (pH 8.0), 1 % PVP-40. (N.B.: le B-
mercaptoéthanol est ajouté a la derniére minute).

e Tampon de lavage « Murray et Thompson » : 76 % (v/v) éthanol, 10 mM EDTA.

Protocole

e Préchauffer la solution de CTAB 2X a 60° C. Mettre I’isopropanol au frigo (4° C).

e Refroidir le mortier et le pillon avec de 1’azote liquide.

e Peser I’échantillon (£ 3 g).

e Broyer I’échantillon dans un mortier, en présence d’azote liquide, jusqu’a obtenir

une poudre.

Ajouter 7.5 ml de CTAB 2X/g de cellules broyées.

Bien homogénéiser.

Incuber a 60° C pendant 30 minutes avec agitation périodique (toute les 5 minutes).

Extraire avec un volume de chloroforme : alcool isoamylique (24:1) en agitant

manuellement par inversion des tubes pendant 10 minutes a température ambiante.

Centrifuger a 3500 rpm 10 minutes a température ambiante.

Récupérer la phase aqueuse avec une pipette a embout large.

e Refaire une extraction chloroforme : alcool isoamylique (24:1) et centrifuger 20
minutes a 3500 rpm.

e Précipiter dans 2/3 de volume d’isopropanol froid (4° C). Homogénéiser par

inversion et laisser précipiter 1 heure a température ambiante.

Centrifuger a 4000 rpm pendant 10 minutes a température ambiante.

Eliminer le surnageant.

Ajouter 10 ml de tampon «Murray et Thompson ». Resuspendre le culot.

Agiter pendant 1 heure a I’agitateur rotatif.

Centrifuger a 2500 rpm pendant 10 minutes a température ambiante.

Eliminer le surnageant.

Inverser le tube sur du papier absorbant et sécher pendant 10 minutes a I’air libre.
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e Sécher 3 a 5 minutes sous vide.

e Resuspendre dans 0.3 a 1 ml de TE 1X. Si probléme, laisser a 4° C pendant 1 heure,
quelques heures ou la nuit.

e Ajouter 1 pul de RNase DNase free (10 ng), incuber 30 minutes a 37° C.

e Ajouter 2.5 volumes d’éthanol froid. Homogénéiser par inversion. Mettre a —20° C
pendant 30 minutes.

e Centrifuger a 10000 rpm pendant 10 minutes a 4° C.
Eliminer le surnageant, laver a I’éthanol 70 %. Sécher le culot et le resuspendre dans
100 4 300 pl de TE 1X et stocker a —20° C.

2.2 Réaction de PCR.

Principe
La réaction de PCR permet ’amplification d’un fragment d’ADN au moyen
d’amorces spécifiques.

Solutions

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

1 pl d’amorce gauche (100 pmoles)

1 pl d’amorce droite (100 pmoles)

5 pl de tampon PCR

1 pl de ANTP (stock a 10 mM)

1 unité enzymatique de Taq polymérase (Boerhinger Mannheim)
y ul d’H20 pour atteindre 50 pl

Cycles d’amplification :

Etape Temps (min.) Température (°C) Répétition
Dénaturation Iminute 94°C 1X
Dénaturation Iminute 94°C 25X
Hybridation 1 minute X°C

Elongation 3 minutes 68°C
Terminaison 10 minutes 68°C 1X

2.3. Extraction d’ADN plasmidique d’E. coli.

Une extraction d’ADN plasmidique a été nécessaire pour 1’obtention d’une
sonde nucléotidique CREB-A utilisée en Northern blot.

Solutions

e Tampon Tris 25 mM (pH 8.0), glucose 50 mM, EDTA 10 mM + lysozyme 4 mg/ml
e NaOH02M+SDS 1%
e Acétate de potassium 3 M + acide acétique 1.8 M
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Phénol/ chloroforme (24 :1)
Ethanol 96 % (maintenu a —20°C)
Ethanol 76 % (maintenu a —20°C)
Tris 10 mM (pH 8.0), EDTA 1 mM
Rnase (solution stock a 10 mg/ml)

Protocole

Ensemencer 10 ml de milieu LB, auxquels est ajouté 1’antibiotique adéquat, avec une
colonie bactérienne. Incuber la culture pendant une nuit & 37°C sous agitation.

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

Resuspendre le culot dans 150 pl de tampon Tris 25 mM (pH 8.0), glucose 50 mM,
EDTA 10 mM + lysozyme 4 mg/ml (préparé juste avant I’utilisation et stocké dans
la glace). Incuber la solution pendant 5 minutes dans la glace.

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

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.

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

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

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.

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

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.

Sécher le culot au speed-vac pendant 10 minutes.

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

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

2.4. Isolement d’ARN

Principe

Le Trizol contient de I’isothiocyanate de guanidine permettant de maintenir

intact ’ARN lors de la destruction des cellules. L’ajout de chloroforme permet de
séparer I’ARN, se trouvant dans la phase aqueuse, des autres composants se situant dans
la phase organique inférieure. Enfin, ’ARN total est précipité par I’ajout d’alcool
isopropylique.
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Solutions

TRIzol™ Reagent (Total RNA Isolation Reagent) (GIBCO BRL).
Alcool isopropylique

Ethanol 75 % Rnase free (RF)

Chloroforme

Eau DEPC 0.1 %

Protocole

e Peser 200 mg de cellules BY-2 filtrées.

e Broyer les cellules dans un creuset avec de I’azote liquide.

e Ajouter 1 ml de trizol. Laisser dégeler.

e Centrifuger a 12000 rpm pendant 10 minutes a 4°C (le culot contient les membranes

extracellulaires, les polysaccharides et I’ADN de haut poids moléculaire).
Reprendre le surnageant et le mettre dans un autre tube.

Ajouter 0.2 ml de chloroforme. Secouer vigoureusement pendant 15 secondes et
incuber 2 a 3 minutes a t° ambiante.

Centrifuger a 12000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. Récupérer la phase aqueuse
supérieure qui contient I’ ARN.

Précipiter ’ARN en présence de 0.5 ml d’alcool isopropylique. Laisser incuber a
température ambiante pendant 10 minutes. Centrifuger a 12000 rpm pendant 10
minutes a 4°C.

Enlever le surnageant. Laver I’ARN précipité avec de 1’éthanol 75% : au moins 1 ml
d’éthanol. Centrifuger a 7500 rpm pendant 5 minutes a 4°C .

Enlever le surnageant et sécher I’ARN précipité.

Dissoudre I’ARN dans de I’eau DEPC 0.1%.

Plonger I’eppendorf dans un bain-marie a 55-60 °C pendant 10 minutes.

2.5. Dosage des acides nucléiques au
spectrophotomeétre.

Principe

Les acides nucléiques absorbent la lumiére UV a une longueur d’onde de 260

nm. Une unité de densité optique (DO) correspond a une concentration connue en
ADN et I’ARN. Il est possible de calculer la concentration en acides nucléiques d’une
solution grace a sa DO.

1 DO =50 pg/ul d’ADN
40 pg/pl d’ARN

Dosage

Régler le spectrophotometre sur une longueur d’onde de 260 nm.

Régler le zéro de I’appareil en utilisant comme « blanc » le tampon dans lequel se
trouvent les acides nucléiques.

Diluer 1 pl d’acide nucléique a doser dans 1 ml du tampon dans lequel se trouve
I’acide nucléique. Mélanger en retournant la cuvette.
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Mesurer 1’absorbance de I’échantillon a 260 nm au moyen de la cuvette a quartz.
Recommencer mesurer ensuite a 280 nm pour doser les protéines.

Le rapport des absorbances a 260 et 280 nm permet de vérifier la pureté de

I’ARN. Théoriquement, I’ARN pur a un rapport de 2.0.

2.6. Northern blot.

Principe

Les ARN sont déposés dans un gel d’agarose en condition dénaturante. Aprés

transfert par capillarité sur une membrane de nylon, cette derniére subi des étapes de
saturation, d’hybridation avec une sonde marquée a la biotine et de révélation avec le
systéme streptavidine / phosphatase alkaline (Biolabs).

Gel d’ARN

Solutions

MOPS 10X : 0.2 M MOPS-NaOH pH 7.0, 50 mM AcNa, 5 mM Na, EDTA. Pour la
conserver, cette solution doit étre mise a I’abri de la lumiére.

Tampon de chargement : 50 % glycérol, 0.2 % de bromophénol, MOPS 1X gsp 1
ml.

Tampon de dénaturation : 72 % formamide, 16 % formaldéhyde, 10 % de MOPS
10X, 0.5% glycérol et 5 mM d’EDTA.

Eau DEPC 0.1 %

Gel d’agarose 1.2 %. Pour 100 ml: 1.2 g d’agarose, 10 ml de MOPS 10X, 85 ml
d’eau DEPC. Ajouter aprés chauffage 5 ml de formaldéhyde a 37 % et 2 pl de
bromure d’éthidium (10mg/ml).

Protocole

Laver la cuve d’électrophorése et le peigne a I’eau DEPC 0.1 %, puis sécher a
I’éthanol.

Chauffer le gel d’agarose a 60°C, ajouter 5 ml de formaldéhyde a 37 % et 2 pul de
bromure d’éthidium. Couler le gel.

Pendant que le gel refroidi, préparer les échantillons. Ajouter a chaque échantillon :
2 pl d’ARN (18 pg), 2.5 pl d’eau DEPC, 5 pl de tampon de dénaturation et 2.5 pl
de tampon de chargement.

Chauffer les différents eppendorfs 10 minutes a 65° C.

Réaliser un pré-run du gel a 65-70 V dans du MOPS 1X pendant 10 minutes.
Charger les échantillons et laisser migrer pendant 3 a 4 heures dans du MOPS 1X a
70 V (35 mA) oulanuita 1.5 V/ecm.
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nylon (Sambroook et al., 1989).




Transfert d’un gel d’ARN sur une membrane de nylon.

Solution

Eau DEPC 0.1 %
Tampon de transfert : 3 M NaCl, 8 mM NaOH, 2 mM sarkosyl.
Tampon de neutralisation (5X) : 0.53 M Na,HPOys, 0.46 M NaH,PO,4 X H,0

Protocole

e Laver le gel 3 a 4 fois avec de I’eau DEPC.

e Réaliser un montage identique a la figure 16 .

e Laisser transférer pendant la nuit.

e Vérifier le bon fonctionnement du transfert en plagant la membrane de nylon sous

UV.

Laisser la membrane 4 minutes sous UV et ensuite 2 heures a 80° C dans du papier
aluminium.

Stocker la membrane a 4° C dans le frigo.

