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Introduction générale

Alors que les activités industrielles et urbainestsgénératrices d'un grand nombre de
polluants, les inquiétudes de la société faceltétation de la qualité de I'environnement évoluent
et tendent a croitre depuis plusieurs années. @axqupations motivent le besoin de mieux
connaitre les effets toxiques de ces polluants ddines contréler et d’en limiter la nocivité. Le
cadmium (Cd) est un métal lourd, découvert en J@8Magnus Martin af Pontin, qui est de plus
en plus présent dans l'industrie moderne. |l emveamment dans la composition de colorants
rouges (Cd(S, Se)) et jaunes (CdS) utilisés eniehii®s polymeéres, il est utilisé pour galvanisation
de matériaux, il est présent dans les fluides cateprs des centrales nucléaires pour la captige de
neutrons, ou encore dans les piles et batterie49H6, sa consommation annuelle par les industries
de I'Union Européenne (UE) atteignait 5 329 tonrtes.parallele, les émissions dans le milieu
naturel (d’origine anthropique ou non) représemtajgus de 1%6 de cette valeur, avec un total
cumulé supérieur a 837 tonnes annuelles pour 'UE.

Le cadmium n’a aucune fonction physiologique connlieest au contraire un toxique
important, et son accumulation dans l'organismevquae des troubles physiologiques graves.
Chez les mammiferes, il touche principalement é@ssr(ou il se fixe a hauteur de 30 a 40 %) et les
os. Il peut alors entrainer I'apparition de cancefsine déficience rénale, d'ostéoporose, et de
diverses autres affections des poumons, des nerf$es articulations notamment. Entre 1912 et
1946, l'intoxication d’une partie de la populati@ponaise par de fortes concentrations de cadmium
suite a la contamination de la riviere Jinzar une exploitation miniére a provoqué I'appariti
d’'une maladie des reins et des os appelée maladi#-itai. Contaminée par plusieurs métaux
lourds (plomb, mercure, cadmium), cette riviergurait les exploitations de riz, qui ont concentrés
le cadmium et qui ont ensuite été consommés paofaulation locale. Cette assimilation du
cadmiumvia la chaine alimentaire est la premiére source disitjpn au toxique, et 'accumulation
des ions dans les feuilles consommeées (saladexctahac ...) est connue pour étre la principale
origine de contamination par le cadmium chez leaarhes, avec une ingestion moyenne de 12 mg
par an et par personne. L’épandage d’engrais &zbté premiére cause de contamination des sols
(263 tonnes de cadmium par an pour 'UE), et lestgls, cultivées ou sauvages, sont constamment
soumises a la toxicité de ce métal. Afin de s’evtgger, elles ont développé des mécanismes de
résistance aux meétaux lourds, certaines especissamo sur des sols tres contaminés (exploitation
miniere notamment) présentant méme une tolérandeydgrement importante a ces toxiques
(Arabidopsis halleri Thlaspi caerulescens.).

L’équipe « Stress Environnementaux et Métaux Lourdki Laboratoire de Physiologie
Cellulaire Végétale (UMR 5168 CNRS INRA UJF CEAG&enoble) étudie les processus mis en
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place par la plante lors d’'une exposition aux métaurds et aux radionucléides. Ceux-ci peuvent
notamment aboutir a la compartimentation des méiaurxis, dont la vacuole est un site privilégié
(Clemens, 2006). Cet organite est en effet connur ptre essentiel a 'homéostasie de la quasi-
totalité des éléments cellulaires : eau, ions iaoigues ou meétabolites (protéines et acides
organiques notamment). Il est aussi impliqué daagrocessus de dégradation et de recyclage, et
contient a cet effet une grande variété d’hydraadeutefois si ces activités de stockage et de
dégradation sont prépondérantes dans la vacuetesdinble des fonctions qui lui sont associées ne
s’arréte pas a ces seuls aspects. Elle est égalememue pour étre le lieu de certains processus
anaboliques, ou pour son role dans la protectiolulaee contre certains pathogenes.
L’accumulation du cadmium dans cet organite ausolun stress a été démontrée (Vogeli-Lange
& Wagner, 1990), et est décrite pour étre primdeddans la tolérance de la plante au métal, sur la
base de résultats obtenus a partir d’expérienadisées en systeme levure (Ordizal, 1992). Or
chez les plantes, les mécanismes a l'origine dédaestration vacuolaire des métaux lourds ne sont
pas connu, de méme que les processus permettastdéiisation, dans des sels ou des complexes
d’acides organiques par exemple (Kretzl, 1989). L’identification des protéines impliquétmns

ces processus, et en particulier les composants signalisation aboutissant a I'établissement de
la réponse et les transporteurs conduisant a lsltreation des ions, permettrait de mieux
comprendre le rbéle prépondérant de la vacuole dmnmotection cellulaire contre les métaux
lourds. Les études envisagées nécessitent toutlfoisaliser une analyse approfondie de la vacuole
végétale, spécialement d’'un point de vue protéidpeeprotéome de cet organite est en effet peu
connu, et aucune analyse par spectrométrie de mass®t été réalisée lors de la mise en place de
ce projet. Le laboratoire bénéficie d’'une expéreemportante dans I'analyse de protéomes sub-
cellulaires (Ferreet al, 2002 ; Ferrcet al, 2003 ; Bardegt al, 2002 ; Brugiereet al, 2004) et dans
I'utilisation de la spectrométrie de masse pouddlitification de protéines et la caractérisation de
leur structure primaire (Bourguignost al, 1993; Bourguignoret al, 1996), pour analyser les
modifications post-traductionnelles et caractérdgnouvelles voies métaboliques (Machetedl,
1996; Guegueet al, 2000). Plus récemment, I'équipe a pu mettre angoline étude de la réponse
de la plante au cadmium a travers des approcheslgbd’analyses transcriptomique (Herbette
al., 2006), protéomique (Sarrgt al, 2006) et métabolomique (Ducruit al, 2006). Dans un
contexte ou de nombreux travaux visant a mieux cengpe le réle de la vacuole dans la tolérance
aux métaux lourds n’ont pas permis d’identifier iesisporteurs principaux impliqués, I'utilisation
de telles approches pourrait aboutir a la misewvethedce de mécanismes essentiels aux fonctions
étudiées.

La synthese bibliographique présentée décrit bmere I'état de l'art en matiere de
fonctions vacuolaires dans une premiere partideetponse végétale au stress métallique dans une
seconde partie. Ces connaissances ont détermiménéthodologie mise en place et les objectifs
gue nous avons pu nous fixer, présentés dans niredpearagraphe.
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Synthése bibliographique

| - La vacuole végétale

Les vacuoles sont des organites intracellulairesncons a un grand nombre d’organismes
vivants. Décrites pour la premiére fois en 1776 $y@allanzani, leur fonction supposée a évolué au
fil de I'acquisition de nouvelles connaissancessmas acteurs métaboliques de ces différentes
fonctions restent tres mal connus. Délimitées parsimple membrane, elles sont présentes chez la
majorité des cellules eucaryotes, et sont impliguw#ns un grand nombre de processus essentiels.
Elles peuvent ainsi participer au maintien de I'eostasie de I'eau, et donc a la régulation de la
turgescence cellulaire, au contréle de la conceotracytosolique des composés organiques et
inorganiques, aux processus de dégradation etcgelage des éléments cellulaires ou encore a la
protection cellulaire contre divers stress biotgjee abiotiques. Souvent comparées aux lysosomes
des mammiféres, elles se distinguent de ces dsrmiar la place qu'elles tiennent dans des
processus autres qu’hydrolytiques (stockage ouhsgget par exemple). Il existe d’ailleurs chez
certaines plantes des structures plus prochesydesomes de mammifére (également appelée
lysosomes) qui n’ont toutefois qu’un role de stagkd’enzymes hydrolytiques (De, 2001).

Ce chapitre a pour but de présenter les foncti@mssiraes par les vacuoles, en insistant

particulierement sur les vacuoles végétales. Hilétégalement en partie les protéines assurant ce
fonctions, et notamment les transporteurs du t@sie!

.1 - Occurrence des vacuoles dans le vivant

Les vacuoles sont présentes uniquement chez learyetes. Les seules structures
procaryotes sujettes a comparaison sont en effetcdacuoles de gaz » identifiées chez certaines
bactéries (cyanobactéries pour la plupart), epgunettraient a celles-ci de flotter. Dépourvues de
toute activité métabolique, elles ne sont pas aEsmaux vacuoles telles que celles observées chez
la cellule végétale.

Les algues, unicellulaires ou pluricellulaires, tfpartie des organismes les plus ancestraux
chez lesquels on observe des vacuoles (excepiterdiacas particulier des cyanobactéries, parfois
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classées parmi les algues, discuté précédemment)e naniére générale, ces vacuoles sont trés
diverses en termes de forme, de structure, ou detiéms, et sont présentes en un ou plusieurs
exemplaires, bien que certaines cellules plus ajigées (spores ou zygotes par exemple) puissent
en étre dépourvues. Elles sont également hétéregemaermes de taille, et peuvent aussi bien
correspondre a plus de 90 % du volume cellulair&topu difficilement détectables sous un
microscope. Certaines algues présentent égalemertype particulier de vacuoles, appelées
vacuoles contractiles. Ces dernieres, transitoinesfont généralement pas plus de 10 um de
diametre, et sont spécialisées dans le maintidindeéostasie cellulaire de I'eau. Lorsque l'influx
d’eau dans la cellule menace d’induire la lyse alenembrane, ce type de structure apparait en
plusieurs endroits, et fusionne en une large vacaohtenant I'excédant d’eau cellulaire (phase
diastolique). La vacuole contractile fusionne akota membrane plasmique (phase systolique) pour
libérer son contenu, et le processus est réitérédaf créer un flux d’eau sortant constant. Ce
mécanisme est majoritairement observé chez legsldépourvues de paroi, donc plus sensibles a
la pression osmotique, et pour les espéces évatua@dau douce.

Ces vacuoles contractiles sont aussi observéedehenospores biflagellés des oomycetes,
un clade de champignons aquatiques. Comme lessaltegechampignons présentent une variété
importante de vacuoles (formes et tailles diversetjouvées dans tous les types cellulaires de ce
taxon (De, 2001). Au sein de ce regne, les lev(ssomycetegt Basidiomycétéscontiennent
egalement des vacuoles. Présentes en un ou plisieemplaires et de taille variable, leur fonction
est relativement comparable a celle des vacuolsepldmtes supérieures et, a ce titre, les levures
sont souvent utilisées dans I'étude des fonctiass \chcuoles végétales (Schneideral, 2008 ;
Kawachiet al, 2008). Elles se distinguent néanmoins par leopipété unique de ségrégation lors
de la division cellulaire (Conradit al, 1992), permettant a la vacuole de la cellule nikrese
répartir dans les deux cellules filles.

Chez les bryophytes (mousses) et ptéridophytegy¢i@s), la vacuole est ubiquitaire, a
'exception d’'un seul type cellulaire, les anth@fes (gametes males). A l'inverse, toutes les
cellules des gymnospermes présentent une ou pigsiaauole(s), et en particulier les gametes. La
vacuole participe en effet a I'élargissement dades/pour I'ensemble des gymnospermes (excepté
le genreWelwitschig, associé a une division importante des noyauss darcytoplasme (jusqu’a
256 noyaux dans un ovule). Présente également ldangollens (excepté encore pour le genre
Welwitschid, elle permet une meilleure diffusion anémochase gametes.

La distribution des vacuoles chez les angiospemsgsla aussi, quasiment ubiquitaire. De
facon générale, la plupart des cellules différeegi@résentent une large vacuole centrale, qui
remplit I'ensemble des fonctions métaboliques pEsp cet organite. Il existe cependant quelques
exemples pour lesquels on retrouve plusieurs tgpasacuoles, plus spécialisées dans des fonctions
particulieres et éventuellement associées a unsiamultifonctionnelle. C’est par exemple le cas
des cellules d’'aleurone des graines d'orge (Bethkal, 1996), qui accumulent des quantités
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importantes de protéines dans des vacuoles deagfedRrotein Storage VacuoldPSV), et les
protéases chargées de leur dégradation dans dawstceolesl{ytic Vacuole LV). La coexistence

de ces deux types de vacuoles, avérée chez certedieles et pour lesquelles des marqueurs
tonoplastiques spécifiques ont été identifies (Jeuhl, 1999), reste indéterminée pour d’autres
types cellulaires (Olbrickt al, 2007 ; Hunteet al, 2007 ; Rogers, 2008). Pour d’autres cellules, la
modulation de la turgescence cellulaita I'hnoméostasie hydrique de la vacuole permet dexer
un effort mécanique (Lobes des piéges a insectgeideDionaea; Cellules de garde, Wast al,
1995).

[.2 - Roles de la vacuole végétale et transporteurs imgliés dans ses

fonctions

La vacuole végétale a souvent été assimilée aganie uniquement dédié au stockage de
divers composés potentiellement génant pour lauleellet ses activités Iytiques en font
frecquemment un objet de comparaison avec les lysesodes cellules animales. Si ces deux
fonctions, stockage et dégradation, sont effectergmeprésentées dans la vacuole, 'ensemble des
processus impliqguant cet organite dépasse de les seuls aspects. Outre le maintien de
’'homéostasie cellulaire d’'un grand nombre d’'iohsle toxiques ou métabolites essentigdsleur
rétention et éventuellement leur libération dansysol, la vacuole est aussi impliquée dans le
turnover de nombreux éléments cellulaires (des protéinggujaux organites) ainsi que dans des
voies de biosynthese spécifiques. Ces fonctions tlieerses nécessitent la présence sur la
membrane vacuolaire (tonoplaste) de transportearmgitant la translocation des ions et des
meétabolites vers ou depuis la vacuole, et donpézificité, I'efficacité, et la capacité a étre uéss
sont trés variables. Deux types de transport péemted’assurer les flux métaboliques et ioniques a
travers le tonoplaste : le transport passif, indépat de toute forme d’énergie autre que le gradien
électro-chimique de I'élément transporté, et lagport actif, qui nécessite une dépense d’énergie
pour que le soluté suive un trajet thermodynamiceréndéfavorable. Concernant cette derniere
famille, I'énergie peut étre, dans le cas de lauoss sous forme d’ATP ou de PPi, qu’elle soit
utilisée de facon direct®ja leur hydrolyse, ou indirectda le gradient électrochimique qu’ils sont
capables de générer. Les fonctions vacuolaires nd@mées de ces transporteurs peuvent étre
réparties en trois grands groupes : (i) Le maintiedhoméostasie cellulaire de nombreux éléments
essentiels, (i) la régulation de plusieurs fonwsianétaboliques (anaboliques et cataboliques) dont
elle est le site privilegié ou exclusif, et enfiii)(la protection cellulaire contre divers stress
biotiques ou abiotiques.
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.2.1 - Maintien de 'homéostasie cellulaire

La vacuole végétale peut, dans certaines condjtimmsésenter jusqu’'a 90 % du volume
cellulaire total, le volume cytosolique correspamdalors a moins du dixieme de celui de la
vacuole. Cette particularité fait de la vacuole anganite adapté au maintient d’'une certaine
« inertie » ionique et métabolique dans le cytodalhs la mesure ou un faible flux moléculaire
entre ces deux compartiments permettra un ajustepnénis de la concentration du cytosol sans
influer de fagcon prononcée sur 'osmoticum de leuwade. Celle-ci est a ce titre un lieu privilége d
stockage d'ions inorganiques (HC&*, Na', CI, K*, NOs, Pi ...) et de molécules plus complexes
(carbohydrates, acides aminés, protéines ...), er@a$s stockage ou I'export de ces éléments en
fonction de leur concentration cytosolique et desons de la cellule.