Préparation des sondes marquées a la biotine de CREB-A et de
CREB-B par PCR.

Principe

Afin de révéler la présence de transcrits des génes CREB-A et B, il est

nécessaire de procéder aux marquage de sondes pour ces 2 génes. Les marquage est ici
effectué grace a la biotine qui sera incorporée par réaction PCR. Les sondes
s’hybrideront de maniére spécifique avec les ARN correspondant lors du Northern blot.

Protocole

Préparation des échantillons:
- 5 pl de tampon PCR 10X
- 0.5 pl de Taq Polymérase
- 1 pl d’amorce gauche (100 pmoles)
- 1 pl d’amorce droite (100 pmoles)
- 1 pl d’ADN issu d’une mini-prep,(CREB-A ou CREB-B)
- 1 pl de dATP (concentration stock a 10 mM)
- 1 pl de dGTP (concentration stock a 10 mM)
- 1 pl de dTTP (concentration stock a 10 mM)
- 2 pl de dCTP (concentration stock a 3.4 mM)
- 9 ul de dCTP marqués a la biotine (concentration stock a 0.37 mM)
- eauqsp 50 pl
Les cycles utilisés lors de la réaction de PCR sont décrits au point 2.2.

L'efficacité de la PCR est vérifiée sur gel d'agarose 1 %.
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Préhybridation et hybridation.

Principe
La préhybridation sature les sites de la membrane ne contenant pas les ARN
afin de diminuer au maximum le bruit de fond résultant d’une fixation non spécifique.

La sonde s’hybridera sur la membrane de maniére spécifique en liant les ARN codant
pour CREB-A ou CREB-B selon la sonde utilisée.

Solutions

e ADN de sperme de saumon (concentration stock = 2 mg/ml)

e Solution de préhybridation : SSC 6X, Denhart’s Reagent 5X, et du SDS 0.5 %.
e SSC 20X, pour 1L :175.5 gdeNaCl, 88.2 g de Na-citrate, mettre a pH 7.0.

e Denhart’s 10X : 1 % de BSA, 1 % de Ficoll, 1% de PVP.

Protocole

e Immerger la membrane dans du SSC 6X pendant 2 minutes.
Placer la membrane dans un hybritube (c6té ARN a I’intérieur du tube) et le mettre
dans le four a 65° C.

e Ajouter 25 ml de la solution de préhybridation dans I’hybritube.

Dénaturer I’ADN hétérologue de sperme de saumon (100 pg/ml) : le mettre pendant

5 minutes a 95° C, puis directement dans la glace.

Incuber pendant 1 heure a 68° C.

Dénaturer la sonde ( = le produit PCR, soit CREB-A, soit CREB-B).

Ajouter la sonde a la solution de préhybridation de I’hybritube.

Incuber a 68° C pendant une nuit.

N.B. : La BSA et I’ADN de sperme de saumon saturent la membrane.

Lavages.

Principe

La membrane d’hybridation subira différents lavages successifs durant lesquels
la concentration en sels sera progressivement diminuée afin d’augmenter la spécificité
de I’hybridation et de diminuer le bruit de fond.

Protocole

e Immerger la membrane dans une solution SSC 2X, SDS 0.1 % pendant 5 minutes a
température ambiante.

e Répéter cette étape de lavage.
Immerger la membrane dans une solution SSC 0.1X, SDS 0.1 % pendant 15 minutes
a température ambiante ou a 68°C.

N.B. : On peut récupérer la solution de préhybridation contenant la sonde et la stocker
a -20°C pour une utilisation ultérieure.
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Détection et révélation a la biotine.

Principe

La détection avec le Phototope™ Detection Kit (Biolabs) comprend une étape

de saturation, une incubation avec de la streptavidine, une incubation avec de la
phosphatase alkaline (PA) biotinylée et une réaction finale de chémoluminescence. Le
CDP-Star™ est transformé en un produit responsable de I’émission locale de lumiére
récoltée sur un film RX.

Protocole

Immerger la membrane dans la solution bloquante (0.1 ml * X c¢m®) pendant 5
minutes a température ambiante.

Imprégner la membrane de streptavidine pendant 3 minutes (0.05 ml * X cm?).
Laver la membrane dans la solution bloquante diluée 10X pendant 10 minutes (0.5
ml * X cm?). Répéter I’étape de lavage.

Imprégner la membrane de PA biotinylée diluée 760X (0.05 pl * X cm?) dans la
solution bloquante (0.05 ml * X cm?) pendant 3 minutes a température ambiante.
Laver dans la solution de lavage II dilué 10X pendant 5 minutes (0.5 ml * X cm?).
Répéter ce lavage.

Imprégner pendant 5 minutes a température ambiante, la membrane de CDP-Star
dilué 100X dans la solution de lumigen diluent (pH 9.6).

Sceller la membrane dans un sac en plastique.

Déposer la membrane dans une cassette a 1’obscurité et ajouter le film Kodak XAR-
5 (Sigma).

Révéler le film avec des solutions de révélation, fixation et de lavage.
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2.7. RT-PCR.

A. Syntheése du premier brin d’ADNc.

Principe
Le kit « First strand cDNA synthesis » est utilisé¢ pour la synthése du premier

brin. Ce kit comprend la réverse transcriptase. Cette enzyme a la capacité de former un
brin d'ADN complémentaire a une matrice d'ARN.

Solutions

e "Bulk first-strand cDNA reaction" contenant la réverse transcriptase, BSA, dATP,
dCTP, dGTP,et dTTP.

e solution de DDT (200mM)
e Not I-d(T)13

Protocole

e Placerde 1 a5 pg d’ARN total dans un eppendorf et ajuster le volume de I’ARN a 8
pl avec de I’eau DEPC.
Chauffer la solution d’ARN pendant 10 minutes a 65° C, puis la mettre dans la glace.
e Dans un nouvel eppendorf, ajouter 5 pl de bulk first-strand synthesis homogénéisé, 1
pl de primer Not I-d(T);s, 1 ul de DDT et les 8 ul d’ARN dénaturé. Pipeter pour
homogénéiser et incuber 1 heure a 37° C.

B. Amplification sur du premier brin d’ADNc.

Principe
La réaction de PCR va permettre I’amplification de ’ADNc des génes CREB-A
et B grace a I’utilisation d’amorces spécifiques.

Solution

5 ul de I’hétéroduplex ARN/ADN produit précédemment
5 pul de tampon PCR 10X

1 pl de dNTP 20 mM

1 pl d’amorce gauche (100 pmoles)

1 pl d’amorce droite (100 pmoles)

1 pl de Taq Polymérase (5 U/ 1 pl)

Ajouter de I’eau pour arriver a un volume final de 50 pl.
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Protocole

Ajouter les différents composants dans un tube PCR. Programmer |’appareil
PCR selon les cycles d’amplifications souhaités :

Etape Temps (min.) Température (°C) Répétition
Dénaturation Iminute 94°C 1X
Dénaturation Iminute 94°C 39X
Hybridation 1 minute X°C

Elongation 3 minutes 68°C
Terminaison 10 minutes 68°C 1X

X°C pour la température d’hybridation varie selon le type d’amorces : 55°C pour
les amorces CREB et de I’ubiquitine.

2.9. Gel d’électrophorése (gel horizontal).

Principe

L’électrophorése sur gel d’agarose permet de séparer des fragments d’ADN en
fonction de leur taille. Le pourcentage en agarose du gel est ajusté en fonction de la taille
des fragments a séparer. L’ADN est détecté dans le gel en présence de bromure
d’éthidium qui s’intercale entre les 2 brins de I’ADN et visible via I’utilisation d’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 est le
Smart ladder (Eurogentec). Le pourcentage en agarose du gel est ajusté en fonction de la
taille des fragments a séparer.

Solutions

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

e Agarose 0.8 % (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 0.8 % dans le tampon TAE. Ajouter 3 pl de bromure
d’éthidium (10 mg/ml) par 50 ml de gel.

e Couler le gel dans un support adéquat doté de peignes. Laisser refroidir le gel 30

minutes.

Placer le gel dans la cuve d’électrophorese.

Ajouter 1 volume de bleu de bromophénol a 5 volumes d’échantillons a analyser.

Déposer 10 pl de I’échantillon par puits.

Faire migrer les échantillons pendant 1 h a 80 mA dans le tampon d’électrophorese

TAE.

e Visualiser les bandes au transilluminateur réglé a 302 nm.
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3. METHODES RELATIVES AUX PROTEINES.

3.1. Extraction des protéines végétales

Solution

e Polyvinyl-polypyrrolidone insoluble
e Tampon d’extraction : Tris 50 mM pH 6.8, B-mercaptoéthanol 1.0 %, glycérol 15 %
(Ajouter le B-mercaptoéthanol avant utilisation).

Protocole

e Peser environ 300 mg de plantes ou de cellule en culture et les mettre dans des tubes a
centrifuger en verre et a fond conique de 15 ml contenant 50 mg de polyvinyl-
polypyrrolidone (pvp) insoluble .

e Placer les tubes dans la glace + eau.

e Ajouter dans chaque tube 1,5ml de tampon d’extraction (tris S0 mM pH 6.8, p-
mercaptoéthanol 1.0%, glycérol 15%). Sous hotte aspirante, ajouter avant I’utilisation
100ul de B-mercaptoéthanol a 9.9ml de tampon tris/glycérol déja prét.

e Tout en gardant les tubes dans la glace, homogénéiser 2 minutes a I’ultra-turrax.

e Centrifuger les tubes 30 minutes a 4000 rpm et a 4°C (centrifugeuse BHG Hermle
ZK364 préalablement thermostatisée).

e Vider les surnageant dans des eppendorfs de 1.5 ml et centrifuger 10 minutes a 10000
rpm et a 4°C.

e Récupérer les surnageants dans des nouveaux eppendorfs.

3.2. Electrophorése SDS-PAGE (méthode de
Laemmli)

Principe

L’électrophorése SDS-Page consiste a faire migrer des protéines dans un gel de
polyacrylamide en présence de SDS. Le gel résulte de la polymérisation de monomeres
d’acrylamide et de bis-acrylamide en présence de deux catalyseurs que sont I'ammonium
persulfate et le TEMED qui vont induire la polymérisation des monomeéres en libérant des
radicaux libres.

Le gel de polyacrylamide et le tampon, contiennent du SDS en exceés et qui, en
présence de B-mercaptoéthanol (un réducteur de pont disulfure), dénature les protéines et
les charge négativement de maniere uniforme. Les protéines étant toutes chargées
négativement, leur migration dans le gel de polyacrylamide sera inversement
proportionnelle a leur poids moléculaire.
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Gel d’¢électrophoreése

Solution

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

Tampon d’électrophorese (Tris 25 mM, glycine 250 mM pH 8.3, SDS 0.1 %)
SDS 10 %

Ammonium persulfate 10 %

Tris 1.5 M pH 8.8

Tris 1 M pH 6.8

TEMED

Composition du gel SDS-Page
e Gel d’empilement 5 %

Pour un gel de 4 ml :

H,O 2.7ml

30 % acrylamide mix 0.67 ml

1.0 M Tris (pH 6.8) 0.5 ml

10 % SDS 0.04 ml

10 % ammonium persulfate 0.04 ml

TEMED 0.004 ml

e Gel de migration 15 %

Pour un gel Pour un gel
de 10 ml 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 % ammonium persulfate 0.1 ml 0.4 ml
TEMED 0.004 ml 0.016 ml

e Marqueurs de taille

BIO-RAD : Pharmacia Biotech :

Myosine 203 kDa |Phosphorylase b 94 kDa
[-galactosidase 116 kDa | Albumine bovine 64 kDa
Albumine bovine 83 kDa |Ovalbumine 43 kDa
Ovalbumine 48.7kDa | Anhydrase carbonique 30 kDa
Anhydrase carbonique 33.4kDa |Inhibiteur de trypsine 20.1 kDa
Inhibiteur de trypsine 28.2kDa |a-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. Recouvrir le gel avec un peu d’éthanol
pour favoriser la polymérisation.

e Aprées 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 quelques ml de tampon d’électrophoreése.

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

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

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.

3.3. Visualisation des protéines par coloration au
bleu de Coomassie

Solutions

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

3.4. Transfert de protéines d’un gel SDS-Page sur
une membrane de nitrocellulose.

Principe

Le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose permet de tester
par western blot par exemple si des anticorps reconnaissent ou non des protéines. La
membrane permet de fixer sur un support des protéines afin de tester une
complémentation.
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Solution

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

Protocole

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

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

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

Assembler la cassette de transfert dans le tampon de transfert en évitant les bulles
d’air.

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

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

Connecter la source de courant a la cuve de transfert. Les conditions de transfert sont
1.0 A et 100 V pendant 1 heure.

Aprés 1 h, déconnecter la source de courant et retirer la cassette de la cuve.

Placer le gel dans une solution de bleu de Coomassie pour vérifier le bon
fonctionnement du transfert.

3.5. Dot-blot et western blot.

L’analyse en dot-blot est un moyen rapide pour déterminer les quantités de

protéines optimales a déposer en western blot.

Le western blot permet de connaitre le poids moléculaire des protéines analysées

grace a l'utilisation d'un étalon.

Le principe de la révélation du dot-blot et du western est basé sur la

reconnaissance d’un antigéne (ex: CREB A) immobilisé¢ sur un support solide (ex :
membrane de nitrocellulose) par des anticorps spécifiques (ex : anticorps anti-CREB A),
eux-mémes détectés par des anticorps secondaires (ex : anticorps anti-immunoglobuline
couplés a une enzyme). La révélation du test s’effectue par la conversion catalysée par
I’enzyme d’une substance soluble en un précipité insoluble.

Le Dot-blot

Solutions

TBS (Tris-buffered saline) : 0.i4 M NaCl, 27 mM KCl, et 25 mM Tris pH 7.4.
Nitrocellulose : Hybond C-extra.
Appareil Bio-Dot, BioRad.
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Protocole

e Découper une feuille de nitrocellulose sous format 9*12cm, Pré-incuber cette
membrane dans de ’eau pendant 15 minutes a température ambiante, puis dans le
tampon TBS pendant 15 minutes a température ambiante.

e Bien égoutter la membrane entre 2 feuilles de papier absorbant avant de la déposer
dans I’appareil.

Déposer la membrane sur I’appareil et I’hydrater 2 fois avec 100ul/puit de TBS.
Déposer la solution de protéines avec la concentration voulue. Laisser la solution
descendre par gravité et appliquer le vide pour une adsorption optimale de 1’antigéne
sur la membrane.

e Saturer la membrane de nitrocellulose pendant une nuit a 4° C, avec la solution de
saturation Tween-20 0.1 %.

Rincer la membrane dans le tampon TBS.

Incuber la membrane, a température ambiante, pendant 1 heure avec le polysérum
adéquat (épuisé ou non, naif ou rappel) et dilué 100 fois.

Laver la membrane 3 fois, a température ambiante, avec le tampon TBS.

e Incuber la membrane pendant 1 heure avec ’anticorps secondaire couplé a la
peroxydase (Amersham) et dilué 500 fois.

e Laver la membrane 3 fois, a température ambiante, avec le tampon TBS.

e Révéler la membrane avec la solution de révélation.

Le western blot

Solutions

e Solution de saturation : Tween-20 0.1% dans TBS
e TBS (8 gNaCl, 0.2 g KCl et 3 g Tris)
e Solution de révélation : 10 ml méthanol, 60 mg HRP, 50 ml TBS et 30 un d’H,0»

Protocole

Transférer les protéines d’un gel SDS-Page sur une membrane de nitrocellulose.

e Saturer la membrane de nitrocellulose pendant une nuit a 4° C, avec la solution de
saturation Tween-20 0.1 %

e Rincer la membrane dans le tampon TBS
Incuber la membrane, a température ambiante, pendant 1 heure avec le polysérum
adéquat (épuisé ou non, naif ou rappel) et dilué 100 fois.
Laver la membrane 3 fois, a température ambiante, avec le tampon TBS.

e Incuber la membrane pendant 1 heure avec I’anticorps secondaire couplé a la
peroxydase (Amersham) et dilué 500 fois.

e Laver la membrane 3 fois, a température ambiante, avec le tampon TBS.

e Révéler la membrane avec la solution de révélation.
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3.6. Protocole d’extraction d’oligo de DP>9

Principe

Les oligopectates de degré de polymérisation supérieur ou égal a 9 sont les seuls
capables de former une structure en "egg-box" en emprisonnant des ions Ca™. La
séparation de ces structures avec les autres oligopectates se base sur le méme principe par
précipitation des oligos de DP>9 avec le baryum.

Solutions

Pectates de Na', NaCl, BaCl, Na,SOq4
Alcool dénaturé
HCI 37 %

Protocole

e Réaliser une hydrolyse a reflux de 500 ml d’une solution de pectates de Na', 10g/L
pendant 4 heures a 100°C. Apres refroidissement, porter a pH 5.2 la solution.

e Précipiter les oligopectates de DP>9 en ajoutant du NaCl jusqu'a une concentration

finale de 0.8 M puis centrifuger a 5000 rpm pendant 15 minutes.

Eliminer le surnageant et suspendre le culot dans 400 ml d’eau désionisée.

Précipitation des oligopectates de DP>9 avec 0.1g de BaCl,/g de pectate de sodium.

Centrifuger a 5000 rpm pendant 15 minutes.

Eliminer le surnageant et suspendre le culot dans 200 ml d’eau désionisé.

Précipiter le baryum en ajoutant 1.2g de Na,SOj.

Centrifuger a 5000 rpm pendant 15 minutes, concentrer le surnageant au rotavapor.

Centrifuger a 5000 rpm pendant 15 minutes et récupérer le surnageant.

Porter la solution a 60 ml avec H,O, ajouter 240 ml d’alcool dénaturé et 12 ml HCI

37% (éthanol 80%, HCI 0.5M) puis centrifuger a 5000 rpm pendant 15 minutes.

Répéter les 2 opérations précédentes et resuspendre le culot dans 200 ml d’H,O.

Ajuster le NaCl a une concentration finale de 0.8 M pour précipiter les oligopectates

de DP>9, ajuster le pH a 7 puis centrifuger a 5000 rpm pendant 15 minutes.

Suspendre le culot dans 40 ml d’H,O et 160 ml d’éthanol.

Centrifuger a 5000 rpm pendant 15 minutes.

Eliminer le surnageant et évaporer 1’éthanol du culot en séchant 2 jours a I’air libre .

Broyer le culot sec et stocker a —20°C.

Les oligopectates de DP>9 sont ensuite testés par HPLC (sur le principe
d’échange ionique) afin de vérifier leur DP. La colonne d’HPLC, Carbo Pac PA 100,
contient une résine de polystyréne-divinylbenzéne contenant des groupements sulfites
(SO3™), sur lesquels sont greffés des groupements amines (NR3"). Les oligogalacturonides
possedent une fonction acide chargée négativement a pH neutre. Plus le DP des
oligogalacturonides est élevé et plus ceux-ci possédent des charges négatives : ces
derniers seront mieux retenus sur la colonne. L’¢lution se réalise par un gradient croissant
de NaOAc. Les oligogalacturonides de faibles DP sortent les premiers. Leurs
groupements hydroxyls sont ionisés par du NaOH afin de les détecter. Cette détection est
constituée d’une séquence de 3 potentiels (E1, E2, E3) au niveau d’une électrode en or
placée a la sortie de la colonne HPLC.
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4. PROTOCOLE GENERAL DE LA MISE EN
EVIDENCE DE L'ACTIVATION
TRANSCRIPTIONNELLE DU FACTEUR DE
TRANSCRIPTION CREB (FIGURE 17).

Des cultures cellulaires BY-2 de tabac de 3 jours ont été utilisées lors de cette
expérience. Ces cellules subissent différentes simulations de stress : par la forskoline
(100 pM), le dibutyryl-AMPc (100 pM), l’acide salicylique (250 pM) ou les
oligopectates de DP>9 (0.2 mg/ml). Ensuite, une aliquote de 10 ml de suspension
cellulaire est prélevée, filtrée, et congelée dans 1’azote liquide a différents temps de
traitement.

L’ARN total, matériel de base nécessaire a la réalisation d’une RT-PCR "semi-
quantitative", est ensuite extrait. L’ADNc ainsi obtenu est déposé sur gel afin
d’observer et de comparer les intensités des spots. Un témoin n’ayant subi aucune
simulation de stress est utilis¢ comme témoin.

DbAMP,
Forskoline
SA

Oligo DP>9

Témoin TO T1 T2 T3 ...

Filtration et azote
Isolement d’ARN total
RT-PCR "semi-quantitative"

v

Analyse sur gel d’agarose
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5. PROTOCOLE GENERAL DE LA MISE EN EVIDENCE
D'UNE MODIFICATION POST- TRADUCTIONNELLE
DE CREB PAR PHOSPHORYLATION IN VIVO.@curz15)

Des cultures cellulaires de tabac BY-2 de 3 jours ont été préincubées pendant 2
heures avec du phosphate inorganique marqué permettant I’assimilation du **P; dans les
cellules.