[.2.1.1 - Homéostasie des micro-éléments essentiels

a) Régulation du pH par la vacuole

Parmi les ions transportés de facon active dansdaole, les protons (M constituent un
cas particulier puisqu’ils sont a l'origine de lasmen place d’'un gradient de pH de part et d’autre
du tonoplaste. Ce gradient contribue non seulemeagguler le pH cytosolique, mais également a
maintenir un environnement propre a la vacuolepHevacuolaire (pkd est généralement compris
entre 5,5 et 6,5, mais peut en quelques occasieseddre jusqu’a 2,5 (Mullat al, 1996). La
valeur du pH est le plus souvent régulée par les flux de potantravers du tonoplaste, bien que
la présence d’acides organiques dans la vacuoléat@naitrate) puisse en quelques occasions
influer de maniere prononcée sur le,pH

La balance entre I'entrée et la sortie des @dt assurée par plusieurs protéines. Deux
transporteurs sont en charge de l'influx des ptonne ATPase vacuolaire (V-ATPase), qui
hydrolyse I'ATP comme source d’énergie, et une pkasphatase (V-PPase) qui consomme du
pyrophosphate. Les contributions relatives de eex @nzymes dans I'établissement du gradient ne
sont pas connues, mais la densité de la PPasesarfece du tonoplaste est décrite pour étre
supérieure a celle de la V-ATPase (Maeshima, 20tg,deux pompes constituant, avec les TIP
(Tonoplast Intrinsic Proteiy les principales protéines de la membrane vaoeola

L’ATPase vacuolaire est un complexe de 400 a 758, kibmposé de 2 domaines : le
domaine catalytigue ) soluble et responsable de l'hydrolyse de I'ATP,lee domaine ¥
membranaire, qui permet la translocation des pso{@zeet al, 2002, Figure 1). Chacun de ces
domaines est un complexe macromoléculaire de Zipext pour Y et de 8 protéines pouriV
Chacune de ces protéines est représentée par ibadofmes (Szeet al, 2002, Figure 1). Son
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fonctionnement est comparable a celui de 'ATPaséyde F, localisée notamment a la membrane
interne des mitochondries et des chloroplastess msalon un principe inverse, I'ATP étant
consommeé pour générer le gradient. L'énergie chimiggsultant de I'hydrolyse de 'ATP est
convertie en énergie mécanique, matérialisée pantéion de la sous-unité;\par rapport a la
sous-unité Y (Imamuraet al, 2003). Ce changement de conformation force d®rsassage au
travers de la membrane, contre leur gradient decesdration, de 2 Hpar molécule d’ATP
hydrolysée (Kawasaki-Nislat al, 2003).

Sous-unité et fonction Nom zl-j:)”:ae)
ATP ADP + P,
Domaine catalytiqgue
A Sous unité catalytique de liaison a I'ATP VHA-A 65
B Sous unité non-catalytique de liaison a I'ATP HA/B 54
" C  Stabilité¢ du domaine VHA-C 42
D  Axe central, couplage VHA-D 29
E  Axe central ou périphérique VHA-E 26
F  Laison entre les domaines &t Vo VHA-F 14
croptsem G  Couplage entre les domaineset Vo VHA-G 12
H  Sous unité régulatrice VHA-H 50
Hen bl Canal a protons Vb
a  Couplage, assemblage VHA-a 89-95
}P Lumen ¢ Translocation des protons VHA-c 16
c” Translocation des protons VHA-c” 18
d  Assemblage et stabilité du domaing V VHA-d 40
D'aprés Szeet al, 2002 e VHA-e ~8

Figure 1: Structure de I’ATPase vacuolaire de plantee domaine soluble ;Vhydrolyse I'ATP, ce qui
permet le passage de protons a travers le domaigemémbranaire. La nomenclature des sous-unités
protéiques composant chacun des domaines est igigfllaprés Sze et al., 2002), ainsi que leur fonogt

leur taille.

Le second transporteur de protons participant &ablissement du gradient est la
pyrophosphatase, une protéine trés majoritaireadeatuole qui peut représenter de 1 a 10 % du
protéome tonoplastique (Red al, 1992). Clonée en 1992 (Sarafiahal, 1992), cette enzyme
n'est toutefois pas pleinement caractérisée aujouirét son substrat exact, MgPPi ou }®i, n'a
pas été identifié depuis que son activité strictenmeagnésium-dépendante a été mise en évidence
(Walker & Leigh, 1981). Cette pompe est inhibée fdgon réversible par le calcium &g
probablementvia la formation de CaPPi, un inhibiteur compétitiftgntiel. Le potassium est
également régulateur (activateur) de l'activitégpyrosphatase (Walker & Leigh, 1981 ; Davits
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al., 1991), certains travaux suggérant méme que kspioim lui-méme pourrait étre transporté en
méme temps que les protons par la V-PPase (Daves 1992).

L’instauration d’'un tel pH dans la vacuole est aesisle au fonctionnement de cet organite,
en particulier pour deux raisons : Il caractériseenvironnement particulier pour un grand nombre
d’enzymes vacuolaires, dont I'activité peut étnedment réduite, voire inhibée, dans un milieu plus
alcalin (Mayne & Kende, 1986 ; Caneital, 1987), de plus la pression électro-chimique edgsn
par le gradient de protons (aussi appelée Foraeiridotrice ou FPM) permet d’activer un certain
nombre de transporteurs secondaires, symports iporterselon qu’ils transportent dans le méme
sens ou dans des sens opposeés les protons eliEs sGes deux types de protéines sont d’ailleurs
les seules responsables de I'efflux deaHtravers le tonoplaste, et plusieurs d’entresetiet été
mises en évidence dans la vacuole : des sympors/MD (Blumwald & Poole, 1985a), SO/ H'
(Hive et al, 1995), glucose / H(Neuhaus, 2007), ou encore lactose’/ (Be, 2001), et des
antiports Na/ H" (Apse & Blumwald, 2007), G4/ H' (Szeet al, 2000), NQ / H' (De Angeliet
al., 2006) ou saccharose | KBriskin et al, 1985) par exemple.

b) Stockage d’ions inorganiques

Le stockage de divers ions dans la vacuole pelt pligsieurs implications : la régulation
de la concentration ionique cytosolique pour ajudeur disponibilité pour les activités
métaboliqgues ou pour contrebalancer un influx paligrement important dans le cytosol, la
régulation de la signalisation induite par certaifes ces ions (G4 par exemple), ou encore la
régulation de la turgescence de la vacuole, encpber dans les cellules de garde des stomates
(Wardet al, 1995).

Flowers proposait des 1975 que, chez les espetamrites au stress salin, I'excédant
cytosolique d’'ions pouvait étre accumulé dans leueke. Quelques années plus tard, il confirmait
son hypothése grace a I'analyse par microscopies<cdncentrations intracellulaires de’Nal” et
K* de coupes d8uaeda maritimaune chénopodiacée halophyte (Hajibagheri & Flsw&089) :
alors que les concentrations cytosoliques étaieniIB et 90 mM pour les ions Nat CI, les
concentrations vacuolaires atteignaient respecevem23 et 445 mM, démontrant la capacité de la
cellule & concentrer dans la vacuole les ions ex@@dtes. Des travaux similaires, conduits sur des
tabacs habitués au stress salin, ont égalementiabbabservation de concentrations vacuolaires
de 780 et 624 mM pour les ions Net CI contre des concentrations cytosoliques de 96 miy po
les deux (Binzekt al, 1988).

L’'observation de la disparition d’'un gradient detpns préétabli dans des vésicules de
tonoplaste lors de leur incubation dans une soludi® Nd (Blumwald & Poole, 1985b ; Garbarino
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& Dupont, 1989) a suggéré pour la premiére foigisence d’un antiport Na/ H*, probablement
impliqué dans la détoxication cytosoliqgue du*Ndne telle activité a ensuite pu étre confirmée
chez I'espéce halophyRlantago maritimaalors qu’elle est absente chelantago mediasensible
au NaCl (Staaét al, 1991), ce qui confirme que la résistance au aseedtaines especes exploite ce
type de transporteur (Fukueaal, 1998).

La concentration intra-vacuolaire en” @st également impliquée dans la régulation de
I'activité de transporteurs d’anions, et en patieue transport de phosphates et de nitrates{Pla
et al, 1994), la vacuole étant d’ailleurs décrite potre &ne site majeur de stockage du nitrate
(Granstedt & Huffaker, 1982). Les travaux de Plenal (1994) ont mis en évidence I'existence
d’'un transporteur de type uniport permettant lumflde nitrate dans la vacuole (grace au potentiel
électrochimique existant de part et d'autre du pbeste), I'efflux de N@ étant régulé par un
symport NQ / H" (Blumwald & Poole, 1985b).

Si chez les plantes le phosphate semble majoritainé vacuolaire (jusqu'a 95 %), des
travaux conduits sur la levure évoquent sa présdans la vacuole dans des proportions variables
(entre 15 % (Kulaewt al, 1999) et 100 % (Ureclet al, 1978) du pool cellulaire). De facon
surprenante, pourtant, aucun transporteur tonaglesin’a clairement été identifié a ce jour. Le
stockage vacuolaire du phosphate semble cependambrdial pour la croissance cellulaire en
carence de phosphate (Westenbatrgl, 1989), ce qui suggére que la vacuole est lepsitdégié,
sinon exclusif, de maintien de 'homéostasie calteldu phosphate.

Le soufre est un élément essentiel de la vie edliket il est principalement assimilé sous
forme de sulfate au niveau des racines. Lorsgstiea excés dans le milieu, et notamment dans le
sol, sa concentration cytosolique peut étre régdéplusieurs facons par la vacuole. La présence
sur le tonoplaste d’ATPases permettant le tranghoioufre vers la vacuole (Kaisetral, 1989)
permet notamment d’augmenter la concentration Jageode soufre d'un facteur 10 dans les
cellules de mésophile d’orge cultivées sur un miliehe en soufre. Une telle accumulation a pu
aussi étre observée sur des vacuoles isolées (Kaiisal, 1989), maintenues dans un milieu
concentré en soufre (3. Chez les coniféres, un symport du sulfate aee€&’, le K" ou le
Mg** a pu étre mis en évidence (Hirteal, 1995). De facon trés intéressante, 'augmentat®ia
concentration de soufre dans la vacuole condusgiausn rétrocontrole de I'assimilation du soufre
a travers la membrane plasmique (Cram, 1983), vésdrez la lentille d’eal.émna minoy ou la
carotte Daucus carota Cette régulation passe par 'augmentation deiVae de pompes d’efflux
plasmalemmique, jusqu’a atteindre un équilibre eemiflux et efflux du sulfate au niveau de la
membrane cellulaire, qui stabilise alors la con@gian cytosolique (Rennenberg, 1984).

Le sulfate vacuolaire peut ensuite étre libéré Versytosol en fonction des besoins de la
cellule. ChezArabidopsis deux transporteurs, de type SULTRA4, sont respesale I'efflux de
sulfate. Observés a la vacuole grace a des expésede fusion traductionnelle avec la GFP
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(Kataokaet al, 2004), SULTR4;1 et SULTR4;2 ont été clairemens em évidence pour leur role
essentiel dans 'homéostasie du soufre.

Une autre source importante de soufre dans laleadkt due a I'absorption par les feuilles
de dioxyde de soufre (SDgazeux, généralement présent & hauteur de 1 § b’ dans
I'atmosphére. L’hydratation du S@ans le cytosol conduit & la formation de HSGQ?® et H',
nocifs pour les fonctions métaboliques. La vacupémet de stocker le dioxyde de soufre
excédentaire, pour des plantes soumises a des rntmat@ns atmosphériques allant jusqu’a
140 pg / M (Kaiseret al, 1989). Le devenir du soufre provenant du, &nosphérique est ensuite
incertain, mais il semble qu’il soit majoritairemie@duit en sulfate, qui est alors stocké dans la
vacuole. Ce dernier est utilisé dans le chloroplasbmme précurseur dans la synthése de la
cystéine et il a été proposé que cet acide amingi, @ue la méthionine, constituent deux formes de
stockage du soufre (De, 2001).

Le calcium est un composant essentiel du réseaigdalisation cellulaire. Sa concentration
libre cytosolique est maintenue a un tres faibleeamu en absence de signal, inférieure au
micromolaire (100 a 350 nM ; Felle, 1989), alorsilqueut représenter jusqu'a 5 % de la masse
seche d'une plante (Broadle} al, 2003), sa concentration vacuolaire étant de f&mau milli-
molaire (1,5 a 2,3 mM; Felle, 1988). L'accumulatide ces ions dans la vacuole nécessite un
transport actif, assuré par 2 types de transpatedes ATPase de type P (Steal, 2000), et des
antiports C&' / H', appartenant a la famille CaxXtion eXchangerShigaki & Hirschi, 2006). Si
les ATPases présentent une plus haute affinité fgooalcium (K, = 0,2 a 1 uM) que les CaX
(Km ~ 10 uM), leurturnoverest décrit pour étre plus lent, ce qui suggérerdies différents pour
ces deux transporteurs dans le maintien et le liedainent des concentrations calciques
cytosoliques. A l'inverse de linflux vers la vadap la libération du calcium ne nécessite pas
d’énergie, et passe par au moins 4 transportelgsx canaux voltage-dépendants (VVCa et SV), et
deux canaux de typeligand-gated» (Sandergt al, 2002).

De facon surprenante, les canaux de type V\AZm((olar Voltage-gated G8 s'ouvrent
pour des potentiels de membrane positifs coté oltes notamment pour des potentiels compris
entre + 25 et + 40 mV (Johannes al, 1992). Ces valeurs sont en dessous des potedgels
membrane mesurés entre le tonoplaste et le cytasyur de + 50 mV c6té cytosol (Sze, 1985), et
compte tenu de la différence de concentration s ©&" entre ces deux compartiments, ce type
de régulation semble peu compatible avec le maintie 'homéostasie calcique cytosolique.
L'ouverture de ce transporteur est également aetpay le calcium, mais aussi inhibée par les
protons vacuolaires, susceptibles alors de comttéléermeture du canal en conditions normales,
mais non lors de la libération de Cadans le cytosol, ce qui pourrait I'impliquer dans
I'amplification d’un signal calcique existant, iaération de CZ faisant basculer le canal vers une
conformation ouverte.
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Les canaux de type S\&lpw-activating Vacuolarsont parmi les canaux ioniques les plus
connus de la vacuole, en particulier grace a llifieation d’'un membre de cette famille : TPC1
(Two Pore Chanel,IFuruichiet al, 2001). Ce transporteur est lui aussi activé @aalcium, mais
également par le magnésium (leeial, 1999), ce qui suppose la présence de deux stdaison
aux métaux : I'un, catalytique, spécifique du aateiet I'autre, activateur, acceptant le calcium ou
le magnésium avec des affinités comparables (deréodu millimolaire, Peiet al, 1999). A
linverse, certains métaux lourds @nNi?*) présentent une activité inhibitrice (Carpane@)3.