Ces suspensions ont subi ensuite des simulations de stress : par la forskoline
(100 pM), le dibutyryl-AMPc (100 pM), I’acide salicylique (250 pM) ou les
oligopectates de DP>9 (0.2 mg/ml). Aprés un des traitements, une aliquote de 10 ml de
suspension cellulaire est prélevée, filtrée et plongée dans 1’azote liquide a différents
temps. On a extrait ensuite de ces cellules les protéines totales qui ont été dosées afin
d’y déposer une quantité équivalente dans chaque puits lors de deux séries de gel SDS-
Page contenant les différentes simulations de stress.

Un Western blot est réalisé sur une premiere série de gels afin de détecter la
présence ou non de la protéine CREB a I’aide d’anticorps anti-CREB. Enfin, la
deuxiéme série de gels est mise en cassette pendant 6 jours avec un film Kodak XAR-5
(Sigma).

N DbAMP,
“p Forskoline

SA
/ Oligo DP>9

L)

|
I T | | !
2h - TO T1 T2 i -

v

Filtration et azote

y

Extraction des protéines

*=témoln

Dosage sur gel SDS — Page

v

Grand gel SDS — Page : dépdt de quantités identiques

I'4 4

Cassette Western
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1. RAPPEL DES TRAVAUX ANTERIEURS

Bellefontaine (1995) a réalisé le clonage et le séquengage d’ADNc codant
pour des protéines b-ZIP végétales homologues au facteur de transcription CREB.
Deux fragments d'isoformes de CREB, I’'un de 546 bp (CREB-A) et I’autre de 488 bp
(CREB-B) ont ainsi été isolés chez Cichorium intybus. Draye (1998) a ensuite sous-
cloné les séquences CREB-A et CREB-B dans un vecteur d’expression pET-15b
permettant la surexpression des protéines d’intérét dans E. Coli. Ces protéines ont été
injectées a des lapins et des anticorps anti-CREB ont été produits. Ces derniers

reconnaissent des protéines de chicorée dont le poids moléculaire correspond a celui

2. RAPPEL DES OBJECTIFS DU MEMOIRE

attendu pour les protéines CREB végétales (40 - 50 kDa).

Le but de ce mémoire est de vérifier l'activation (ou non) du facteur de
transcription CREB-Au niveau transcriptionnel et/ou post-traductionnel en présence
de molécules activant ou mimant l'activation de la voie de I'AMPc (forskoline et
dibutyryl, -AMP¢ respectivement); et, en présence de substances simulant un stress

pathologique (I'acide salicylique et les oligopectates de degré de polymérisation > 9).

Pour ce faire, des analyses par Northern blot et RT-PCR “semi-quantitative”
seront utilisées afin de mesurer les variations du taux de transcription des génes
CREB; tandis que des expériences de phosphorylation in vivo en présence de 32p
inorganique et des analyses en western blot seront combinées pour mettre en évidence

des modifications post-traductionnelles des protéines CREB.
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Poids frais de cellules (g)

Jo n J2 J3 J4 U5 U6 J7

Jours de culture

Figure 19 : Evolution du poids frais des suspensions cellulaires BY-2

au cours de la culture.
Les points JO a J7 représentent le poids frais en grammes de cellules issues

de cultures en suspension de 80 ml aprés 0 a 7 jours suivant repiquage.




3. LE MODELE EXPERIMENTAL : LA CULTURE EN
SUSPENSION DE CELLULES DE TABAC (SOUCHE
BY-2).

La culture en suspension de tabac BY-2 a été initiée d’un cal induit au départ
de semences de Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 (Nagata et al., 1992). Cette
lignée cellulaire possede un taux de croissance trés élevé (multiplication par un facteur
80 a 100 fois en une semaine), présente une grande homogénéité et est classiquement
qualifiée de lignée synchronisée dii a son indice mitotique de 10 a 20 % (Nagata et al.,
1992). Dans le cadre de ce mémoire, l'utilisation d'une culture en suspension facilite
l'application des molécules précitées et permet une stimulation simultanée de toutes les
cellules (ce qui n'est pas le cas avec une plante entiére).

Avant de passer a I'étude du facteur CREB, il a été nécessaire de définir le
temps optimal de culture permettant de disposer de suffisamment de matériel végétal
pour les différentes extractions d'ARN et de protéines qui devront étre réalisées durant
ce mémoire.

Pour cela, la densité cellulaire de plusieurs cultures en suspension de tabac BY-
2 a été "mesurée" pendant les 7 jours qui suivent leur repiquage. Chaque jour, une
culture cellulaire a été prélevée, filtrée sous vide et pesée. La figure 19 montre que le
poids frais des cellules apres filtration augmente fortement a partir du troisiéme jour
(J3) jusqu'a J6 avant de se stabiliser.

Dans les expériences qui vont suivre, des cellules J3 seront utilisées. Ce choix
est un compromis entre une densité cellulaire suffisante, les exigences propres a chaque
protocole utilisé au cours de ce mémoire, et le temps disponible pour la réalisation de ce

travail.

Résultats et discussion 42




4. ANALYSE DES VARIATIONS DU TAUX DE
TRANSCRIPTION DE CREB

La mise en évidence de la transcription d’un géne peut étre étudiée a I’aide de
deux méthodes, couramment utilisées, que sont ’analyse en Northern blot et la RT-
PCR.

La premi¢re de ces techniques présente [’avantage de permettre une
quantification aisée du taux de transcription d’un géne et de rendre compte, avec
fiabilité¢ des variations de ce taux. Malgré cela, le faible seuil de sensibilité de cette
technique et sa lourdeur, en font une méthode de plus en plus délaissée au profit d’une
technique plus rapide et plus sensible : la RT-PCR. Elle nécessite, par contre, une mise
au point plus fastidieuse avant de pouvoir quantifier convenablement des transcrits.,

Dans un premier temps nous lui avons donc préféré 1’analyse par Northern blot.

4.1 Essai de détection du niveau de transcription de CREB par
Northern blot

La technique de Northern blot peut étre décomposée en plusieurs étapes :
I’extraction d’ARN et le transfert sur membrane de nylon, le marquage de la sonde, et
enfin ’hybridation de la sonde et sa révélation. Pour chacune de ces étapes, des

contrdles ont été réalisés.
4.1.1 Réalisation du Northern blot.

Avant d’entreprendre une étude de la régulation du facteur CREB au niveau
transcriptionnel, il était nécessaire de vérifier si le choix de cette technique était
adéquat. Pour ce faire, de ’ARN total de cellules de tabac prélevées au cours de la
cinétique de culture (JO a J6) a été utilisé. Ces ARN ont été dosés par
spectrophotométrie et leur qualité vérifiée sur gel d’agarose. La figure 20 présente 3
extractions indépendantes d’ARN. Les bandes les plus intenses correspondent aux

ARN 188, 28S et 358, respectivement.

Pour le Northern blot des quantités identiques d’ARN (18 pg) ont été

déposées sur gel d'agarose dénaturant.
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Figure 20 : Vérification des extractions d’ARN total au Trizol®
(Amersham).

Trois aliquotes d’ARN totaux issues de trois extractions différentes ont
été déposées sur gel d’agarose 1 % (puits 1, 2 et 3). Les trois bandes
majoritaires correspondent aux ARN 188, 258 et 35S.

Figure 21 : Vérification de la présence d ’ARN sur la membrane de nylon.
Apres avoir effectué le transfert des ARN d’un gel d’agarose 1 % vers une
membrane de nylon, cette derniere a été analysée aux UV afin de confirmer le
transfert. Les dépdts correspondent a de I’ARN total de cellules de tabac BY-2
prélevées a différents jours de culture de JO a J7 (puits 1 a 7, respectivement).
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Figure 22 : Vérification de la réaction de PCR lors du marquage de
la sonde a la biotine.

5 pl de la réaction de PCR de CREB A ont été déposée sur un gel
d ’agarose 1 % dans le puit 1. Le puit 2 contient le marqueur de poids
moléculaire.




Figure 23 : Vérification du marquage a la biotine de la sonde CREB A.

Des aliquotes de sonde marquée a la biotine ont été déposées sur une membrane
de nylon. Cette derniére a été révélée a I’aide du kit CDP-star (Biolabs) puis
exposée 20 minutes avec un film autoradiographique. Les dépots 1 a 5
correspondent respectivement a des dilutions de 10-1, 10-2, 10-3, 10+, et 10+ fois.

Figure 24 : Vérification de la reconnaissance de la sonde CREB A avec de
1’ADN génomique de chicorée et de tabac.

Sur une membrane de nylon sont déposés: 1 pg du clone CREB A (dépot 1), 5 ug
d ’ADN génomique de tabac (dépot 2) et de chicorée (dépot 3). Apres des étapes
de préhybridation et hybridation avec la sonde, cette membrane est révélée a I’aide
du kit CDP-star (Biolabs) puis exposée 20 minutes (A) ou 60 minutes (B) avec un
film autoradiographique.




Aprés migration, les ARN totaux ont été transférés sur une membrane de
nylon figure 21. La présence de bromure d'éthidium dans les échantillons nous a
permis de vérifier l'efficacité du transfert. Comme le montre la figure 21, 'intensité
des spots est constante pour chaque puit (sauf a J3 ol nous avons rencontré un

probléme lors du dépdt).
4.1.2 Marquage des sondes CREB a la biotine.

La mise au point du marquage a la biotine a été réalisée avec la séquence
CREB-A. Celle-ci a été réalisée au départ du clone plasmidique contenant la séquence
de CREB-A (Bellefontaine 95). Le marquage a été effectué par réaction PCR en
présence de dCTP biotinylés / non biotinylés dans des proportions 1:2. Un contrdle
positif réalisé en présence de dCTP non biotinylés a été ajouté lors de cette réaction

PCR. Les paramétres d’amplification utilisés sont repris dans le tableau ci-dessous :

Etape Temps (min.) Température Répétition
O
Dénaturation Iminute 94°C 1X
Dénaturation Iminute 94°C 29X
Hybridation 1 minute 35°C
Elongation 3 minutes 68°C
Terminaison 10 minutes 68°C 1X

Apres amplification, 1’échantillon contréle a été analysé sur gel d’agarose 1 %
figure 22. La présence d’une bande correspondant aux 500 bp attendues confirme

I’efficacité de la PCR.