Ce transporteur est décrit pour étre le canal Us pbondant du tonoplaste, avec une densité de
'ordre de 1 protéine / umz2, et la perte d’efflldaque vacuolaire de type SV (réponse lente) chez
les mutantspcl (Peiteret al, 2005) suggéere qu'il est le seul de ce type Iséadiu tonoplaste.

On peut noter que plusieurs études conduites sweliules de gardes, dont I'ouverture et la
fermeture des stomates font intervenir le*’‘Caomme messager secondaire, montrent une
implication de I'inositol 1,4,5-triphosphate gIFDeWaldet al, 2001) et du cADP Ribose (cCADPR,
Grabov & Blatt, 1999) dans la libération de calciuers le cytosol. La caractérisation moléculaire
de tels transporteurs n’a toutefois pas encorecéiésée, et leur localisation tonoplastique njest
totalement avérée. Le calcium libéré pourrait detefvoir pour origine le réticulum endoplasmique
(Martinecet al, 2000 ; Navaziet al, 2001), des expériences de patch-clamp réalisgessuoles
isolées n'ayant pas permis de confirmer leur prés¢Rottosin & Schonknecht, 2007).

c) Stockage de lI'eau

La vacuole est le lieu principal de stockage dau’'dans la cellule végétale, et participe a ce
titre au maintien de la turgescence cellulaire. &gsaporines vacuolaires (TPonoplast Intrinsic
Protein) assurent toutefois un transport passif des m@écet c’'est grace a l'instauration d’'un
gradient de solutés de part et d’autre de la memebvacuolaire que I'eau y est accumulée. Les
cellules de garde sont, en particulier, soumisede afréquents changements de leur pression
osmotique, qui permettent l'ouverture et la fermetdes stomates. Si plusieurs mécanismes
participent a ce processus, c’est principalemedclimulation et le re-largage de solutés dans la
cellule qui induisent I'accumulation et le re-laggade I'eau, permettant respectivement I'ouverture
et la fermeture du stomate (Schroederal, 2001). La concentration cytosolique en calcium es
déterminante dans la transmission du signal, et @encipalement la concentration cellulaire en
potassium (K), qui permet de modifier la pression osmotiquejaic la turgescence des cellules
de garde. Il est toutefois intéressant de noterlgugradient ionique n’est pas le seul moyen de
régulation des flux d’eau a travers le tonoplaségtaines TIPo(-TIP) présentant une régulation de
leur activitévia la phosphorylation d’un site spécifique (Maueehl, 2008).
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[.2.1.2 - Stockage de molécules plus complexes

a) Les acides aminés

La présence d’acides aminés dans la vacuole estieaepuis longtemps (Martinoé al,
1981), et résulte de plusieurs processus. La dagioadde certaines protéines par des protéases est
notamment une source importante d'aminoacides dansacuole, mais Iidentification de
nombreux transporteurs tonoplastiques impliquéss daar translocation, dans un sens ou dans
l'autre, atteste du réle actif majeur de la vacutdes I’homéostasie de ces éléments au cours de la
vie cellulaire, et notamment de leur influx depléscytosol. Plusieurs études, conduites sur des
vacuoles de mésophylle d’'orge, ont abouti & la raisévidence de transporteurs de phénylalanine
(Homeyer & Schultz, 1988), d’alanine, de glutamide, leucine et de méthionine (Diett al,
1990), d’arginine et d’aspartate (Martin@tal, 1991), ou encore de glycine (Goerlach & Willms-
Hoff, 1992). D’'une maniére générale, et bien queate de partition des acides aminés entre le
cytosol et la vacuole dépende fortement de l'antitzaet de I'espece végétale considéres, leur
concentration vacuolaire (LCreste relativement faible comparée a leur comagoh cytosolique
(Co). Certains travaux mentionnent par exemple uneamnation totale vacuolaire inférieure a 2
mM contre 275 mM dans le cytosol (Wintetr al, 1993). D’autres travaux concluent a un rapport
CJ/C, de 41, 38 et 26 pour respectivement la glutanienglutamate et I'aspartate, dans les feuilles
d’épinard (Winteret al, 1994), confirmant la faible teneur en acides @&witde la vacuole.

De facon intéressante, la partition cytosol / véewbez la levure semble tres différentes, la
C, étant décrite pour étre bien supérieure a:lal€s travaux de Wiemken et Nurse (1973) font état
chez Candida d'un pool vacuolaire correspondant a 90 % du tatellulaire. Si, chez
Saccharomycegerevisae la concentration vacuolaire est également plupomante que la
concentration cytosolique (d’un facteur 20), I'aciglutamique, qui compte pour un tiers du total
d’acides aminés, est par contre quasiment absdatv@euole (Wiemken & Diirr, 1974).

b) Les sucres

Sur terre, les plantes supérieures produisent 4i0idms de tonnes de saccharose par an,
constituant la forme principale d’énergie et deboae dans la plante. Synthétisé dans les feuidles,
saccharose est ensuite véhiculé a travers la plaatée phloeme, et si dans certains cas la
concentration de saccharose vacuolaire est deslgérieure a celle du cytosol (betterave sucriere :
C.=76 mM, G =514 mM; Saftneret al, 1983), elle lui est souvent inférieure (orge :
C.=232mM, G =21 mM ; Winteret al, 1993, épinard : &= 53 mM, G =11 mM ; Winteret al,
1994). Il arrive alors que, si le saccharose necsimule pas dans la vacuole, certains hexoses s’y
concentrent (Preisset al, 1992 ; Heineket al, 1994).
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Le transport du saccharose a travers le tonopiaistetervenir des voies de transport passif
de simple diffusion (De Leost al, 1988), ou actif (Wilson & Lucas, 1987). Dans eriler cas
c’est un transporteur secondaire de type antigartisarose / Hqui assure la translocation (Thom
& Komor, 1984). Plusieurs publications suggerentdois I'existence d’'un transporteur d’hexoses
(glucose, fructose ...), qui expliquerait la présedeeces derniers dans la vacuole. En 1986, les
travaux de Thom et de Maretzki mettent en évidemoe accumulation de saccharose et de
saccharose-phosphate a l'intérieur de veésicule®mgplaste de canne a sucre incubées dans une
solution d’'UDP-glucose (Maretzki & Thom, 1986). @etobservation reprenait I'’hypothese,
formulée quelques années plus tét, d’'un complextemue de synthese et de translocation des
sucres enchéassé dans le tonoplaste (Browne & Cqob®i8d), dont I'activité sucrose-phosphate
synthase serait cytosolique et I'activité sucrosesphate phosphatase vacuolaire (Havekeal,
1987). Un tel processus a dailleurs pu étre comdirensuite sur des vacuoles de betterave rouge
(Vol3 & Weidner, 1988), avec I'identification deaétivités enzymatiques permettant la synthese et
le transfert du saccharose, ATP-dépendant, depuisytosol vers la vacuole. Toutefois aucun
mécanisme similaire n’a pu étre observé jusqu’dseme sur d’autres especes végétales, pour
lesquelles I'hypothése de transporteurs indépesddas mécanismes de synthése semble plus
probable (De, 2001). Plus récemment, un groupetiite chezArabidopsis thalianaine famille
de transporteurs tonoplastiques de monosaccharidppelée Tonoplast Monosaccharide
Transporter (TMT, Wormit et al, 2006), qui catalyse l'import de glucose et frsetadans la
vacuole via la force proton-motrice. Ces transporteurs sonteajour les seules protéines
responsables de l'influx d’oses dans la vacuolaatarisées d’'un point de vue moléculaire et
fonctionnel cheArabidopsis Les membres d’'une autre famille de protéinesytitiés chez I'orge
(HVSUT, Weschkeet al, 2000) etArabidopsis(AtSUT4, Weiseet al, 2000), agiraient plutét
comme symport saccharose 7, ldt participeraient donc a I'efflux, de la vacuots le cytosol, du
saccharose (Neuhaus, 2007).

c) Acides organiques

Plusieurs autres composés organiqgues sont stoehes ld vacuole, certains d’entre eux
participant a des processus meétaboliques cellsladmadamentaux. Parmi ceux-ci, des acides
organiques de plusieurs types peuvent étre idéstiflans la vacuole. Il s’agit soit d’acides
dicarboxyliques (oxalate, malate, ou tartrate ; Wemg1981), soit d’acide tricarboxylique (citrate,
Muller et al, 1996). Ces métabolites sont décrits comme étaguantité suffisante pour atteindre
parfois 50 % de la masse seche de certaines fgudteleur concentration vacuolaire peut étre
amplement supérieure a celle du cytosol (jusqu®iadans le cas de I'acide citrique ; De, 2001).

Leurs fonctions sont diverses : le citrate estlstatans les vacuoles des fruits du citronnier
et entraine une baisse du pH vacuolaire jusqu'avaleur de 2,5, et le malate peut participer au
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maintien de 'homéostasie cellulaire (contrdle aléurgescence par exemple) ou a la photosynthese
chez les plantes a métabolisme crassulacéen (pldatgype CAM). Chez celles-ci, le €6st fixé
durant la nuit par la phosphoénol-pyruvate carbasg| et stocké dans la vacuole sous forme
d’acide malique, apres l'action de la malate deshy@nase. De jour, les stomates se ferment pour
limiter les pertes d’eau et le malate vacuolaitdibéré dans le cytosol, ou il est transformé &3 C
+ pyruvate par I'enzyme malique NADP-dépendanterdplastique. Le C@est alors fixé par la
RuBisCO pour sa réduction en glyceraldehyde-3-patep

Le premier transporteur vacuolaire d’acides orgaesqa été identifié en 200&tDT,
Emmerlichet al, 2003) sur la base de son homologie avec un syni\@tacide dicarboxylique
humain localisé dans le rein. De fagon intéressaatecontrairement a son homologue de
mammifére AttDT semble transporter plus particulierement leateglet n’est pas énergisé par un
co-transport des acides organiques avec le soddums. récemment, un second transporteur a été
également identifieAtALMT9, Kovermannet al, 2007), ces deux protéines participant a l'influx
de malate dans la vacuole.

d) Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments souvent prédants les vacuoles des cellules des
pétales de fleurs, ou elles ont un réle attractgaur les insectes, quoiqu’elles puissent étre
egalement impliquées dans la protection celluleirgtre les UV (Moriet al, 2005). Non seulement
essentielles pour leur stockage, les vacuoles sgrnalissi étre le lieu de synthése des anthocyanes,
certaines activités ayant été suggerées pourdtoplastiques (De, 2001).

Le transport des anthocyanes a travers la membanmlaire peut étre le fait de plusieurs
mécanismes. Leur acylation dans le cytosol, pamei® permet leur prise en charge par un
transporteur (Hopp & Seitz, 1987), et une autrenforde transport, conjugués a un glutathion, a
aussi été mis en évidence (Mares al, 1995). Une fois dans la vacuole, le changement
conformationnel induit par le pH piege le pigmentileest alors fréquent que les anthocyanes
forment des structures denses globulaires, appey@e®plastes. Cette concentration particuliére de
pigments comprend également des protéines dont \gBR4& été décrite comme étant impliquée
dans la formation de ces cyanoplastes (N&twsd, 1997).

.2.2 - Implication de la vacuole dans des fonctions méiabes

[.2.2.1 - Anabolisme

Si le rble le mieux connu des vacuoles est le sipelou la dégradation, elles peuvent étre
également, en quelques occasions, le siege deaedifés activités de biosynthése, que ce soit a
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l'intérieur de la vacuole ou lors du passage detabodites a travers le tonoplaste (Browne &
Coombe, 1984). Ces processus de biosynthese vaeuaféectent des voies métaboliques tres
diverses.

La synthése du saccharose au niveau du tonoplaspartd du glucose-phosphate
cytosolique, évoquée précédemment, est un exengatvité anabolique reliée au tonoplaste. Des
invertases sont également présentes dans la vaeti@ssurent un équilibre entre les hexoses
(glucose, fructose) et le saccharose. Le métabeldes sucres est d’'ailleurs également représenté
dans la vacuole a travers la synthése de fructdakssque I'inuline), des polymeres de fructose
constituant une réserve de carbone (Kedteal, 1988).

La derniere étape de la synthése de I'éthyléngrtr gle I'acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxiligue, a également été observée dans laolaoiMayne & Kende, 1986). Une telle
localisation de I'étape ultime de la synthese d’hoamone est intéressante, et semble résulter de la
nécessité d’'un environnement particulier, optin@lmnxcette synthese. Les auteurs montrent en effet
gue, si la synthése d'éthylene a lieu dans desolesuntactes, la destruction du tonoplaste par
divers moyens (découplants ou congélation par el@rhibe cette activité, suggérant la nécessité
d’'un gradient ionique de part et d’autre de la memé. Cette hypothése est d’ailleurs soutenue par
'observation d’'un accroissement de la synthes¢hgléne avec I'augmentation du pH du milieu
d’incubation entre 5 et 7,5.

Un grand nombre de plantes, principalement desllEsrilesApocynaceadex. pervenche
de Madagascar), deSolanaceagex. tomate) et dePapaveraceadex. pavot), est capable de
produire et de stocker des alcaloides dans la V@cla pervenche de Madagasc@atharanthus
roseu$ a été particulierement étudiée pour sa capacigyrdhétiser plus de cent alcaloides
différents, dont certains ont une forte valeur piagologique (tels que la vinblastine un inhibiteur
de la polymérisation de la tubuline utilisé notamingans le traitement de cancers). Cette synthése
nécessite comme préecurseur le géraniol, produs taonhloroplaste, qui est transporté a l'intérieur
de la vacuole, ou vont se dérouler les premiemgseétde synthese conduisant a la production des
alcaloides. Le transport du géraniol est assuraiparprotéine de type cytochrome P450 liee a la
membrane, G10H (geraniol-10-hydroxylase, Meigr al, 1993), qui convertit également le
géraniol en 10-hydroxygéraniol. Ce dernier est gagrtansformeéyia plusieurs étapes vacuolaires,
en secologanine, qui est alors couplée a la tryipeumar une strictosidine synthase pour former la
strictosidine, le précurseur de tous les alcaloiddsliques. La suite du processus de synthése est
moins bien connue, et pourrait faire intervenir dapes cytosoliques et vacuolaires. La
strictosidine serait transportée vers le cytosaoleogroupement glucose serait €liminé, conduisant a
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la formation d’ajmalicine, ensuite ré-importée ddasvacuole (De, 2001). Elle y subirait alors
d’autres modifications, notamment sous I'actiorpdeoxydases (ajmalicin® serpentine).

Les alcaloides une fois synthétisés sont en régiérgle retenus dans la vacuole, leurs réles
dans la défense contre les pathogénes (Vazquez-Etoal, 2004) en faisant des molécules
potentiellement toxiques pour le métabolisme cailal Cette importance de la séquestration
vacuolaire des alcaloides a d'ailleurs été récenmmmnfirmée par I'observation de la formation de
nombreuses vacuoles dans des cellules en cultumeises a une exposition de quelques minutes a
de la cocaine (Yet al, 2008).

[.2.2.2 - Dégradation et recyclage des constituants cellg@sir

Surtout connue pour son réle dans les processusayelage et d’autophagie, la vacuole
présente effectivement un potentiel hydrolytiquepamant, incluant tout autant des activités
protéasiques et glycosidiques, relativement biemi@s dans la littérature, que des activités ge ty
estérases (phosphomonoésterases, phosphodiéstetrasgsylésterases) et nucléases (Aedl,
1989), probablement impliquées dans le turn-oves dembranes et dans celui des acides
nucléiques.

a) Activités protéasiques

Parmi les protéases cellulaires, les endopeptidsses décrites pour étre exclusivement
vacuolaires. Les aminopeptidases majoritairemeiaisojiques, peuvent aussi étre présentes dans la
vacuole. Comparées aux formes cytosoliques, lesidaspes vacuolaires présentent une grande
stabilité lorsqu’elles sont soumises a des attaguetolytiques, et sont capables de dégrader les
protéines du cytosol plus efficacement que leséasss cytosoliques (Carett al, 1987), ce qui
souligne leur role fondamental au cours des mécwmssd’'autophagie. Leur activité est toutefois
extrémement réguléeja leur dépendance a un pH optimum d’activité (Castual, 1987), mais
eégalemenvia la présence d’inhibiteurs de protéases dans laola¢Ryan, 1980).

Moriyasu et Tazawa (1988) furent parmi les premimnettre en évidence une activité
protéasiques a l'intérieur de la vacuole en rengsicpar perfusion, une partie du contenu de
vacuoles purifiés par une solution de BSA qui ediceement digéré apres 16 h d’incubation. Le
remplacement total et non plus partiel, de la foacsoluble ne permettant pas d’observer une
guelconque activité protéasique, les auteurs comia la présence de peptidases solubles, et non
associées a la membrane, dans les vacuoles (Moydsizawa, 1988). De facon tres intéressante,
ce type d’expérience mit également en évidencepbirtance de l'intégrité du tonoplaste pour cette
activité, aucune dégradation protéique n’étant oése lors de I'incubation de BSA dans une
suspension de vacuoles lysées (Canal, 1985).
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Les activités protéasiques de la vacuole intengahmlans le cadre de plusieurs fonctions
cellulaires. Elles sont par exemple impliquées dandégradation de protéines annormales, qui
peuvent étre spécifiguement dirigées vers la vacafih d'y étre recyclées. Un tel mécanisme a pu
étre mis en évidence suite a I'expression de pregéimutées, fonctionnelles ou non, dans des
cellules de plantes, redirigées vers la vacuolelgpanétabolisme cellulaire pour y étre dégradées
(Pueyoet al, 1995 ; Chang & Fink, 1995).

Les protéases vacuolaires peuvent également imierdans la maturation de certaines
protéines. Celles-ci, non fonctionnelles dans kesyl, deviennent actives apres maturation dans la
vacuole (phosphatase alcaline vacuolaire par exenmdaet al, 1995). A l'inverse, la vacuole
peut étre impliquée dans la régulation négativd'atgivité de certaines protéines a travers leur
dégradation, dans le cadre dwmnoverplus ou moins rapide (Canet al, 1985).

Quoique mis en évidence uniquement chez la levuneautre aspect particulierement
intéressant des activités protéasiques de la va@aoisiste en la régulation de la signalisatioerint
cellulaire (Chvatchkaet al, 1986). Certaines levures émettent en effet désoptones protéiques
(facteurs a et), qui se lient a des récepteurs plasmalemmiques. c@mplexes sont ensuite
internalisés puis transportés dans la vacuolesosoiht dégradeés.

b) Autophagie

L’autophagie est un processus particulier au caluguel des fractions entieres non
sélectives de cytosol, pouvant éventuellement iedlies organites, sont transférées dans la vacuole
pour y étre dégradées. Ce phénomeéne est connusdiemgitemps et fait partie des premieres
fonctions attribuées a la vacuole (Villiers, 196Ce processus peut avoir principalement deux
origines : une carence en éléments nutritifs caahiia un recyclage d’'une partie des éléments
cellulaires, ou une évolution de la cellule vers spécialisation.

Le phénomene d’autophagie lors d’'une carence caganpu étre mis en évidence suite a
I'observation par microscopie électronique d’'unedaégression du cytoplasme, associée a une
expansion de la vacuole, chez des cellules cultid@ms un milieu pauvre en carbone (Auleért
al., 1996). Ces mémes travaux montrent toutefois ‘@eévation des processus d’autophagie dans
la cellule ne dépend pas de la quantité de suacelfarose ou hexoses) disponible, mais plutdt de
la présence de substrats de la respiration (pyeustiglycérol en particulier) pour les fonctions
mitochondriales. L'importance de ces processus dang®ponse de la plante aux carences est
également soulignée par I'hypersensibilité de nistaffectés dans les mécanismes d’autophagie
(Atatg4adb-) lorsqu’ils sont cultives dans des conditions tanies en différents nutriments
(Basshanet al, 2006).
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L’autophagie prend des proportions extremes lordgueacuole est lysée dans le but de
libérer dans le cytosol les hydrolases qu’elle iemt ce qui conduit a la mort de la cellule. Ces
processus particuliers ont par exemple lieu lorkad#fférenciation cellulaire et ont été notamment
observés lors de la formation de cellules latie$érchez Euphorbia characias lors du
développement des cotylédons ou lors de la gaméésge(De, 2001 ; Basshagh al, 2006). Ce
phénomeéne est également a l'origine de la formadiorxyleme primaire, a partir des cellules du
meéristeme (Wodzicki & Humphreys, 1973). Dans umpeg temps, la cellule stoppe son activité
photosynthétique et commence a produire la parcorstaire. Elle augmente alors la synthése
d’enzymes hydrolytiques, DNase ou protéases aes@rotamment, qui sont stockées dans la
vacuole. Lorsque la consolidation de la paroi eshinée, la vacuole est lysée et I'ensemble des
enzymes libéré dans le cytosol.

On retrouve un processus identique lors de l'attmadu programme de mort cellulaire
induit par des pathogenes (réponse hypersensiBGle)mécanisme requiert la présence d’une
protéase particuliere-VPE (Vacuolar Processing Enzyeune protéase a cystéine comparable
aux caspases (intervenant dans le programme decelbraire chez les mammiferes). Lors d’'une
attaque par certains pathogenes, cette protéassumstprimée sous forme de préprotéine. Son
autolyse en proprotéine dans le cytosol permetabeumuler dans la vacuole, ou une nouvelle
maturation permet de l'activer. La vacuole estsalgsée et les protéases libérées (Seay & Dinesh-
Kumar, 2005).

.2.3 - Protection cellulaire

Le troisiéme réle principal de la vacuole tient slaa capacité a assurer la protection de la
cellule contre un grand nombre de toxiques. Ellengé non seulement de confiner ces éléments
loin des fonctions métaboliques principales, médles leéberge en outre des enzymes capables de
dégrader certains de ces toxiques et des métab(diteles organiques par exemple) qui participent
a la réduction du potentiel toxique de certainsokéstiques.

[.2.3.1 - Détoxication des xénobiotiques

Les xénobiotiques définissent les composés d’aiginthropique. De fagon générale, ils
désignent plus particulierement les drogues, pdsscou herbicides présents dans la nature et
auxquels peuvent étre soumis les organismes biplegi Chez les plantes, leur détoxication est
étroitement liée a la vacuole, qui intervient ddesr séquestration et éventuellement leur
dégradation. On peut définir trois phases dans rlicgssus conduisant a leur détoxication
(Ishikawa, 1992).

- 29 -



Synthése bibliographique

La phase d’activation (phase I) est cytosoliqudaitintervenir des enzymes et notamment
des cytochromes P450 (Barrett, 1995) catalysantydiation, la réduction ou I'hydrolyse du
xénobiotique. Cette étape a pour but d’ajouterdeuendre accessible, un groupement fonctionnel
permettant I'adjonction d’'un glucose, d’un glutatiiou d’un acide glucuronique (phase II).

Le conjugué résultant de la phase Il est généralemgmoins actif sur sa cible initiale, ii)
plus hydrophile, iii) moins mobile et, iv) plus fement transportable pour sa compartimentation.

L’élimination, ou la compartimentation, des conjagu(phase 1) est généralement
considérée comme [|'étape ultime dans le processysatection. Si le transport des molécules vers
'apoplaste est connu mais peu mentionné dansttiraiure, leur compartimentation dans la
vacuole a fait I'objet de plusieurs travaux. Lexamsport a travers le tonoplaste est assuré par des
protéines de type ATP Binding Casette (&ual, 1997), capables de prendre en charge un large
spectre de métabolites. Un méme transportatMRP2) est par exemple décrit pour étre capable
de transporter tout autant les conjugués du glatatiqgue les produits du catabolisme de la
chlorophylle (Luet al, 1998).

1.2.3.2 - Détoxication des espéces actives de I'oxygéne

Les especes actives de I'oxygene (EAO : peroxydgdibgene HO,, radical hydroxyle
OH, ion superoxyde © ion hydroxyle OH...) apparaissent dans la vie cellulaire suite &iplurs
facteurs (exposition aux UV, a certains métaux deuou a certains xénobiotiques) et leur
accumulation dans le cytosol est extrémement daoger pour la cellule. Particuliérement
nucléophiles, ils sont susceptibles de réagir awectrés grand nombre de métabolites, mais
également avec les membranes, induisant leur d@éstiu La production de telles molécules est
d’ailleurs un mécanisme de défense de la planttreaertains pathogenes, en tant que molécule
toxigue mais également en tant que composante daidade signalisation (Garcia-Bruggetrr al,
2006).

Outre le glutathion qui participe activement a &odication des EAO, la cellule végétale
bénéficie de plusieurs autres molécules intervedans la protection contre les EAO : ascorbate,
caroténoides ou flavonoides par exemple. Les flaid@s, en particulier, sont décrits pour étre en
forte proportion dans la vacuole. lls interviendrdi toutefois plus spécifiquement dans la
détoxication de I'HO,, suffisamment stable pour diffuser a travers lesntoranes. Certains travaux
suggerent méme une action conjointe d’'une peroxydasuolaire avec les flavonoides dans la
réduction du peroxyde d’hydrogéne (Yamasgtial, 1997).

[.2.3.3 - Compartimentation des métaux lourds

b

Un autre aspect du rble de la vacuole dans la grote cellulaire a travers la
compartimentation de divers toxiques est sa capaciséquestrer les métaux lourds (métaux de

-30 -



Synthése bibliographique

densité supérieure a 5g / YmOnN distingue généralement les métaux lourds tayaa activité
biologique (ZA*, CU* par exemple), de ceux n'en ayant pas, qui sonlusixement toxiques
(Hg**, Cd* par exemple). Cette notion de toxicité reste toigefortement dépendante de la
concentration considérée et la cellule végétalé fdtwment réguler la quantité d’'ions métalliques
libres dans le cytosol. L’excédent peut alors eétefiné dans la vacuole soit sous forme de sels
d’acides organiques (Krotgt al, 1989), soit lié a des molécules plus spécialisélass que les
phytates ou les phytochélatines (pour revue vant@ns, 2006).

Cet aspect du réle de la vacuole dans la détogitates métaux lourds, et en particulier
dans la détoxication du cadmium, sera plus dévélaans la suite de la synthese bibliographique.

Il - Le stress cadmium chez les plantes

L’industrialisation croissante de cette derniéreaidie est a I'origine de la libération dans
la nature de quantités toujours plus importantesndgaux lourds, et notament de cadmium (Cd).
Tous les écosystémes, aquatiques ou terrestres,tamhés, soit du fait d’'une contamination
directe (épandage d’engrais, exploitations miniergs soit suite a la libération dans 'atmospheére
des métaux\ia la combustion d’énergie fossile par exemple) quitsensuite disséminés. Les
concentrations en cadmium sont alors trés variagtlednscrivent dans un intervalle compris entre
0,04 et 35 uM (Sanita di Toppi & Gabrielli, 1998 plupart des sols présentant une concentration
en cadmium inférieure a 0,32 uM (correspondanat@oihdance naturelle de cet €élément). Une terre
est considérée comme modérément polluée si la ntratien en cadmium est comprise entre 0,32
MM et 1 uM. Dans la plante, le cadmium est exckmient toxique et affecte de nombreuses
fonctions physiologiques telles que la photosyrghsmétabolisme de I'azote ou I'assimilation de
nutriments (Sanita di Toppi & Gabrielli, 1999) put également étre a I'origine d’une dérégulation
de la balance hydrique (Poschenrieg¢ral, 1989), en particulievia son homologie avec le
calcium (dérégulation de I'ouverture des stomates)cadmium est également décrit pour étre a
I'origine de la production d’espéces actives deygene, bien qu'il ne participe pas directement a
leur formation, comme c’est le cas par exemple pewuivrevia les réactions de Fenton et/ ou
Haber-Weiss. Il est également susceptible de s@& FADN, et donc de modifier I'expression des
genes (Deckert, 2005).

Au-dela d’'une concentration de 1 uM le sol est itléomme fortement pollué, et pour les
cas extrémes, seules les especes végétales hypemndatrices peuvent se développer.
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1.1 - Entrée du cadmium dans la plante

Il n’est toutefois pas aisé de faire un parallélesla concentration des métaux lourds dans
le sol et leur concentration dans les végétaux.biocglisponibilité du métal est soumise a de
nombreux facteurs tels que le pH, la quantité detémes organiques, la température, ou encore la
concentration du sol en ions divers.