4.1.3 Vérification du marquage de la sonde

Des analyses en dot blot nous ont permis de vérifier le marquage de la
sonde. Pour ce faire, la sonde CREB-A marquée a la biotine a subi 5 dilutions de 10 en
10 et une aliquote de chacune des dilutions a été¢ déposée sous forme de dot sur une
membrane de nylon. Aprés les étapes de révélation et une exposition de 20 minutes de
la membrane sur film autoradiographique, nous avons constaté que la sonde a bien été

marquée a la biotine (figure 23).
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4.1.4 Vérification de la reconnaissance de I’ADN génomique de Nicotiana
tabacum par la sonde (figure 24)

La sonde CREB-A provenant d’ADN génomique de chicorée, nous avons
voulu vérifier si elle pouvait également reconnaitre CREB dans I’ADN génomique de
tabac (notre outils pour cette étude). Cette vérification a également été effectuée par
analyse en dot blot. Pratiquement 5 ng d’ADN génomique de tabac (dépot 2) et de
chicorée (dépdt 3) ont été déposés sur une membrane de nylon. Le clone CREB du
plasmide d’origine a été introduit dans le test comme contrdle positif (dépot 1). Cette
membrane a ensuite été soumise aux conditions de pré-hybridation, d’hybridation, de
lavages, et de révélation CREB-A décrites pour le Northen blot. Les résultats obtenus
montrent que la sonde s’hybride, a la fois, & de ’ADNg de chicorée et de tabac.
Maintenant que nous disposons d’un protocole de Northem blot opérationnel, nous
pouvons passer a I’analyse des variations du taux de transcription de CREB dans les

cellules de tabac.
4.1.5 Résultats du Northern blot

La membrane de nylon supportant les ARN totaux JO a J6 a été hybridée avec
la sonde CREB-A précédemment testée. Les résultats obtenus aprés hybridation et
lavage ont toujours été négatifs et ceci malgré les résultats positifs des différents
contrdles effectués a chaque étapes du protocole.

Le Northern ne permet donc pas une détection optimale du facteur de
transcription CREB. Puisque le protocole de Northem blot a été réalisé dans de bonne
conditions, il est donc nécessaire de rechercher ailleurs I’origine de résultat négatif. Il
est utile de rappeler qu’un facteur de transcription tel que CREB n’est généralemént pas
(ou rarement) induit au niveau transcriptionnel et que, par conséquent la quantité
d’ARN codant par cette protéine est relativement faible dans la cellule.

Pour essayer de résoudre ce probléme, nous avons utilis¢ la RT-PCR “semi-
quantitative”, une technique connue pour étre plus sensible que les Northern blot et

donc mieux adaptée a notre probleme.
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4.2 Mise au point de la technique de RT-PCR '"semi-quantitative' sur
notre matériel

4.2.1 Généralités:

Différentes techniques RT-PCR sont actuellement décrites dans la littérature.
Elles peuvent étre classées en 2 catégories. Les RT-PCR dites qualitative telles que la
"RT-PCR classique" et la "RT-PCR in situ” (Woo, 95); et, les RT-PCR dites
quantitative telles que la "RT-PCR quantitative" (Freeman, 99) et la "RT-PCR semi-
quantitative".

Deux impératifs ont guidé notre choix pour la technique a utiliser : la nécessité
d'une quantification du niveau des transcrits et d'une mise au point rapide de la
technique. La RT-PCR semi-quantitative offrait un compromis honorable entre ces 2
critéres.

Le principe de la RT-PCR consiste a mettre en évidence des différences
quantitatives dans plusieurs populations de ADNc obtenues au départ d'une méme
quantité d’ARN totale (4 pg dans notre cas) grace a une reverse transcriptase. Ces
différences observées au niveau de I’amplification PCR reflétent des différences dans le
taux de transcription des génes étudiés.

L'utilisation d'un standard externe lors de la RT-PCR permet de lui attribuer le
nom de RT-PCR semi-quantitative. Le standard externe consiste en la réalisation d'une
RT-PCR a l'aide d'amorces d'un géne exprimé de maniere constitutive (I'ubiquitine dans
notre cas) sur le méme échantillon d'ADNCc utilisé pour étudier la transcription du gene
d’intérét. L’amplification est réalisée dans un tube différent du tube ou a lieu
I’amplification du gene étudié (a la différence du "standard interne" qui caractérise la
RT-PCR quantitative). Ainsi sur différentes populations d'ARN, au départ d'une méme
quantit¢é d'ARN total et dans les mémes conditions de synthese d'ADNc et
d'amplification PCR, ce standard doit étre amplifier de maniere identiques dans tous les
échantillons. Ce dernier sera donc le témoin du "bon fonctionnement" de la technique de

RT-PCR.

4.2.2 Premiers essais :

Les premiers essais de RT-PCR ont été réalisés sur de I’ARN total extrait de

cellules J3 non stimulées et stimulées, durant des temps de 5 a 20 minutes, avec de
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Figure 25 : Résultat des premiers essais de RT-PCR avec 25 cycles d’amplification.
Des ARN issus de cellules stimulées par I’acide salicylique durant 5, 10, 15, et 20
minutes (puits 1 a 4) ou non stimulées (puit 6) ont subi une RT-PCR comprenant 25
cycles d’amplification. Une aliquote de 5 pl du produit de cette réaction a été déposée sur
gel d’agarose 1%. Un marqueur de poids moléculaire a été déposé dans le puit 5.
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Figure 26 : Résultat des premiers essais de RT-PCR avec 50 cycles
d’amplification.

Des ARN issus de cellules stimulées par 1’acide salicylique durant 5, 10, 15, et 20
minutes (puits 1 a 4) ou non stimulées (puits 6) ont subi une RT-PCR comprenant
50 cycles d’amplification. Une aliquote de 5 pl du produit de cette réaction a été
déposée sur gel d’agarose 1%. Un marqueur de poids moléculaire a été déposé
dans le puit 5.
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I’acide salicylique (voir également approche pharmacologique) et ceci a l'aide des
amorces CREB-A. Ces premiéres conditions PCR comprenaient 25 cycles
d'amplification. Les premiers résultats obtenus (figure 25) montrent que seul
I'échantillon RT-PCR correspondant aux cellules J3 stimulées pendant 10 minutes a
l'acide salicylique était 1égérement positif.

Afin de vérifier si le nombre de cycles d'amplifications était suffisant, nous
avons ré-amplifié les échantillons PCR de la figure 25 par 25 cycles supplémentaires.
Apres ces 50 cycles d'amplification, CREB-A a bien été amplifiée mais aucune
différence significative n'a pu étre mise en évidence entre les cellules non traitées et les
cellules traitées a l'acide salicylique (figure 26).

Ces résultats nous indiquent soit que 1'acide salicylique n'a aucun effet sur la
transcription du gene CREB, soit que la détection d'éventuelles différences est rendue
impossible par un nombre trop important de cycles d'amplification. En effet, lors d'une
amplification PCR, la quantité d'amplicons augmente de maniére exponentielle avant
d'atteindre un plateau di a 1'épuisement des ANTP et des amorces, a la dénaturation de

la Taq polymérase et a la compétition entre amorces et amplicons.
4.2.3 Effet de la variation du nombre de cycles d'amplifications PCR :

Nous avons recommencé les mémes expériences qu'au point précédent, avec de
I’ARN de cellules stimulées ou non par ’acide salicylique (10 minutes), en variant le
nombre de cycles d'amplification. Pratiquement, aprés 25 cycles d'amplification, la PCR
a été stoppée et 5 pl d'échantillon ont été prélevés et analysés sur gel d'agarose 1%.
Parallélement, la PCR a été redémarrée et des échantillons ont été prélevés tous les 5
cycles jusqu'a 45 cycles. L'analyse des produits d'amplification (figure 27) montre, cette
fois-ci, une nette différence entre cellules non traitées et traitées durant 10 minutes a
l'acide salicylique et ceci a partir de 35 cycles d'amplification. Une variation plus
importante est observée aprés 40 et 45 cycles. Cette expérience a fait 1’objet d’une
répétition et les résultats ont été identiques, nous permettant ainsi de conclure a une
certaine reproductibilité de la méthode.

Cette mise au point faite, nous réaliserons désormais toutes nos RT-PCR avec
40 cycles d'amplification.

Remarque : Dans la suite des expériences, nous n'utiliserons que les amorces permettant

l'amplification de CREB-A. Nous avons, en effet, constater que les amorces CREB-B
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Figure 27 : Effets de la variation du nombre de cycles d’amplification PCR
sur ’ADNec.

Des ARN issus de cellules stimulées par ’acide salicylique durant 20 minutes
(puits 2, 4, 6, 8 et 10) ou non stimulées (puits 1, 3, 5, 7 et 9) ont subi une RT-PCR.
Les durées des cycles d’amplification sont de 25 (puits 1 et 2), 30 (puits 3 et 4), 35
(puits 5 et 6), 40 (puits 7 et 8) et 45 (puits 9 et 10). Une aliquote de 5 pl du produit
de cette réaction a été déposé sur gel d’agarose 1%. Un marqueur de poids
moléculaire a été déposé dans le puit 11.
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Figure 28 : Mise au point de la RT-PCR avec les amorces de I’ubiquitine.
Trois températures d’hybridations différentes ont été testées avec ces amorces :
55°C (puit 1), 57°C (puit 3), et 59°C (puit 4). Une aliquote de 5 pl de la réaction
a été déposée dans un gel d agarose 1%. Un marqueur de poids moléculaire a été
déposé dans les puits 2 et 5.
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Figure 29 : Etude des taux de transcription de CREB A au cours de la
culture des cellules de tabac BY-2.

Les ARN totaux de cultures cellulaires de tabac BY-2 ont été extraits a
différents jours de culture Aprés RT-PCR avec les amorces de 1’ubiquitine
(Figure A) ou de CREB A (figure B), 5 pl du produit de la réaction ont été
déposés sur gel d’agarose 1% pour chacun des échantillons de JO a J7
respectivement dans les puits 1 a 8 . Un marqueur de poids moléculaire a été

déposé dans le puit 9.




présentaient un manque de spécificité sur 'ADNc de tabac BY-2. Par manque de temps, de

nouvelles amorces CREB-B n'ont pas été utilisées dans ce travail.