L’assimilation du cadmium par les plantes se faxclesivement par les racines
(concentration atmosphérique quasi nulle) et esirée par des transporteurs ioniques {ZReé*,

Cd* par exemple) suffisamment peu spécifiques poumptre au cadmium de s'y lier et d’étre
transporté. Une concentration importante de ceae¥és dans le sol contribuera, par compétition, a
limiter I'entrée du cadmium dans les racines (Clespe2006). Chez le blé, le transporteur de
calcium LCT1 Low-affinity Cation Transporter)la par exemple été caractérisé quant a sa capacité
a transporter le cadmium, sa surexpression enrsgdi@vures rendant ces dernieres hypersensibles
(Clemenset al, 1998). Le transport de cadmium par LCihlplanta n’a toutefois pas pu étre
confirmé. ChezArabidopsis si 'homologue de LCT1 n’'a pas été identifié, undre catégorie de
transporteurs de métaux (ZIZRT/IRT-like Proteip a été décrite pour étre la principale voie
d’assimilation du fer dans la plante (Curie & Bria003 ; Vertet al, 2002, Figure 2), et leur faible
spécificité les conduit a transporter égalementite, le manganese, le cobalt ou le cadmium
(Korshunovaet al, 1999). Ce n’est toutefois pas le cas de tousrgasporteurs de cette famille,
IRT2 ne transportant pas de cadmium en systemedéViertet al, 2001).

Une autre protéine de cette famille, IRT1, a étéemén évidence pour sa capacité a
transporter le cadmium (Korshunogtal, 1999). L’expression de IRT1 est induite par uaence
en fer (Connollyet al, 2002), ce qui confirme encore l'influence de tm@entration en métaux
autres que le cadmium sur son assimilation parldat@ Le transport du zinc par certaines
protéines (ZIP1, ZIP2 et ZIP3) a aussi été mordréroe étant partiellement inhibé par le cadmium
en systeme levure (Gro&t al, 1998), le transport du cadmium par des protéieetype ZIP ayant
été démontré chez les mammiferes (Dakbl, 2005). Ces résultats suggérent, la également, une
compétition entre les ions métalliques (dont lenaiakin) dans leur assimilation.

Si, d'une maniere générale, I'accumulation de cadmidans la plante semble résulter
exclusivement d’'un transport peu spécifique deét&mnent strictement toxique, on peut toutefois
mentionner I'existence d’'un écotype de I'especeemgrcumulatricd hlaspi caerulescen®&cotype
Ganges) présentant unyKelativement faible pour le cadmium (0,2 uM - Landd al, 2001)
associé & une assimilation du cadmium méme en kxgeés de Zfi. Les auteurs concluent &
'existence chez cette espece d'un transporteucifigpée du cadmium, seul exemple de la
littérature. Une deuxiéme particularité concermistence, chez la diatomée marirtealassiosira
weissflogij d’'une enzyme (anhydrase) contenant un site @egidix pour le cadmium (Lanet al,
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2005). Ceci représente l'unique cas d'un organigooer lequel la présence de cadmium
intracellulaire correspond a une réalité physiajogi qui pourrait expliquer I'existence dans le
vivant de transporteurs spécifiques de ce métal.

1.2 - Chélation des métaux, et plus particulierement duadmium, dans la

plante / Répartition tissulaire des ions métalligue

bY

La faculté des plantes a répartir les métaux lqunddamment entre les racines et les
feuilles, est liée a la nature du métal et a I'espeegétale considérée. Le cadmium a, plus que
I'arsenic par exemple, une certaine propensiorigdndre les feuilles, les fruits et les grainesgta
généralement les organes les moins exposes (Cle2@ds). C’est d'ailleurs cette distribution du
cadmium a traves les différents tissus de la plante conduit a son entrée dans la chaine
alimentaire (pour revue, voir Graet al, 2008) et expose les hommes a ses effets.

Chez certaines plantes (dites hyperaccumulatrices),capacité importante a concentrer le
métal dans les feuilles est associée a un phéndigypelérance, ce qui révele le caractére essentiel
de cette répartition dans la résistance contrmtggaux lourds.

[1.2.1 - Transport par le systéeme vasculaire

La capacité d'une plante a distribuer le cadmiumsddivers tissus, et ainsi a limiter son
accumulation au niveau des racines, dépend prilecEnt de sa capacité a utiliser le systeme
vasculaire comme vecteur de cette répartition. €node, conduite sur le blé et visant & comparer la
répartition du cadmium entre deux cultivars a m®nfu’'une concentration particulierement
importante du cadmium dans les graines de l'unétegypes était associée a une concentration
importante du cadmium dans le phloéme de ce méotgper(Harris & Taylor, 2004).

Cette mobilité des métaux a lintérieur de la pbargst fortement dépendante de
'environnement chimique des toxiques. La plantgpdse de chélatants, dont la synthese peut étre
modulée en fonction de la concentration intra-¢aite de métaux et capables de lier ces ions afin
de limiter leur réactivité dans la cellule et deemd contrdler leur dispersion.

Le chargement par le xyleme des métaux toxiquest @¢ne décomposé en trois
phases (Figure 2) :

- (i) la chélation de I'ion dans le cytosol des delturacinaires

- (ii) le transport des complexes ainsi formeés, oenéwellement de I'ion seul, a travers la

voie symplastique pour aboutir &
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- (iii) la libération de l'ion dans le xyleme.

f""""“l" HMW Vacudle HVUW — ?\
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Figure 2 : Principaux flux intra-cellulaires du cadmium, depa son entrée dans les cellules racinaires jusqga
libération dans le systéme vasculaitee cadmium entre par les racines via des transpostée métaux (ZIP) ou des
canaux calciques (LCT1). Une fois dans le cytdesl,ions métalliques en exces sont chélatés, laraatu ligand
déterminant le devenir du métal. Ce dernier pete &) exportévia la voie symplastique vers le systéme vasculaire

ou il est distribué a I'ensemble de la plante, danb(ii) stocké dans la vacuole. Le transport dessi passe
généralement par leur complexation a des molécatesidentifiées (X), bien que des ATPases de tyfleMA4)
puissent assurer une translocation des ions, soused non liée, délivrés par des complexes de diligat Une fois
dans le xyléeme, d’autres ligands peuvent éventuelte prendre le relais (Y = nicotianamine ou acdaiteique par
exemple). Dans le cas d’'une compartimentation Viaigo le cadmium peut traverser le tonoplaste sfuume non
liée, via un transporteur de type antiport €a/ H* (CAX2). L'accumulation du cadmium dans la vacupéeit
également passer par sa chélation, dans le cytpsolles phytochélatines (PC), des peptides détidarglutathion.
Les complexes PC-Cd ainsi formés, de faible poidééculaire (LMW) traverseraient le tonoplaste via u
transporteur non identifié (transporteur ABC ?), gurraient évoluer ensuite vers des formes de phwg poids
moléculaire (HMW), peut-étre suite a l'incorporatia@e soufre. Certains auteurs suggérent égalensefdrination
d’'autres complexes Cd-Z (Z = acides organiques).cbafinement du cadmium de cette maniére assurart
séquestration a long terme du toxique, et limitesai re-libération vers le cytosol, notamment g ¢ransporteurs
de métaux peu spécifiques tels que NRAMP3. D'dplérsens, 2006.

Plusieurs travaux mettent en évidence I'importasthedigand dans le transport des métaux
par le xyleme. Dans le cas du nickel, la présenaistiiine exogéne permet d’élever le taux de
transport du métal par le xyleme d’'un facteur 5@zcAlyssum montanunet plusieurs hyper-
accumulateurs de nickel répondent au stress nugtallpar une élévation de leur concentration
intra-cellulaire en histidine (Kramest al, 1996). De la méme maniere, d’autres travaux ont p

-34 -



Synthése bibliographique

montrer que la nicotianamine (Pieh al, 1994 ;Mariet al, 2006), I'acide citrique (Sendest al,
1995), ou les phytochélatines (Goagal, 2003 ;Chenret al, 2006) sont susceptible de lier des
meétaux pour en faciliter le transport xylémien neaissi phloémien.

Ces mécanismes de prise en charge d’'ions métalligaiele xyleme pour en assurer la distribution
a travers I'ensemble de la plante sont primordidams I'assimilation de métaux essentiels (Zn ou
Fe par exemple). Il est alors fort probable queélaartition des métaux exclusivement toxiques
comme le cadmium exploite ces mémes meécanismes &maeens, des travaux réalisés sur le blé
ont pu montrer qu’un exces de Zn dans le milieuitifutle la plante induit une diminution de la
répartition feuilles / racines du cadmium. A cerjaune ATPase de type P (HMAHKIgavy Metal
transporting ATPase )4 localisée a la membrane plasmique, a été idéatifpour sa capacité a
transporter les métaux lourds et pour son réle givtebdans la redirection des ions vers le systeme
vasculaire (Verregt al, 2004).

[1.2.2 - Distribution du cadmium dans la plante : cas paligc des trichomes

La distribution du cadmium a travers I'ensemble ldeplante permet entre autre de
multiplier les sites de stockage, notamment enuteancerne la séquestration vacuolaire du métal,
décrite plus loin. Mais elle peut également perraatie transporter le métal vers des sites depuis
lesquels il est possible de I'excréter. Ce typ@mbeEessus a, en particulier, été mis en évidenee ch
le tabac (Choet al, 2001). Les auteurs montrent en effet que desgptimtabac soumis a de fortes
concentrations de cadmium présentent une augnamtli nombre de leurs trichomes, des cellules
particulieres présentent sur les feuilles de aeetaiplantes. La fonction de ces trichomes varie
d'une plante a l'autre, et peut étre impliquée dandéfense contre les pathogénes aussi bien que
dans la diffusion du menthol chez le geRtentha Chez le tabac, elles sont notamment le siége de
la formation de sels de cadmium, solides, qui sdots excrétés. De facon trés intéressante, ce
mécanisme a pu également étre mis en évidencedesurmétaux essentiels, tels que le zinc, en
complexe avec des carbonates de calcium ou dessamidaniques (Sarret al, 2006).

1.3 - Mécanismes cellulaires de la détoxication du cadnul

Deux voies principales conduisent a la détoxicatiea ions métalliques excédentaires dans
le cytosol. La premiére, détaillée précédemmentples spécifique des cellules des racines, depuis
lesquelles les ions sont exportés le xyleme, vers les parties aériennes. La secoodgiste en un
confinement des ions toxiques dans la vacuole. €&rielr mécanisme a fait I'objet de hombreux
travaux, mais un certain nombre d’acteurs prot&ges particulier les transporteurs, restent a
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identifier. Il peut étre décomposé en trois phasetwipales : (i) la chélation des ions cytosoligjue
principalement par les phytochélatines, (ii) letanslocation dans la vacuole, et enfin (iii) leur
neutralisation.

[1.3.1 - Synthese des phytochélatines

[1.3.1.1 - Structure et occurrence des phytochhk&si

Les phytochélatines (PC) sont des peptides de fermGlu-Cys}-Gly, ou n est compris entre 2 et
11, généralement inférieur a 5 (Rauser, 1995). dbgaiht appelées métalothionéines de classe I,
elles sont synthétisées de maniere enzymatiquetia ga glutathion (Figure) et constituent une
composante essentielle de la tolérance au cadmiisgue des mutants affectés dans la synthése
des PC présentent un phénotype d’hypersensibilfiusieurs métaux lourds (€d Hgf*, Zr?*;
Howdenet al, 1995). La présence de nombreux thiols, portésgsacystéines, permet la chélation
de certains cations divalents, ce qui conduit,ecatitre, a diminuer la concentration de métause libr
dans le cytosol et de limiter leur grande réadiviEn conditions standards, la quantité de cuivre
libre dans une cellule de levure est, par exempiérieure, a 1 atome (Rast al, 1999). Ces
processus de chélation sont & eux seuls un fadeuolérance important, et certains travaux
mentionnent, pour des lignées surexprimant les gohgiatines, une augmentation de la
concentration en cadmium cellulaire, associée phémotype de résistance (Clemensl, 1999).

Ces peptides sont représentés de facon ubiquidains le regne végétal, des algues aux
dicotylédones, en passant par les monocotylédddasles retrouve également chez certaines
levures, notammen$chizosaccharomyces pomlmeais aussi chez le vé&aenorabditis elegans
(Vatamaniuket al, 2001). Toutefois, si la structure de base desgohglatines reste globalement
constante d’'une espece a l'autre, elle peut présentelques variations, notamment en ce qui
concerne l'acide aminé terminal, habituellement uglgcine (Gly), constituant alors les
isophytochélatines (Figure). Cet acide aminé peut étre remplacé par une reda@andida
glabrata- Rauser, 1995), une sérine (riz - Klaphetlal, 1994), ou un glutamate (mais - Meuwly
et al, 1995). De facon trés surprenante, de récentaurarealisés au laboratoire dans I'équipe ont
permis de mettre en évidence, chimbidopsis 'ensemble des isoformes de phytochélatines
connues (Sarrgt al, 2006 ; Ducruixet al, 2006).

[1.3.1.2 - Synthése des phytochélatines — indud®la synthése par le cadmium

Purifiée et caractérisée pour la premiére foisréirpde Silene cucubaluéGrill et al, 1989),
la phytochélatine synthase (PCS) catalyse l'adjonati’'un dipeptide [Glu-Cys], provenant d’'un
glutathion, sur un groupemeniQGlu-Cysh-Gly. La premiére isoforme caractérisée sur un plan
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moléculaire, PCS1, a été simultanément clonée gmuges indépendantes en 1999 (Vatamaniuk
et al, 1999 ; Clemenst al, 1999 ; Haet al, 1999). Plus tard, une seconde PCS, PCS2, a égalem
pu étre identifiée et clonée (Cazale & Clemens,120Cette derniére semble toutefois moins
déterminante dans la réponse au stress cadmiusayesgoression ne permettant pas de restaurer un
phénotype sauvage chez un mufacdl(Lee & Kang, 2005).

L’activité de la phytochélatine synthase, génénalet active sous forme oligomérique, est
strictement dépendante de la présence de métaexces dans le cytosol. Le cadmium est l'ion le
plus activateur, puis viennent, par potentiel diation décroissant, I'argent, le plomb, le zine, |
cuivre, le mercure et I'or (Cobbett, 2000). En 2086s travaux sur la PC@1Arabidopsispurifiee
ont montré que ce n'est toutefois pas une liaismactt du cadmium a un site spécifique de
'enzyme qui permet son activation, mais plutétdt&déduit du substrat, le glutathion, en thiokdg¢e
glutathion : Cd(GS)ou Zn(GS) par exemple (Vatamaniu al, 2000).

Si ce type de régulation est sans doute le prihoqale de contréle de la production des
phytochélatines au cours d’'un stress, des résutatgadictoires évoquent toutefois une possible
régulation transcriptionnelle de la PCS par le cdadm Alors que certains auteurs concluent a une
constance de I'expression de PCS1, méme au counssifess (Cobbett, 2000), des expériences
d’analyse transcriptomique sur puce a ADN montrere augmentation transitoire de la quantité
d’ARNmM codant pour PCS1 pour les temps courts diskn au cadmium (Herbetet al, 2006).

Figure 3: Synthése des phytochélatines et des isophytochélat (A) : Le

| oSt |/~ Glu . s 3

; i glutathion est synthétisé a partir de la cystei@gq), du glutamate (Glu) et de
E yGlu-Cys i la glycine (Gly) sous les actions successives dag dnzymes GSH1 et GSH2.
Glutathion csia| ~0 La phytochélatine synthase catalyse ensuite I'adtjon d'une sous-unité
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: Phytochélatine synthase (PCS) b L . . .

; \ v i isophytochélatines (IsoPC) apparaissent. Cellesanit des PC dont l'acide

E F Gly  aminé terminal n’est pas une glycine mais une alarfila), une sérine (Ser),
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o [yGlu-CyskGly ' connue chezArabidopsis et pourrait résulter, comme c'est le cas chez

frmmmmmmmmmmmemeeeeeeeeeo—._.. Ordeum de la synthése d'Isoglutathion, GSH2 catalysdajolit d’une
1 (B) IsoPhytochélatines (IsoPC)
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11.3.1.3 - Conditions limitantes de la synthése plegtochélatines

La synthése des phytochélatines dérive de celle gtliathion, une seule étape
supplémentaire, éventuellement réitérée un cenambre de fois, permettant la synthése dg &@C
partir de PG, et d’'une nouvelle molécule de glutathion. La caggade la plante a augmenter la
guantité de PC cytosoligue est donc strictemeneidgnte de la quantité de glutathion disponible,
et par conséquent des quantités de chacun desatiioies aminés le composant : la cystéine, le
glutamate et la glycine.

a) Régulation de la voie d’assimilation du soufre |dign stress cadmium

La cystéine est un acide aminé soufré qui suppartenction thiol (-SH) indispensable au
potentiel de chélation du glutathion et des phyétatimes. La disponibilité du soufre et sa
réduction, qui a lieu principalement dans le chiteiste (Buchneet al, 2004), est doncyia la
production de cystéine, un facteur limitant impottde la production des phytochélatines.

Ce phénomene a été clairement mis en évidence sauitkes expériences d’analyse
d’expression génique sur puce a ADN (Herbedteal, 2006). Une exposition de plantules
d’Arabidopsisau cadmium conduit a une induction de I'accumaiatiie soufre dans la plante,
corrélée a une augmentation de I'expression deieuitss transporteurs de sulfatS8ULTR1;),
localisés au niveau des racines. D’autres transpis;t tels qusSULTR2;1 localisé au niveau du
systeme vasculaire racinaire (Takahasthal, 2000) ouSULTR4;1 localisé au tonoplaste pour le
transport du sulfate vacuolaire vers le cytosot ggalement induits par le cadmium.

Une étape importante dans I'assimilation du soafreonduisant a la synthese de cystéine
est la réduction du sulfate. Celle-ci est réalisge3 étapes, aboutissant a la synthése de sulfure
d’hydrogene (HS) directement utilisé par la cystéine synthasetteCeduction est catalysée
successivement par une ATP sulphurylase, une AR t&Ese, et une sulfite réductase. Les travaux
réalisés par Herbett al. (2006) mettent en évidence, dans les racinegjugtion de I'expression
de l'une des 4 ATP sulfurylase (At3g22890), et dedes 4 APS réductases (At1g62180,
At4g04610) identifiees cheArabidospsis Conjointement a cette augmentation des activités
d’assimilation et de réduction du sulfate, on obseune redirection tres claire de la voie
d’assimilation du soufre vers la synthese de cyst€Barryet al, 2006), au détriment de celle des
glucosinolates. Ces métabolites secondaires, ingdiglans la défense contre les pathogénes et les
herbivores, constituent en effet un pool importdat soufre réduit. Leur synthése, a partir de
certains acides aminés (et notamment la cystéindlndenosine 5’-phosphosulfate, est fortement
réprimée lors d’'un stress cadmium (Figure 4) cepgumet d’augmenter le flux métabolique vers la
synthése de cystéine puis ¢g&lu-Cys, premiéres étapes de la synthése du giomathl est
intéressant de noter que cette régulation de ld/aissimilation du soufre est tres semblable la cel
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observée lors d’'une carence en soufre, en ce aquiecoe le métabolisme des glucosinolates par
exemple (Hiraket al, 2004), ou I'induction des transporte@9LTR1;1let SULTR2;1(Takahashet
al., 2000).

b) Importance de la disponibilité en glycine lorssttess

Au cours de la premiére étape de la synthése dathion, leyGlu-Cys formé est pris en
charge par la glutathione synthase (GSH2), quiyssd’ajout d’une glycine (Gly) pour former le
glutathion (Figure 3). Des travaux menés par I'pguiSarryet al, 2006 ; Ducruixet al, 2006) ont
montré que, lors d’une exposition au cadmium, lantgité de glutathion présente dans des cellules
en culture décroit de facon dramatique, dés lesartmations les plus faible (5 uM). En paralléede, |
guantité de PC augmente, de méme que celle de€isofhomoPC) et des isoRE Cette
induction est proportionnelle a la dose de cadmiutaquelle sont exposées les cellules, et révéle
une apparition échelonnées des difféerentes isofarnhes PC sont détectées, quoique trés
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Figure 4 : Régulation de I'expression génique des enzymesligoges dans I'assimilation du soufre dans les
racines de plantules d’Arabidopsis thaliana exposéeun stress cadmiuni.es ARNm des plantules exposées a 0, 5
et 50 uM de cadmium pendant 2, 6 et 30h ont étdidéds a des puces CATMA (Complete Arabidopsis
Transcriptome MicroArray), et les rapports d’exps@s (Traité vs. Controle) de 24.576 génes mesl@sigure
indique les valeurs obtenues pour certains gemapligués dans la voie d'assimilation du soufre éhandant a
I'exposition au cadmium (les génes dont I'exprassst stable ne sont pas figurés). Le chiffre epaeenthése
indique le nombre total d’enzymes catalysant lactiém considéréeD’apres Herbette et al. (2006)
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faiblement, méme en absence de cadmium, alorsepuédmoPC ne sont observées qu’a partir
d’'une exposition a 5 uM Cd, et que les isgR@soPGn, et isoPGy, ne sont mesurées qu’a partir
d’'une exposition a 200 uM Cd (Saryal, 2006 ; Ducruixet al, 2006).

Ces analyses ont également mis en évidence, pswolecentrations fortes d’exposition
(200 uM Cd), une augmentation significative dedargité deyGlu-Cys. Cette observation suggere
une limitation importante de la synthése de glidattdans sa derniére étape, due a une faible
disponibilité en glycine. Ce phénomene pourraitligxer I'apparition des isoformes des PC, qui
seraient alors produites a partir d’isoGlutathi@u¢Cys-Ala, Glu-Cys-Ser, Glu-Cys-GIn ...). La
production d’homoPC a d’ailleurs été précédemmentétée a la production d’homoglutathion
chez plusieurs especes (Rauser, 1995).

Cette hypothese a été testée par I'ajout de glyekugene dans le milieu de culture des
cellules lors d’'une exposition au cadmium. Si ceti@érience a bien conduit & un retard de
I'apparition du pic deGlu-Cys et entraine une augmentation de la quasieiteC, elle a également,
conduit & une augmentation de 'ensemble des ig@RICruix et al, 2006). Ces résultats indiquent
gue, si la quantité de glycine disponible est d¢iffement un facteur limitant de la synthese des PC,
ce n'est pas une carence en cet acide aminé qailastgine de I'apparition des isoformes RC
PGser PGoin et PGy. Cette observation renvoie a I'hypothése seloudle la phytochélatine
synthase posséderait des affinités différentes mms$r substrats au niveau du site accepteur
(accueillant la PE4) et du site donneur d&lu-Cys (Overet al, 2002). Pour la synthése de Ple
site accepteur serait capable d'utiliser un lafggce de substrats (GSH, PCmais aussi iSoGSH
et isoPG.1), alors que le site donneur @&lu-Cys serait plus spécifique du GSH que de ses
isoformes.

[1.3.2 - Compartimentation des métaux lourds dans la vacuole

[1.3.2.1 - Transporteurs tonoplastiques responsside I'influx de Cd

Les mécanismes succédant a la chélation cytosoligueadmium, en particulier par les
phytochélatines, sont relativement mieux connug cleetaines levures que chez les végétaux. Chez
ces levures, les complexes PC-Cd formés dans lesalytlou bien (GSLd dans le cas de
Saccharomyces cerevisjagui ne produit pas de PC) sont transloqués dansatuoleyvia une
protéine de type ATP Binding Cassette (ABC). Cagpmrteur, YCF1Yeast Cadmium Factor) 1
chez Saccharomyces cerevisidei et al, 1997) ou HMT1Heavy (Metal Transporter)lchez
Schizosaccharomyces pom{@rtiz et al, 1992), a été caractérisé pour son réle primodhals la
résistance au cadmium, des levures mutées pour poegines présentant un phénotype
d’hypersensibilité au cadmium (Szczypitaal, 1994).

- 40 -



Synthése bibliographique

En dépit de travaux visant a l'identifier (Bowett al, 2005), un tel transporteur n’a jamais
été caractérisé chez les plantes. Toutefois, Imctation conjointe de phytochélatines et de
cadmium dans la vacuole lors d’'un stress a étdiét@fogeli-Lange & Wagner, 1990), bien que
leur transport a travers le tonoplaste sous foremeatinplexes PC-Cd n’ait jamais pu étre confirmé.
Le réle de la vacuole dans la protection cellulawatre le cadmium n’est donc pas remis en cause,
les auteurs mesurant dans des vacuoles purifiégstdbté du cadmium et des phytochélatines
présents dans les cellules. Si le transport du wadmeous forme de complexes PC-Cd n’a jamais
été clairement établi chez les plantes, d’autrassporteurs tonoplastiques, a linverse, ont été
caractérisés pour leur implication dans la ségatstr vacuolaire du cadmium. En particulier, une
activité de type antiport GdH* a pu étre détectée dans des fractions microsond@escine
d’avoine (Salt & Wagner, 1993), et il a alors éuggéré qu'un transporteur €41" vacuolaire
puisse catalyser la translocation du*Cdeux antiports Ca/H" ont été localisés & la membrane
vacuolaire, CAX1, de relativement haute affinitg,(K 13,1 uM), et CAX2, de plus basse affinité
(Km > 100 pM) (Hirschiet al, 1996). Les auteurs proposerent alors que CAX2responsable de
transport C8/H*, ce qui fut confirmé plus tard (Koren'ket al, 2007; Korenko\et al, 2007b).

[1.3.2.2 - Devenir du cadmium vacuolaire

L’'une des formes de stabilisation du cadmium vaau®lpourrait consister en une chélation
des ions par des acides organiques tels que keitfoxalate ou le malate. Cette hypothese,
proposée a l'origine pour expliquer la compartimaéion vacuolaire du Zn (Mathys, 1977), fut
reprise plus tard pour le cadmium (Kragg al, 1989) sans toutefois étre démontrée. Un travail
original de simulation informatique de la spéciatidu cadmium cellulaire (Wangt al, 1991)
suggere une répartition du Cd entre des ligand&igies (PC) et des ligands de type acides
organiques (AO) dépendante de la concentrationcert@n soufre, et du pH du milieu considéré.
Les auteurs concluent a une prédominance des crespl®C-Cd pour les plus hautes
concentrations en cadmium (de l'ordre du micromelaau millimollaire), alors que pour des
concentrations nanomolaires les complexes AO-Cds(ue exclusivement citrate-Cd) seraient
majoritaires.

Des extraits obtenus a partir 8e pombeexposés a du cadmium contiennent deux types de
complexes PC-Cd, résolus par gel-filtration : demglexes de faible poids moléculaire (LMW,
Low Molecular Weight comprenant essentiellement des, lBCdes Pg; et d’autres de haut poids
moléculaire (HMW,Heavy Molecular Weight Ces derniers sont toutefois absents des soutshes
levureshmtl (transporteur vacuolaire des complexes phytodhélsicadmium, Wt al, 1995), ce
qui suggere que la translocation dans la vacudecdmplexes PC-Cd est essentielle a la formation
des complexes de haut poids moléculaires. L'exitgtale ces deux types de complexes est moins
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claire chez les plantes, bien gu’ils aient pu ésolus chez plusieurs espéces végétales (Rauser,
1995).

La modification de ces complexes d'un faible venshaut poids moléculaire permettrait,
d'une part, de diminuer le pouvoir osmotique desléndes séquestrées, mais également
d’augmenter la stabilité des complexes, notammemt Ijmcorporation de soufre. Ce type de
structure, associant le cadmium, les phytochélatieele soufre, est observé chez les levures
(Dameronet al, 1989) comme chez les plantes (Rauser, 1995)apport $/Cd semble différent
d’'une espéce a l'autre, et s'il est généralementpeis entre 0,15 et 0,40, il peut aller jusqu’a 1.
L’évolution vers une équimolarité entre le soufréeecadmium dans ces structures entraine alors la
cristalisation, et donc la précipitation, de pateés de sulfure de cadmium (CdS). Celles-ci,
retrouvées chez les levures comme chez les pléReeseet al, 1992), sont encore associées a des
phytochélatines et constitueraient la forme dekstge privilégiée du cadmium dans la vacuole.

Il - Obijectifs de la thése

Il ressort de la synthése présentée sur la vamdglétale que, si les fonctions métaboliques
associées a cet organite sont relativement biemitecdans la littérature, peu de protéines
impliquées dans ces mécanismes sont identifiéegragome vacuolaire représentant moins de
1 % du total protéique cellulaire et la purificatide ces organites étant relativement délicate, ce
n’est que récemment que des analyses protéomiguéssur cet organite ont été mises en place
(Szponarsket al, 2004 ; Shimaokat al, 2004 ; Carteet al, 2004 ; Endleet al, 2006 ; Schmidt
et al, 2007). Cette faible connaissance du protéomeolaicae est probablement a l'origine du
manque d’information concernant les mécanismestdaestration vacuolaire du cadmium. Si les
étapes cytosoliques ont été identifiees, cellediguant directement la vacuole (transport au trawver
du tonoplaste et prise en charge des ions su@erdrinslocation) restent a déterminer.

Dans le but d’identifier les protéines a I'origimacuolaires impliquées dans la lutte contre
le cadmium, mon travail de these a consisté dangramier temps a proposer une méthode
d’isolement de vacuoles, dont jai pu verifier 8étde pureté. Dans un second temps, nous avons
initié une analyse protéomique de ces organitesgeatrométrie de masse, en collaboration avec le
Laboratoire d’Etude de la Dynamique des ProtéoGes.analyses avaient non seulement pour but
d’établir une liste des protéines vacuolaires lasptxhaustive possible, exposée dans le premier
chapitre, mais également de mettre en place dds etides méthodes d’analyse destinés a suivre
I'évolution qualitative et quantitative du protéante deuxieme chapitre détaille les cartographies
protéiques réalisées par IEF / SDS-PAGE et BluaeviaPAGE, qui devraient constituer une
référence pour le suivi de I'évolution des protéinacuolaires lors d’'un stress. L'ensemble de ces
données a pu étre ensuite exploité afin d’'idemtiians des analyses préliminaires, des candidats
aux fonctions étudiées. Le chapire Il présenttaliération d’'une base de données informatique
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destinée a réaliser cette étude, et l'identificatitun acteur potentiel de la signalisation celhgla
engagée lors d’'un stress provoqué par la cadmium.
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Matériels et Méthodes

I Biologie cellulaire

[.1 - Matériel Végétal

[.1.1 - Cellules en culture liguide Arabidopsis thaliana

L’étude protéomique a été réalisée sur des vacuddegellules de méristeme foliaire
d’Arabidopsis thalianavar. Columbia. Ces cellules sont maintenues dans ureuntie culture
liquide Murashige & Skoog (poudre basal medium gn&i, ref. M5519 - 0,44 % [p/ V],
saccharose 3% [p/v]; 2-4 D (acide 2,4- dichitwnoxyacétique) 0,02 g'L K;HPO, 0,3 M;
NaHPO, 30 mM; pH 5,5), dans des erlenmeyers de 250 riés Bont repiquées tous les 7 jours a
raison de 5 mL de cellules (sédimentées par cagaifon a 85 g, 5 min) dans 100 mL de milieu, et
placées sous agitation (135 rpm) & 22°C, en luntiénstante (35 pmoles de photorié.g1).