Comme nous l'avons déja évoqué, une quantification par ['utilisation de la
méthode de RT-PCR n'est fiable que si un standard est réalisé. La derniere étape de la
mise au point de la technique a donc été de déterminer les conditions optimales

d'amplification du standard.
4.2.4 Standard externe :

Nous avons choisi d'utiliser 1'ubiquitine pour vérifier I'homogénéité des
amplifications RT-PCR. Aprés alignement de séquences d'ubiquitine de différents
génomes et définitions d'amorces se trouvant dans des régions hautement conservées
(voir séquences des amorce au point x), 3 températures d'hybridation ont été testées afin
de réaliser une amplification optimale. La figure 28 présente les résultats de ces
amplifications a 55°C, 57°C et 59°C. La bande attendue d'environ 400 pb est bien
présente pour chacune des amplifications mais malgré une augmentation de la
température d'hybridation, nous n'avons pas réussi a diminuer le "smear" qui
l'accompagne. Nous réaliserons désormais l'amplification avec une température
d'hybridation de 55°C.

Les conditions nécessaires a l'amplification par RT-PCR de CREB-A et du
standard externe étant mise au point, nous avons testé l'efficacité de la quantification en
analysant en parallele CREB-A et le standard au cours de la croissance des cellules

BY-2.

4.2.5 Variation du taux de transcription de CREB au cours de la croissance des
cellules BY-2

Une réaction RT-PCR a été réalisée sur chaque échantillon d'ARN total extrait
durant la culture des cellules de tabac BY-2 (JO a J7). Cette expérience permet, a la fois,
de vérifier la variation du taux de transcription de CREB-A et de valider le choix du
standard externe.

L'analyse des produits RT-PCR sur gel d'agarose 1 % (figure 29) permet de

constater que le taux de transcription de CREB-A est assez variable au cours du temps.

Résultats et discussion 48



Figure 30 : Structure de la forskoline (Barritt ef al.,

1994).
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Figure 31 : Structure du dibutyryl AMPc.




1500

1000
800
600
400

200

pb

Figure 32 : Etude des taux de transcription de CREB A apres différents
temps de traitement a la forskoline.

Les ARN totaux de cultures cellulaires de BY-2 ont été extraits a différents
temps apres I’application d’un traitement a la forskoline (100 pm). Aprés RT-
PCR avec les amorces de I’ubiquitine (Figure A) ou de CREB A (figure B), 5
ul du produit de la réaction ont été déposés sur gel d’agarose 1%. Les puits
de 1 a 9 correspondent respectivement aux échantillons traités durant 1, 2, 5,
7,9, 11, 13, et 15 minutes. Le puits 1 correspond a une amplification RT-
PCR de I’ARN total extrait de cultures de 3 jours non traitées. Un marqueur
de poids moléculaire a été déposé dans le puit 10.




Dans les 5 premiers jours, de faibles variations sont constatées. A partir de J6, l'intensité
du spot est environ 3 fois plus grande.
Il est assez difficile de donner une explication a une telle variation. En effet, le
changement de milieu de culture en début de cinétique ou l'apparition de métabolites
secondaires en fin de cinétique sont des facteurs pouvant influencer considérablement le
taux de transcription d'un gene.

Ce qui est plus intéressant dans cette cinétique concerne l'amplification réalisée
avec les amorces de l'ubiquitine qui, malgré les différences observées au niveau des RT-
PCR de CREB-A, est parfaitement constante peu importe le jour de la cinétique. Le

choix de l'ubiquitine comme standard externe semble donc étre judicieux.

Maintenant que nous disposons d'un protocole de RT-PCR "semi-quantitative"
fonctionnel, nous pouvons analyser l'impact de différents modulateurs et autres

traitements sur le taux de transcription de CREB-A chez le tabac BY-2.

4.4. Approche pharmacologique: Effet de la forskoline et du dibutyryl-
AMPc sur le taux de transcription de CREB-A.

4.4.1 Généralités sur la forskoline et le dibutyryl AMPec:

La forskoline (Figure 30) est un diterpéne extrait de la plante Coleus
Jforskohlii. Elle est couramment utilisée afin de simuler une activation de I’AC chez les
cellules animales. L'analyse de la structure moléculaire de I’AC révele la présence de
deux domaines catalytiques arrangés en couronne. La transformation de 'ATP en AMPc
y est activée quand les deux ions métalliques liés a deux résidus aspartates d'un domaine
se juxtaposent a une paire arginine-asparagine de 1’autre domaine. La forskoline active
I’AC en favorisant la juxtaposition de ces deux domaines en absence de toute autre
stimulation.

Le dibutyryl-AMPc est un analogue de I’AMPc simulant une synthése d’AMPc
par I’AC (figure 31). C’est une molécule synthétique non chargée diffusant librement
au travers de la membrane plasmique. Une fois dans le cytosol, le groupe phosphate du
dibutyryl-AMPc, protégé par un groupement ester acétoxy-méthyl, est hydrolysé par

des estérases intracellulaires non spécifiques libérant ainsi I’AMPc.
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4.4.2 Traitement des cellules BY-2 a la forskoline et au dibutyryl-AMPec.

Des échantillons de cellules (10 ml de suspension cellulaire) ont été prélevés
réguliérement apres 1'ajout des modulateurs a différents temps (figure 17). Les cellules
ont été filtrées le plus rapidement possible et plongées dans 1'azote liquide ("fixation" du
temps de traitement). L'ARN total de chaque échantillon a été extrait par la méthode au
Trizol et analysé sur gel et par mesure des rapports DO 260nm / DO 280 nm. Quatre pg
d'ARN total ont été utilisés pour la synthése du premier brin de cDNA (first strand
cDNA synthesis kit) et la réaction d'amplification. Les produits de RT-PCR ont ensuite
¢té analysés sur gel d'agarose 1 %.

En présence de 100 uM de forskoline (figure 32), on constate, de maniére
globale, que le taux de transcription du gene CREB-A est augmenté. Il est cependant
encore impossible de donner une interprétation physiologique aux variations observées
entre les différents temps de prélévement des cellules. Notez que la RT-PCR réalisée
avec des amorces de l'ubiquitine donne des résultats identiques pour tous les
échantillons testés.

En présence de 100 pM de dibutyryl-AMPc (figure 33), le taux de
transcription de CREB-A augmente fortement jusqu'a 5 minutes avant de diminuer
progressivement jusqu'a 15 minutes. L'effet observé semble étre davantage marqué par

rapport a l'effet de la forskoline.

4.5. Effet d'une simulation de stress sur le taux de transcription de
CREB-A.

4.5.1 Généralités sur I'acide salicylique et les oligopectates de DP > 9

Nous avons décidé de traiter les cellules de tabac BY-2 avec de l'acide
salicylique et des oligopectates de DP > 9, deux molécules-signal accumulées au cours
de certaines interactions plante-pathogene. Ces deux molécules sont connues pour
déclencher des réponses de défense chez la plante.

L’acide salicylique est un composé phénolique, synthétisé au départ de la voie
des phénylpropanoides et dont la concentration intracellulaire augmente en réponse a
une attaque pathogeéne. Cette réponse est paralléle a la syntheése de lignine et de

phytoalexines, deux autres réponses de défense de la plante. L'acide salicylique favorise
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Figure 33 : Etude des taux de transcription de CREB A aprés différents
temps de traitement au dibutyryl-AMPc.

Les ARN totaux de cultures cellulaires de BY-2 ont été extraits a différents
temps aprés ’application d’un traitement au dibutyryl-AMPc (100 uM).
Aprés RT-PCR avec les amorces de CREB A, 5 pl du produit de la réaction
sont déposés sur gel d’agarose 1%. Les puits de 2 a 5 correspondent
respectivement aux échantillons traités durant 1, 5, 10, et 15 minutes. Le puit
1 correspond a une culture de 3 jours non traitée. Un marqueur de poids
moléculaire est déposé dans le puit 6.
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Figure 34 : Métabolisme du peroxyde d’hydrogéne chez les plantes.

Lors d’une attaque pathogene sur la plante, 1’acide salicylique inhibe les catalases et les
ascorbates peroxydases cellulaires, favorisant une accumulation intracellulaire en peroxyde
d’hydrogéne (Klessig ef al., 1994).
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Figure 35 : Modéle du role du SAG (SA glucoside) dans la résistance acquise. La
premiére infection du tabac par le TMV se manifeste par de larges lésions sur la feuille
supérieure, alors qu’une seconde infection par le TMV se manifeste sur la feuille du bas
par le développement de lésions secondaires plus petites caractéristiques de la réponse
acquise. L’acide salicylique, synthétisé lors de la premiére infection, s’accumule sous
forme de glucoside inactif. Ce dernier peut ensuite étre libéré rapidement lors d’une
nouvelle action via I’action d "une glucosidase. (Klessig et al., 1994).




le choc oxydatif au sein des cellules directement en contact avec un agent pathogene.
Pour ce faire, il est capable d'inhiber les catalases et les ascorbates péroxydases
cellulaires et, donc, de favoriser I'accumulation de péroxyde d'hydrogene. Ce dernier
assure, entre autres, les fonctions de messagers secondaires et déclenchent la synthése
de phytoalexines et de protéines liées a la pathogenése (protéines PR) (figure 34).

L'acide salicylique participe également a la protection systémique de la plante (figure
35) . En effet, I'acide salicylique synthétisé lors de la primo-infection est stockée dans la
paroi cellulaire sous la forme de glucoside inactif. Lors d'une seconde infection, une [3-
glucosidase pariétale libére I'acide salicylique et permet aux cellules de se défendre plus

rapidement et a distance du site d'infection (on parle de réponse acquise a distance).

Les oligopectates, quant a eux, sont des molécules-signal issues de la paroi
cellulaire. Ils sont libérés de la paroi par des enzymes (polygalacturonases, pectates
lyases) du pathogene et/ou de la plante au cours d'une infection. Ces molécules peuvent,
lorsqu'elles ont une certaine taille (degré de polymérisation (DP) > 9), adopter une
conformation dimérique en présence d'ions calcium (Messiaen et al., 1994). Ce
complexe dimérique est capable d'étre reconnu par les cellules végétales infectées et

d'initier les réponses de défense de la plante (Van Cutsem ef al., 1994).
4.5.2. Effet de I'acide salicylique et des oligopectates.

Une culture en suspension de tabac BY-2 a été traitée avec de l'acide
salicylique a une concentration finale de 250 uM. Des échantillons de cellules ont été
prélevés aprés 20 minutes de traitement (Zhang et al., 1997).

Dans le cas du traitement aux oligopectates (0.2 mg/ml), les cellules ont été
stimulées pendant un laps de temps plus long (jusqu'a 32 heures) puisqu'elles se
trouvent étre les signaux les plus en amont de la réponse de défense finale (Munoz et
al., 1998). Elles ont donc besoin de plus de temps pour traverser la paroi, interagir avec
leur récepteur et déclencher une cascade de transduction du signal.