[.1.2 - Culturesin vitro

Les expériences visant a étudier linfluence de dancentration endogéne en
brassinostéroides sur la tolérance au cadmiuknattidopsis thalianant été réalisées sur de jeunes
plantules cultiveem vitro sur milieu nutritif gélosé. Les graine&rébidopsis thalianavar. Col-0)
sont stérilisées dans la solution de compositiovasite : Javel 15 % [v / v], Triton X-100 0,01 %
[v/v]. Elles sont ensuite semées dans des bdke®étri, sur un milieu ¥2 MS (poudre basal
medium (Sigma, ref. M0404) 0,22 % [p /v]; saacdsa 0,5% [p/v]; MES 0,05% [p/vV]; pH
5,7 ; Agar 0,8 % [p/V]), et les boites sont saedl avec du sparadrap. Apres 4 jours en chambre
froide pour synchroniser la germination des graitessboites sont placées en phytotron, sous 16 h
de jour (120 pE.fAs?, 56 % d’humidité, 21°C) et 8 h de nuit (56 % d'Hdité, 20°C). Pour
évaluer I'impact d’'un élément sur la croissance mlastules, celles-ci sont mises a germer 4 ou 7
jours sur un milieu standard, puis transféréesisunilieu de composition identique contenant le ou
les élément(s) a tester (CdBlCsigma, ref. 247510 ; EpiBrassinolide : sigmaf. rE1641 ;
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Brassinazole : TCI, ref. B2829). Les concentratiutdisées sont mentionnées dans la partie
résultats. Les plantules de 10 jours, ayant étésgs 6 jours, sont prélevées pour étre analysées.

.2 - Purification de vacuoles de cellules en culture Arabidopsis thaliana

[.2.1 - Préparation de protoplastes

La premiére étape consiste a préparer des proteplasgartir de cellules. Pour ce faire, les
cellules sont prélevées en phase exponentielleralssance (5 jours aprés repiquage), rincées a
'eau et séchées sur papier filtre a I'aide d’'ur@mpe a vide. Les cellules (environ 18 g) sont
ensuite incubées 2 h dans un cristallisoir a 3@8%0s agitation (70 rpm), en présence de 20 mL de
milieu de digestion (Mannitol 0,6 M; MES 25 mM; Gehse 2 % [p / v]; Pectolyase 0,5 % [p / v];
pH 5,5). La suspension est ensduite filtrée surtoile a bluter de 52 um de vide de maille afin de
retenir les cellules, en agrégats, tandis quera®plastes passent a travers. Le filtrat est ifagé
1 min & 1270 g et le surnageant éliminé. Le calotntenant les protoplastes, est remis délicatement
en suspension dans un tampon de rincage (MannifoMQ Tris-HCI 10 mM ; MES 15 mM ;
pH 7). Aprés une nouvelle concentration par cargafion, les protoplastes peuvent étre observés
au microscope et comptés sur lame de Malassezoirbne de protoplastes ainsi obtenu est de
9510° (+ 1310°) par gramme de cellules.

1.2.2 - Isolement de vacuoldméthode adaptée de Frangteal, 2002)

.2.2.1 - Méthode 1

La rupture ménageée des protoplastes est ensusietefe de facon a préserver les vacuoles.
Les protoplastes sont dilués trois fois dans uiemnifle lyse (milieu A : mannitol 0,2 M; ficoll 10 %
[p/Vv]; EDTA 20 mM; HEPES-KOH 5 mM (pH 8); préchédia 42°C) et 'ensemble est maintenu
a 25°C pendant 15 min. Les vacuoles sont alorsfi@esi sur un gradient discontinu de Ficoll
composeé de trois couches. Dans un tube de cerdttifugde 40 mL (tube SS34, Sorvall), on place
successivement un volume de protoplastes lység,\a#umes d’un mélange 1:2 [v:v] des milieux
A et B (milieu B : bétaine 0,4 M ; KCl 30 mM ; HEBEKOH 20 mM ; pH 7,5), et un volume de
milieu B. Ce gradient est alors centrifugé 20 mirl%00 g et les vacuoles sont prélevées a
linterphase des milieux A+B et B. Apres additioe dhilieu B (10 % du volume prélevé), la
suspension est centrifugée (1800 g pendant 20 omie) derniére fois afin de concentrer les
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vacuoles. Le surnageant est éliminé et le culotu(5@&n moyenne), composé des organites, est
délicatement prélevé.

1.2.2.2 - Méthode 2

Apres la lyse des protoplastes, la suspensionl@astgen premiere couche d’un gradient de
trois couches 7,5 % - 5 % - 0 % de Ficoll (la caugttermédiaire est composée d’'un mélange 1:1
[v:v] des milieux A et B). Apres centrifugation @%g, 20 min, 4°C) les vacuoles sont récoltées a
l'interphase des milieux A+B et B, puis diluées xléois dans un milieu de composition identique
(mélange 1:1 [v:v] des milieux A et B) supplémeat&c 5 % [p / v] de Ficoll (concentration finale
de 10 % de Ficoll). Cette suspension (1 volume)eastite placée dans un tube (SS34, Sorvall),
puis recouverte de 2 volumes d'un mélange 1:2 [d&§ milieu A et B (3,3 % de Ficoll), et de
1 volume de milieu B. Le gradient est centrifugéQQg, 20 min, 4°C), et les vacuoles purifiees
sont récoltées a l'interphase des milieux A+B epiis sont concentrées et récoltées comme décrit
précédemment.

.3 - Préparation de fractions enrichies en cytosol

La lyse ménagée des protoplastes, qui liberens ddsrvacuoles qu’ils contiennent, permet
également de préserver I'ensemble des organités clule. Le lysat cellulaire placé en premiere
couche du gradient de purification contient domtreeautres, le cytosol cellulaire, peu contaminé
par les protéines des matrices des différents degar(mitochondries ou chloroplastes par
exemple). Aprés centrifugation, les organites dsatycellulaire sont majoritairement sédimentés
tandis que les protoplastes sont remontés paaiiott, ce qui permet de recueillir une fraction
fortement enrichie en cytosol. Celle-ci est aloeatdfugée (15 min, 20 00§) pour éliminer les
éventuels organites restants, puis une derniérgifogation a haute vitesse (30 min, 100 Qf)0
sépare de la fraction cytosolique soluble d’évdstdébris membranaires résultant de la lyse du
plasmalemme.
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Il - Technigues biochimiques

1.1 - Séparation d’échantillons protéigues par électrophiese

[1.1.1 - Seéparation des protéines par électrophorese sdegalyacrylamide en

conditions dénaturantes

[1.1.1.1 - Electrophorése en une dimension (SD3GP)

Les échantillons protéiques sont solubilisés pauffage (a 90°C, pendant 90 s) dans un
milieu dénaturant et réducteur (glycérol 10% [p®JfT 100 mM; bleu de bromophénol 0,002%
[p/v]; Tris-HCI 0,05 M; pH 6,8)Quinze a cinquante microgrammes de protéines sepuses par
puits. Les gels sont constitués d’'une premieréegdite de concentration (acrylamide 5 % [p / v],
pH 6,8), et dune seconde dite de résolution (aomde 12% |[p/v], pH 8,8). Le
tampon d’électrophorése est constitué de glycine il; SDS 0,1 % [p/v]; Tris-HCI 25 mM
(pH 7,3). L’électrophorése se déroule a tempéraarkiante a un voltage de 60 V pendant 20 min,
puis de 150 V pendant environ 40 min. Les protéimiesi séparées en fonction de leur masse
moléculaire peuvent ensuite étre révélées par atdbor ou transférées sur membrane

[1.1.1.2 - Electrophorese en deux dimensions (lE3DS-PAGE)

Les cartographies protéiques par électrophorésanéigionnelle ont été réalisées en
collaboration avec Thierry Rabilloud (Laboratoird®8®, CEA - Grenoble). Les protéines sont
séparées en fonction de leur point isoélectriquea@us de la premiere dimension (focalisation
isoélectrique, ou IEF) puis en fonction de leur seasnoléculaire au cours de la deuxieme
dimension. Cent soixante quinze microgrammes dé&éimes (vacuolaires ou cytosoliques) sont
solubilisés dans 400 uL d'une solution de compmsiti urée 7 M; thiourée 2 M; CHAPS 4 %
[p/Vv]; DTT 20 mM et ampholytes. L'isofocalisati@tectrique est réalisée sur une bande de gel (ou
strip) de gradient de pH 3 - 6,75. La focalisats@nfait en plusieurs étapes au cours desquelles le
voltage est peu a peu augmenté : 12 h a 50 V, 2304/, 7 h a 1000 V, et enfin 12 h a 7500 V. Le
bas voltage permet d’éliminer les sels, et 'augiaton progressive permet d’éviter une surchauffe
du strip. Apres la focalisation, le strip est plaae sommet d’'un gel de polyacrylamide 12 % et
recouvert par la solution suivante : agarose apoast de fusion 1 % [p/v] SDS 0,2 %; Bis-Tris
0,15 M et bleu de bromophénol 0,002 % (indicateumndgration). L’agarose permet de maintenir
un milieu solide entre les deux gels et d’évitee des protéines ne diffusent latéralement. Un
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voltage fixe a 25V pendant 1 h est suivi d'un &gé fixe a 300 V pendant 5 h. Le gel est incubé
dans une solution d’acide acétique 10 % [v / \Jeeméthanol 50 % [v / v] avant d’étre coloré avec
du bleu de Coomassie colloidal.

[1.1.2 - Seéparation des protéines par électrophoréese sdegsdlyacrylamide en

conditions non dénaturantes

[1.1.2.1 - Premiére dimension : Blue Native PAGE

Cette technique, développée initialement par Sairagg von Jagow (Schagger & von
Jagow, 1991) pour isoler les complexes respiragaeela mitochondrie, est utilisée pour séparer les
complexes protéigues d’'un échantillon sans dissdéeseprotéines qui les composent. Elle utlise le
bleu de Coomassie G250, connu pour sa capacitér deB protéines, comme composé chargé
permettant la migration des protéines dans un chaewgtrique. A l'inverse du SDS, généralement
utilisé pour les électrophoréses en conditions wWeaates, ce dernier permet de charger les
protéines sans les dénaturer, la migration desnéitbas protéigues dans un gel de gradient
d’acrylamide permettant de séparer les complexdsrarion de leur masse moléculaire.

a) Méthode 1 : échantillons solubles

Les échantillons de vacuoles lysées sont centsfud®0 000 g, 30 min, 4°C) afin de
séparer les fractions solubles et membranaires.pt@®ines solubles sont alors concentrées sur
membrane de filtration (seuil d’exclusion de 3 kDa&prises dans un tampon de composition NaCl
50 mM ; acide amino-caproique 5 mM ; imidazole-HEOIlmM (pH 7). L’échantillon (100 pg au
minimum) est alors de nouveau centrifugé sur mengour atteindre une concentration finale
d’environ 1 pg.ul. Le gel est constitué d’'un gradient d’acrylamiBedq - 13 %) dans le milieu
suivant : acide amino-caproique 500 mM; imidazo{@-B5 mM (pH 7). Le gel de concentration ne
contient que 4 % [p / v] d’acrylamide dans un nulge composition identique. Le tampon cathode
est dans un premier temps composé de tricine 50imMazole 7,5 mM; bleu de Coomassie G250
0,02 %o [p / v], puis remplacé (aprés migration &8 tlu gel environ) par un tampon ne contenant
gue 0,002 %o [p / v] de bleu. Le tampon anode essimé d’'imidazole-HCI 25 mM (pH 7).

b) Méthode 2 : échantillons membranaires

Le culot membranaire est repris dans un tamponodgposition : acide amino-caproique
750 mM; dodécylmaltoside 1 % [p/v]; Bis-Tris 50Mm(pH 7), a une concentration proteique
finale de 5 pg.putt. L’échantillon (100 pg de protéines minimum) estibé 1 h dans la glace, puis
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de nouveau centrifugé (100 000 g, 30 min, 4°C)sluaageant contenant les protéines solubilisées
par le détergent est prélevé et le bleu de Coomassiajouté a raison de 0,5 % [p / v]. La totalité
de I'échantillon est ensuite déposée au sommet dkinde gradient d’acrylamide (5% -13 %
[p / v]) dans le tamponsuivant : acide amino-caguei500 mM; Bis-Tris 50 mM ; pH 7. Le tampon
cathode est composé de Tricine 50 mM ; Bis-Trisl; Bleu de Coomassie G250 0,02 %0 ou
0,002 %o [p / V], et le tampon anode de Bis-Trisndd pH 7.

[1.1.2.2 - Seconde dimension : SDS-PAGE

La piste de migration est découpée puis incubémiB0dans du tampon d’électrophoréses
en SDS-PAGE supplémenté avec du SDS (1 % [p /tvilug-mercaptoéthanol (1 % [v /V]), afin
de dénaturer les protéines constituant les comgpldx@ bande de gel est ensuite rincée 3 fois 10
min dans de l'eau et placée au dessus d'un gelype $DS-PAGE, incluse dans le gel de
concentration. La migration, de type SDS-PAGE fetdfie alors comme décrit précédemment.

[1.1.3 - Coloration des gels

[1.1.3.1 - Coloration au bleu de Coomassie

a) Bleu de Coomassie non colloidale

Le gel est placé dans une solution de compositiéthamol 50 % [v /v]; acide acétique
10 % [v / v]; bleu de Coomassie R250 0,005 % [p /Aprés 15 a 30 min, le milieu de coloration
est alors éliminé et remplacé par un milieu déewib(méthanol 50 % [v / v]; acide acétique 10 %
[v/V]), jusqu’a visualisation des protéines.

b) Bleu de Coomassie colloidale

Le gel est incubé 2 h dans une solution de bleCademassie colloidal (méthanol 34 %
[v/v]; acide o-phosphorique 2 % [v/V]; sudat’lammonium 17 % [p/ V] ; bleu de Coomassie
G250 0,065 % [p / v]), et la coloration spécifiqies protéines a l'intérieur du gel est totale afires
a 2 jours d’incubation. Le gel est ensuite consdavis une solution d’acide acétique 5 % [v / v].