En présence d'acide salicylique (figure 36), on constate que le taux de
transcription de CREB-A est fortement augmentée par rapport au témoin (J3 non traité)

apres 20 minutes de traitement. De plus, d’apres les expériences de mise au point de la
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Figure 36 : Etude des taux de transcription de CREB A en réponse a un
traitement a I’acide salicylique.

Les ARN totaux d’une culture cellulaire de BY-2 ont été extraits apres 20
minutes de traitement a I’acide salicylique (250 uM). Aprés RT-PCR avec les
amorces de CREB A, 5 pl du produit de la réaction ont été déposés sur gel
d’agarose 1% (puit 1). Le puit 2 correspond a 1 ’amplification RT-PCR
réalisée sur de I’ARN total extrait & une culture de 3 jours non traitée. Un
marqueur de poids moléculaire a été¢ déposé dans le puit 9.
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Figure 37 : Etude des taux de transcription de CREB A aprés différents
temps de traitement aux oligopectates de DP> 9.

Les ARN totaux de cultures cellulaires de BY-2 ont été extraits a différents
temps apres ’application d’un traitement aux oligopectates (0.2 mg/ml).
Aprés RT-PCR les amorces de CREB A, 5 pl du produit de la réaction ont été
déposés sur gel d’agarose 1%. Les puits de 2 a 9 correspondent
respectivement aux échantillons traités durant 0.5, 1, 2, 3, 5, 9, 15, et 32
heures. Le puit 1 correspond a une amplification RT-PCR réalisée sur | ’ARN
total extrait de culture de 3 jours non traitée. Un marqueur de poids
moléculaire a été déposé dans le puit 10.
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RT-PCR "semi-quantitative", nous pouvons conclure que dés 10 minutes de traitement
une forte augmentation du taux de transcription de CREB-A se produit (figure 27).

En présence des oligopectates de DP > 9 (figure 37), il est assez difficile de
tirer des conclusions quant a l'activation ou l'inhibition de la transcription de CREB-A.
Il est, en effet, difficile de connaitre le "devenir" des oligopectates ajoutés aux cellules :
subissent-ils une dégradation au cours du temps ?, les récepteurs d'oligopectates sont-ils

toujours présents ou actifs ?

4.6. Conclusion générale concernant I'analyse des variations du taux de
transcription de CREB

Au terme de cette premicre partie des résultats consacrée a l'analyse des
variations du taux de transcription de CREB-A, nous pouvons conclure que la
forskoline, le dibutyryl-AMPc et l'acide salicylique sont capables d'induire la
transcription du gene CREB-A.

D'un point de vue pratique, la RT-PCR "semi-quantitative" semble étre une
méthode d'analyse assez convaincante (cfr. standard externe: ubiquitine) permettant une
analyse satisfaisante des variations du taux de transcription d'un géne apparemment peu
exprimés (cfr. résultats des Northern blots).

Maintenant que nous savons que CREB-A peut-étre activé au niveau
transcriptionnel par diverses substances, il convient de vérifier si, comme chez les

cellules animales, la protéine CREB-A est phosphorylée par ces mémes substances.

5. Etude de l'induction de la phosphorylation du
facteur CREB

La mise en évidence d’une éventuelle phosphorylation du facteur CREB-A
nécessite, dans un premier temps, d’identifier ce facteur CREB dans un extrait total de
protéines. Nous avons, pour ce faire, utiliser les anticorps anti-CREB produit par
Draye et 'analyse des protéines par western blot. Dans un second temps, il convient
de détecter la phosphorylation des différentes protéines en présence d'ATP radioactif.
Il convient ensuite de vérifier qu'une bande protéique détectée par les anticorps anti-

CREB corresponde a une bande protéique radioactive détectée par autoradiographie.
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Dans la littérature, deux méthodes sont couramment utilisées pour mettre en

évidence la phosphorylation de protéines suite a un traitement quelconque:

e la phosphorylation in vitro: cette méthode consiste a stimuler les cellules, d'en
extraire les protéines et de mesurer la phosphorylation de ces protéines en

présence d'ATP radioactif exogeéne (mesure post-posée dans le temps).

e la phosphorylation in vivo: cette méthode consiste a "nourrir" les cellules avec des
ions phosphates radioactifs, qui seront, entre autres, incorporés dans I'ATP. Cette
méthode a l'avantage de stimuler des cellules contenant de I'ATP radioactif et
d'avoir ainsi une meilleur vision des protéines phosphorylées a un moment donné

(Viard et al., 199 ; Droillard et al., 1996).

Cette analyse nous a conduit a choisir la deuxiéme méthode de
phosphorylation, plus contraignante que la deuxiéme, mais plus a méme de rendre

compte d'une réalité physiologique.

5.1 Déroulement de I’expérience (figure 18)

Des cellules de tabac BY-2 du jour J3 ont été préincubées pendant 2 heures
(Droillard, 97) avec du phosphate inorganique (**P) (370 MBg/ml de culture) sous
agitation constante. Cette préincubation permet 1’assimilation du phosphate inorganique
par la cellule et I’incorporation de celui-ci dans I’ATP. Ce dernier sera, entre autres,
utilisé par des kinases lors de la phosphorylation des protéines.

Les cellules ont ensuite été traitées avec de I’acide salicylique (250 uM), de la
forskoline (100 uM), du dibutyryl-AMPc (100 pM) et des oligopectates (0.2 mg/ml)
respectivement. De méme que pour 1’étude de I’activation transcriptionnelle de CREB-
A, les temps d’incubation des cellules avec ces substances ont été choisis en fonction de
la position de leurs cibles moléculaires dans les voies de transduction du signal.

Apreés traitement, une aliquote de 10 ml de suspension cellulaire a été prélevée,
filtrée et congelée dans de 1’azote liquide. Afin de limiter I’action de certaines

phosphatases, les protéines totales de chaque échantillon ont été extraites a 4°C dans un
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Figure 38 : Vérification de la spécificité des anticorps contre CREB-A et CREB-B
de tabac.

Des quantités croissantes de protéines de chicorée et de tabac ont été déposées sur
membrane de nitrocellulose. Cette membrane a subi les étapes de saturation,
d ’incubation avec I’anticorps antiCREB-A (A) ou antiCREB-B (B) et de révélation a
la peroxydase. Les dépots 1 a 4 correspondent respectivement a 40, 60, 80 et 100 pg de
protéines totales.
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Figure 39 : Détection de CREB A par western blot .

A : Echantillons traités au dibutyryl-AMPc (100 pM). Les dépdts 2 a 12
correspondent respectivement aux temps de traitement : 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12,

13 et 15 minutes. Le dép6t 1 est un témoin non traité.

B : Echantillons traités a ’acide salicylique (250 pM). Les dépdts de 14 a 17
correspondent respectivement aux temps de traitement : 5, 10, 15 et 20 minutes. Le

dépot 13 est un témoin non traité.
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tampon d’extraction supplémenté de 10 mM d’acide okadaique, 2 % de SDS et de 1
mM d’EDTA.

Afin d’uniformiser les dépdts de protéines dans les expériences de western
blot, la concentration en protéines de chaque extrait a été estimée par analyse sur gel

SDS-PAGE.

5.2 Vérification de la spécificité des anticorps contre CREB-A et
CREB-B de chicorée

Les anticorps anti-CREB produits par Draye ayant été obtenus a partir de
protéines de chicorée, il était nécessaire de vérifier la réactivité vis-a-vis d’extraits
protéiques de tabac. La figure 38 présente des blots sur lesquels ont été déposées des
protéines de chicorée (A) et de tabac (B) a différentes concentrations (de 40 a 100 pg)
apres saturation, incubation avec les anticorps respectifs et révélation avec le systeme a
la peroxydase.

On observe une bonne reconnaissance des protéines de chicorée par les 2
anticorps, ceci pour les quatre quantités de protéines déposées sur la membrane. Dans le
cas des protéines de tabac, on constate une limite de détection plus faible pour les deux
anticorps : les protéines de tabac ne sont détectées qu’a partir de 80 pg de protéines
totales.

A Tlissue de cette expérience préliminaire, nous pouvons donc utiliser les
anticorps anti-CREB préalablement produits. Aux vues de la plus faible réactivité de ces
anticorps en présence de protéines de tabac, nous utiliserons 200 pg de protéines totales

par puits dans les expériences de western blot.

5.3 Détection du facteur CREB par western blot

Les extraits protéiques des différents échantillons traités (200 pg) ont été
analysés par western blot. Les figures 39 (A, B) et 40 (A, B) présentent les membranes
de nitrocellulose aprés saturation, incubation avec 1’anticorps anti-CREB-A et
révélation avec le systéme a la peroxydase.

Pour les quatre types de traitement (acide salicylique, dibutyryl-AMPc,
oligopectatse et forskoline), deux bandes majoritaires correspondant & des protéines
d’environ 38 kDa et 42 kDa sont détectées. Leur détection est constante au cours du

temps et indépendante du traitement appliqué aux cellules.
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Figure 40 : Détection de CREB A par western blot .

A : Echantillons traités a la forskoline (100 pM). Les dép6ts de 2 a 7 correspondent
respectivement aux temps de traitement : 1, 2, 7, 8, 9 et 11 minutes. Le dép6t 1 est
un témoin non traité.

B : Echantillons traités aux oligopectates (0.2 mg/ml). Les dépots de 9 a 12
correspondent respectivement aux temps de traitement : 0.5, 1, 2, 4 heures. Le
dépot 8 est un témoin non traité.



La détection de deux bandes protéiques peut avoir plusieurs origines:
e réactions croisées de chaque anticorps .Par exemple, I'anticorps anti-CREB-A peut
reconnaitre CREB-A et CREB-B (cfr également Draye 1998)
o ['épissage alternatif de CREB (cfr introduction)
e la formation d'un complexe entre CREB et une autre protéine résultant en un retard
sur gel
Maintenant que nous savons ou se trouve(nt) la(les) protéine(s) détectée(s) par
l'anticorps anti-CREB-A, il ne nous reste plus qu'a vérifier si des protéines ont été

phosphorylées in vivo.
5.4 CREB-A est-il phosphorylé?

Pour rappel, la pré-incubation des cellules avec des phosphates inorganiques
permet une analyse directe des phénomeénes de phosphorylation aprés, dans notre cas,
un stimulus a l'acide salicylique, la forskoline, le dibutyryl ou les oligopectates. Les
différents échantillons analysés par western blot ont été analysés, en paralléle, par
autoradiographie. Les figures 41 (A, B) et 42 (A, B) présentent les autoradiographies

pour les différents échantillons apres 6 jours d'exposition.

5.4.1 Effet sur la phosphorylation de la forskoline, du dibutyryl-AMPc et des
oligopectates (figures 41 A, Bet 42 A)

La forskoline, le dibutyryl-AMPc et les oligopectates n'induisent aucune
phosphorylation sur des protéines de haut poids moléculaire. Par contre, une bande
correspondant a une protéine phosphorylée de faible poids moléculaire (partiellement
masquée par le front de migration) est détectée pour chacun des traitements, ainsi que
pour le témoin non traité.

La superposition de ces autoradiographies et des western blot, ne permet
donc pas de mettre en évidence une phosphorylation du facteur CREB aprés un
traitement de 1 a4 13 minutes a la forskoline, de 1 & 15 minutes au dibutyryl-AMPc et de

0,5 a 4 heures aux oligopectates.

5.4.2 Effet de I'acide salicylique sur la phosphorylation (figure 42 B)
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Figure 41 : Effet du dibutyryl-AMPc et de la forskoline sur la phosphorylation.
Des cellules BY-2 sont incubées avec du phosphate radioactif puis traitées avec 100
pM de dibutyryl-AMPc (A) ou 100 pM de _forkoline (B). Apres migration sur gel SDS-
PAGE, le gel a été exposé 6 jours avec un film autoradiographique. Les dépdts de 2 a
12 correspondent respectivement a 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 13 et 15 minutes de
traitement au dibutyryl-AMPc. Les dépots de 14 a 20 correspondent respectivement a
1,2,7,8,9 et 11 minutes de traitement a la forskoline. Les dépdts 1 et 13 sont des
témoins non traités.
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Figure 42 : Effet des oligopectates et de I’acide salicylique sur la phosphorylation
de CREB .

Des cellules de tabac BY-2 ont été incubées avec du phosphate marqué puis traitées
avec 0.2 mg/ml d ’oligopectates (A) ou 250 uM d’acide salicylique (B). Apres
migration sur gel SDS-PAGE, le gel a été exposé 6 jours avec un film
autoradiographique. Les dépdts de 2 a 5 correspondent respectivement a 0.5, 1, 2 et 4
heures de traitement aux oligopectates. Les dépots de 7 a 10 correspondent
respectivement a 5, 10, 15 et 20 minutes de traitement a 1’acide salicylique. Les dépots
1 et 6 sont des témoins non traités.




L'acide salicylique induit aprés 5 minutes la phosphorylation d'au moins 5

protéines. Aucun signal n'est détecté apres 5 minutes de traitement.

La comparaison de l'autoradiographie avec le western blot correspondant
permet de faire coincider la bande inférieure révélée par western blot avec I'un des spots
correspondant & une protéine phosphorylée aprés 5 minutes de traitement a l'acide
salicylique.

On peut donc conclure qu'une protéine reconnue par l'anticorps anti-CREB-A
est probablement phosphorylée en présence d'acide salicylique a une concentration

finale de 250 uM.

Résultats et discussion 56



DISCUSSION GENERALE

Les objectifs de ce mémoire étaient d’étudier le mode d’activation du facteur
de transcription CREB qui, chez les cellules animales, est activé par phosphorylation
via la protéine kinase A. Bien que plusieurs protéines CREB-like aient été identifiées
chez les plantes, il n’a pas encore ét€ démontré clairement qu’il existait un lien entre

la production d’AMPc, CREB et une réponse physiologique de la plante.

Dans ce mémoire, nous avons démontré, de maniere indirecte, qu’il était
possible d’établir un lien entre I’AMPc et CREB au niveau transcriptionnel. En effet,
le dibutyryl-AMPc et la forskoline sont capables d’induire une augmentation du taux
de transcription du gene CREB endéans les 20 minutes suivant ’ajout de ces
substances aux cellules de tabac BY-2 cultivées en suspension. Cette activation
transcriptionnelle du géne CREB n’avait, jusqu’a présent, pas été rapportée dans la
littérature « végétale ». Ce qui est plus surprenant, c’est que ces mémes modulateurs
de la voie de I’AMPc n’affectent en rien le taux de phosphorylation de la protéine
CREB comme c’est le cas chez les cellules animales. Différentes hypothéses peuvent

étre avancées pour tenter d’expliquer ces observations :

e La protéine CREB n’est pas phosphorylée de maniere AMPc-dépendante.
Seule I’activation du géne CREB serait AMPc-dépendante.

e La «fenétre temporelle » d’analyse de la phosphorylation de CREB n’est
pas adéquate. Cette hypothése sous-entend que la protéine CREB serait
absente des cellules non stimulée et n’apparaitrait qu’apres transcription du

gene correspondant.

Des impératifs de temps ne nous ont pas permis de tester ces hypotheses.
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En ce qui concerne les effets de 1’acide salicylique, nous avons démontré que
ce messager secondaire typiquement végétal est capable d’induire, a la fois, une
transcription du géne CREB et une phosphorylation de la protéine CREB. Ces deux
réponses cellulaires sont trés rapides (5-10 minutes), ce qui permet d’avancer que la
protéine CREB est présente dans les cellules sous une forme non—phosphorylé
(inactive ?) dans les cellules avant la stimulation (ce qui élimine partiellement
I’hypotheése 2 avancée plus haut). Dans ce cas, I’acide salicylique stimulerait une
sorte de boucle d’activation positive assurant une accumulation d’un plus grand

nombre de facteurs de transcription CREB dans la cellule.

Il est cependant encore trop prématuré pour donner une signification
physiologique a I’effet de I’acide salicylique sur CREB puisque cet effet n’a jamais
été rapporté dans la littérature. Des communications entre voies de transduction du
signal sont cependant monnaie courante aussi bien chez les cellules animales que
végétales. Pour rappel, ’adénylate cyclase, les phosphodiestérases, les protéines
kinases A et CREB lui-méme peuvent étre modulées via le calcium ou la voie des
phosphoinositides. = La présence de nombreuses isoformes pour chacun des
intermédiaires de la voie permet, en effet, de moduler de maniere trés précise les

réponses de la cellule dans un environnement changeant.

Pour revenir a I’acide salicylique, il est utile de rappeler ici que ce composé
phénolique se trouve au centre d’un réseau de communication intracellulaire chez la
plante en situation de stress. Il contrdle, en effet, la réponse hypersensible (choc
oxydatif) et I’étendue de celle-ci dans la plante ; il est un messager secondaire agissant
a distance et médiant la « vaccination » de la plante contre divers agents pathogenes.

Pour ce faire, 1’acide salicylique contrdle :

e La voie du méthyljasmonate : Il inhibe la production de méthyljasmonate,
un messager secondaire volatile induisant I’activation d’un grand nombre
de genes de défense et participant, directement ou indirectement, a

I’élaboration d’une réponse de défense systémique.
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e La production de peroxyde d’hydrogene: Il inhibe les enzymes de
détoxification du peroxyde d’hydrogeéne a I’endroit ol un pathogéne infecte
la plante. Ce faisant, I’acide salicylique favorise et renforce 1’accumulation
de peroxyde d’hydrogene. Ce choc oxydatif est indispensable a

I’élimination de 1’agent pathogene.

e L’apoptose : L’acide salicylique fait partie des messagers secondaires qui

sont indispensables au déclenchement de la mort cellulaire programmée.

e La synthése de protéines PR : L’acide salicylique induit directement la
transcription d’une série de genes codant pour des protéines de défense.
Ces genes posseédent, en effet, une séquence Acide salicylique-dépendante

dans leur promoteur.

e La synthése de phytoalexines : L’acide salicylique induit, en collaboration
avec le peroxyde d’hydrogéne, la synthése et I’accumulation de

phytoalexines, des antibiotiques végétaux.

Vue cette position stratégique de 1’acide salicylique dans la communication
intracellulaire, il ne serait pas étonnant de se voir confirmer, dans un avenir
relativement proche, le lien avec la voie de I’AMPc que nous avons mis en évidence

dans ce travail.

Une maniere relativement aisée de vérifier, par exemple, I’effet de I’acide
salicylique sur la transcription du gene CREB serait d’analyser le promoteur de ce
gene et de confirmer la présence de séquence (CTGACGTAAGGGATGACGCAC)
répondant a I’acide salicylique. Une alternative a cette approche génétique serait de
recommencer les expériences de ce mémoire sur des cellules de tabac transformées
avec le gene de la salicylate hydroxylase (NahG), une enzyme qui transforme 1’acide
salicylique en catéchol inactif. Dans de telles cellules, I’application d’acide
salicylique exogeéne ne devrait induire ni activation transcriptionnelle du géene CREB,

ni la phosphorylation de la protéine correspondante.
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En ce qui concerne les cellules traitées avec des oligopectates, nous ne
pouvons pas tirer de conclusions valables quant a leur effet sur la transcription du
géne CREB ou sur la phosphorylation de la protéine CREB. Différents parameétres
expérimentaux doivent d’abord &étre mieux maitrisés dans ce cas particulier. Par
exemple, un échantillonnage plus complet des cellules durant la période de traitement
aux oligopectates permettrait probablement de mieux cerner un éventuel effet. De
méme, une meilleure connaissance de la sensibilité des cellules de tabac BY-2 aux
oligopectates s’avere nécessaire afin de stimuler les cellules au bon moment pendant

un temps suffisamment long.

Dans le cas ou ’amélioration des protocoles mettraient en évidence un effet
des oligopectates sur CREB, il serait ainsi possible d’ajouter la voie de I’AMPc a la
liste des voies déja activées par les oligopectates, a savoir la mobilisation de calcium
IP3 indépendante, 1’activation de la voie des phosphoinositides et du

méthyljasmonate.

Si nous examinons I’ensemble des résultats obtenus, il convient cependant
d’étre prudent. En effet, les modulateurs que nous avons utilisés sont généralement
bien caractérisés par leurs effets sur... des cellules animales. Il est bien connu que de
tels modulateurs n’ont pas toujours les effets attendus lorsqu’ils sont utilisés dans un
autre contexte. Il sera donc nécessaire de répéter les expériences réalisées dans le
cadre de ce mémoire avec d’autres modulateurs ayant les mémes cibles que la
forskoline et le dibutyryl-AMPc. Ce n’est que dans une telle optique qu’il sera
possible d’affirmer qu’il y a effectivement un lien entre I’AMPc et CREB. De méme,
la combinaison de modulateurs de la voie de I’AMPc et de traitement a 1’acide
salicylique permettra probablement de cerner a quel niveau de la voie de I’AMPc

I’acide salicylique exerce son effet modulateur, voire activateur, de CREB.
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