[1.1.3.2 - Coloration au nitrate d’argent

Les protéines sont dans un premier temps fixées darbain de d’éthanol 30 % [v/V];
acide acétique 10 % [v/v] pendant 7 min, puigét est transféré dans une solution identique
supplémentée avec du thiosulfate de sodium (2,5,rpbHdant 7 min également. Apres 3 ringages
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a I'eau, le gel est placé dans une solution d’AgQ % [p / v] ; formaldéhyde 0,075 % et incubé
pendant 7 min a I'obscurité, puis rincé brievemess protéines sont révélées dans une solution de
composition NgCOs; 2,5 % [p/v] ; formaldéhyde 0,075 %. La réactaa coloration est ensuite
stoppée par ajout d’acide acétique (10 % du volume)

1.2 - Western-blot

[1.2.1 - Transfert des protéines sur membrane

Apres séparation sur gel de polyacryamide en camditdénaturantes, les protéines sont
transférées sur membrane de nitrocellulose perlard 80 V dans le tampon suivant : TGS 80 %
[v/v]; éthanol 20 % [v/v]. Apres transfert (MifProtean Ill electro module, BioRad, USA), la
membrane est lavée dans un tampon de ringcage : NlGhM; Triton X100 0,05 % [p / V] ; Tris-
HCI 50 mM (pH 7,5), et incubée 5 min dans une smtutle rouge ponceau (rouge ponceau 0,1 %
[p / v] ; acide trichloroacétique 0,5 % [p / v])jrafie vérifier le transfert des protéines.

[1.2.2 - Immunorévélation des protéines

La membrane est saturée dans le tampon de ringagenant 5 % [p/ v] de lait écrémé,
puis incubée 3 h a température ambiante en présiEntanticorps primaire. Aprés rincage (3 fois
10 min) dans le tampon sans lait, elle est incub&a température ambiante en présence de
I'anticorps secondaire. Celui-ci, couplé a la pgaase, est dirigé contre le fragment constant du
premier anticorps et s’y fixe. Dans un tampon deposition luminol 1,25 mM ; acide coumaric
0,2 mM ; HO, 0,025 % [v/V]; Tris-HCI 100 mM (pH 8,5), la mxydase catalyse une réaction
libérant un photon, la lumiére émise au niveauaderbtéine recherchée pouvant alors étre détectée
sur un film autoradiographique. Les anticorps piregautilisés sont décrits dans la partie Résultats

1.3 - Mesure d’activités enzymatiques

[1.3.1 - Activité de I'o-mannosidase - adapté de Boller & Kende, 1979

Le rendement de purification des vacuoles a étéurdea l'aide d’'un marqueur
enzymatique spécifique de celles-ai-thannosidase, qui catalyse la réactibncf. ci-dessous).
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Dix a cing cent microgrammes de protéines (vactesapu protoplastiques) sont ajoutés a 1,5
mL du milieu réactionnel suivant: acide citriquéd M (pH 5); p-nitrophényd-D-
mannopyrannoside 1 mM. La réaction est conduité°&€3Une aliquote de 450 uL est prélevée
a 15, 30 et 45 min de réaction et I'ajout de 720delNaCO; (1 M) permet d’arréter la réaction.
Apres, Les protéines précipitées sont éliminéedtribegation (15 min a 16 00§) et la
concentration de-nitrophénol §ne = 18,5 mM' cm™) libérée par la réaction, est dosée par

spectrophotometrie a 405 nm.
a-mannosidase
(1) p-nitrophényle-D-mannopyrannoside——» mannopaitrophénol

1 - Techniqgues de biologie moléculaire

.1 -  Amplification d’'un fragment d’ADN par PCR

Environ 0,5 puL d’ADN matrice est ajouté a 25 pL dilieu suivant: tampon Taq
polymerase (New England Biolab, USA) 1 X ; amorocew» : 2 UM ; amorce «fwd »: 2 uM ;
dNTP (désoxyribonucléide triphosphate) : 2 uM daqete ; Tag polymerase (New England Biolab,
USA) : 1,25 unités. L’amplification est réalisée saviron 30 cycles, chacun comprenant les étapes
suivantes : 45 s de dénaturation a 94°C, 30 s dilgtion a 58°C et 1,5 a 3,5 min d’élongation a
72°C (1 min par kilobase). L’amplification est agBe par 10 min d’élongation des extrémités a
72°C. Lefficacité de la PCR peut ensuite étre fidi par analyse par électrophorése sur gel
d’agarose de 5 pL de volume réactionnel.

Les RT-PCR, effectuées a partir d’ADNc, sont réagsa I'aide de ’ADN polymérase Taq
Titanium (Clontech, Takara Bio, USA). Pour 'ampiétion de fragments destinés au séquencage,
I’ADN polymérase utilisée est la Pfu (Promega, US#Y) présence de 3 mM de Mg@irsqu’elle
est utilisées sur des cDNA.
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1.2 - Expression de plasmides en systeme bactérien

[11.2.1 - Construction du plasmide

[11.2.1.1 - Clonage traditionnel

a) Vecteur pCR-Blunt [I-TOPO® (Invitrogen, USA)

Cette technique utilise la topoisomérase | du vWascinig qui se lie spécifiquement a
'ADN et clive le double brin aprés la séquenceC&CTT-3'. L'énergie résultant de cette
hydrolyse est alors conservée sous la forme d’is&oh covalente entre un résidu tyrosyl de la
topoisomérase et le phosphate en 3’ du brin cl3gtte liaison peut toutefois étre attaquée par
'extrémité 5’-OH d’'un nouveau fragment nucléotidegqui se liera alors au brin clivé, libérant la
topoisomérase. Un microlitre du « vecteur activBngarisé et lié a la topoisomérase | a ses deux
extrémités, est mis en présence de 0,5 a 4 pLfdagment d’ADN amplifié par PCR, et dont les
extrémités ont été déphosphorylées (1 h d'incubatad37°C, en présence de 0,1 U de phosphatase
alcaline par pmol d’extrémité).

Aprées 60 min d’incubation a température ambiants HactériesH. coli DH5a) sont
transformées avec les plasmides résultants du gdonia « vecteur activé » contenant le gene de
résistance a la kanamycine, et un insert (le gentusion) empéchant I'expression du géene létal
ccdB contenu dans le vecteur, seules les bactésiesformées par les vecteurs contenant I'insert se
multiplieront en présence de kanamycine.

b) Vecteur pGEM-T Easy® (Promega, USA)

Apres amplification par PCR d’un fragment d’int¢f@fuL de produit de PCR sont ajoutés a
5 uL de tampon de ligation 2X, 1 pL (50 ng) de gactet 1 pL (3 unités) de ligase. La réaction est
maintenue a 28°C pendant 1h, puis 5 uL de miliagtiénnel sont utilisés pour la transformation
de bactérie€. coli DH50, placées sur un milieu de culture LB, supplémewic 50 pg.mt de
kanamycine, 500 pg.mLd'IPTG et 80 pug.mt* de X-Gal. L'insertion du fragment au milieu du
géne de I@-Galactosidase permet de discriminer les coloresemant I'insert (colonies blanches,
n’exprimant pas I#-Galactosidase) de celles contenant le vecteur(ciolenies bleues, exprimant
la B-Galactosidase). Cette méthode de clonage utdsextrémités cohésives T-sortant du vecteur
linéarisé, qui se lient aux extrémités A-sortarg ffagments d’amplification générés par certaines
polymérases. Si la Pfu est utilisée pour I'étapargblification, une derniére élongation de 10 min
avec une polymérase de type Taq doit étre régisaeajouter les nucléotides dA aux amplicons.
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[11.2.1.2 - Clonage Gateway® (Invitrogen, USA)

Cette méthode est basée sur les propriétés de Ibbataison site-spécifiqgue du
bactériophage lambda. Un cocktail d’enzymes (clehgsermet une recombinaison entre les
séquences nucléotidiques attR1 et attR2 conteraresuh « clone entrée » et les séquences attL1 et
attL2, contenue dans un « vecteur destination si @@met un clonage directionnel de n'importe
guel fragment nucléotidique, placé entre attR1tt&23 dans n’importe quel « vecteur destination ».
De cette maniere, les ADN complémentaires (ADN@act plusieurs protéines identifiées par les
travaux de protéomique vacuolaire et présentes dang clone entrée » ont été clonés dans un
« vecteur destination », en aval du promoteur domitp35S du virus de la mosaique du choux
fleur (CaMV) et du géne rapporteur de la Green fescent Protein (GFP). La présence d’'un gene
de résistance a la spectinomycine sur le « vectestination » et celle du gene létal ccdB entre les
séquences attL1 et attL2 du « vecteur destinatigupprimé apres la recombinaison, permet la
sélection des seules bactéries ayant été transésrmar le « vecteur destination » contenant
I’ADNCc, alors appelé « vecteur d’expression ».

Les « clones entrées » contenant ’TADNc codantrdipeotéines (Tableau I) ont été achetés
au Arabidopsis Biological Resource Center (ABR@)NA Stock Center, et amplifiés dans des
bactérie€scherichia colDB3-1.

Le vecteur destination utilisé (pK7WGF2) a été obtelu VIB (Flanders Interuniversity
Institute for Biotechnology).

Tableau |: Clones « entré » obtenus via 'ABRC et contenams | ADNc des
protéines dont la localisation est a confirmer.

Clone ABRC Locus Protéine codée

U15125 At3g19820 DWF1

U16352 At1g19450 Transporteur de sucre hypothétique
U16861 At3g63520 CCD1

U17005 At5g58070 Lipocaline

U17016 At5g62740 Band 7

Uu17252 At3g16240 S-TIP
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[11.2.2 - Transformation de bactéries

[11.2.2.1 - Escherichia coli thermocompétentes

Quarante microlitres de bactéries coli DH50, DB3.1 ou TOP10 (Invitrogen) sont placés
dans la glace en présence d’environ 10 ng de piesmAprés 30 min d’incubation, les bactéries
sont soumises pendant 25 s a un choc thermiqué@ Puis replacées a 4°C pendant 2 min. La
suspension bactérienne est alors placée dans 96@ellB (Luria-Bertani) sans antibiotique a
37°C, sous faible agitation (80 rpm), pendant Elles peuvent ensuite étre étalées dans des boites
de Petri sur du milieu LB contenant de l'agar @8[p/Vv]) et l'antibiotique de sélection
(spectinomycine 100 pg.riLlou kanamycine 50 pg. ).

[11.2.2.2 - Agrobacterium tumefaciens électrocompétentes

Les bactéries\. tumefacien€58 (40 uL) sont placées dans une cuve a élecatipo, dans
la glace, en présence de 0,5 a 1 pL de plasmideEs.bhctéries sont alors soumises a un choc
électrique (2,5 kV), puis diluées avec 960 uL dedaBs antibiotique et placées a 28°C, sous faible
agitation (80 rpm), pendant 3 h. Elles sont ensgiitdées dans des boites de Petri sur milieu LB
contenant de l'agar (0,8% [p/v]) et l'antibiatigy de sélection (gentamicine 20 ug:hL
rifampicine 50 pg.mL et spectinomycine 100 pg.ilou kanamycine 50 pg.r).

[11.2.3 - Extraction de plasmides

Les plasmides sont purifiés a partir de culturebaeéries selon le protocole décrit par la
société Qiagen. Des cultures de 5 a 500 mL de testéont réalisées sur la nuit a 28%& (
tumefaciens ou 37°C E. coli) sous agitation constante (160 a 200 rpm). La bisaline des
bactéries permet de libérer 'ensemble de leursstitoants, notamment les acides nucléiques
(plasmides, ADN génomique et ARN). La lyse, en @nég de RNAses afin d’éliminer en partie les
ARN, est suivie d'un abaissement brutal du pH oquiane la précipitation de 'ADN génomique,
les plasmides restant en solution. Aprés centrifagapour éliminer les débris cellulaires et le
préecipité, le surnageant est passé au travers doioane de silice a laquelle se lient les plasmide
en condition de haute salinité. Apres plusieurad@s, les plasmides purifies sont élués par un
tampon alcalin (pH: 8,1), a faible teneur en sels.
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1.3 - Expression transitoirein vivo de protéines chimeres

[11.3.1 - Expression dans des feuilles de tabac

Des bactériesAgrobacterium tumefaciensouche C58 contenant les clones d’expression
sont cultivées a 28°C, en boite de pétri, sur milid8 (1,1 % [p/v] d’agarose, spectinomycine
100 pg.mLY). Aprés 72 h, les bactéries sont transférées dieuniquide et remises en culture
pendant 24 h, puis diluées 5 fois dans un milienddiction (MES 78 mM ; NapPO, 1,734 mM ;
NH4CI 18,7 mM ; MgSQ 1,2 mM ; KCI 2 mM ; CaGl 0,06 mM ; FeS®9 uM ; glucose 0,5 %

[p / v]; acétosyringone 0,2 mM) (Lawt al, 2002). Aprés 6 a 10 h, la suspension de bastést
diluée avec de I'eau pour ajuster la densité optigeesurée a 600 nm a une valeur de 0,5, puis elle
est infiltrée sous pression, a l'aide d’une seregans aiguille, dans la face inférieure de feuille
tabac Nicotianabenthamianfde 8 a 10 semaines. L’expression des fusions @6tine est alors
observable entre le$"? et £™jours, avec un maximum d’intensité at™Sour.

[11.3.2 - Expression dans des protoplastes

Les protoplastes sont préparés comme indiqué peéugdt (cf. p. 45), et leur densité
ajustée a 5.f0protoplastes / mL. Le milieu de rincage est remglpar du milieu W5 (NaCl 154
mM ; CaC} 125 mM ; KCI 5 mM ; glucose 5 mM ; MES-KOH 1,5 mMH 5,6). Dans un tube de
2 mL, 100 pL de protoplastes (soit 5%16ont ajoutés & 10 uL d’ADN (correspondant & 16Pat
incubés 10 min a 22°C. Une solution de PEG (PE@ 4% [p / v]; mannitol 0,4 M ; CagD,1
M) est ajoutée et 'ensemble est maintenu 30 nHA°&. Les protoplastes sont d’abord dilués avec
440 pL de milieu W5 et centrifugés 5 min a Ipafin de les concentrer, puis repris dans 1 mL de
milieu W5. lls peuvent alors étre conservés enebaie Petri pendant 4 jours sous faible
éclairement, jusqu’a observation.
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IV - Equipements particuliers

IV.1 - Identification de protéines par spectrométrie de mase

IV.1.1 - Principe de la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique pamheg déterminer la masse d’éléments
chargeés. Appliquée a l'identification de protéinebe que nous I'avons réalisée, elle consiste en
l'ionisation de peptides et de fragments peptidiguont la masse est ensuite mesurée par la
mesure de leur vitesse apres accélération danshampc électrique. Le spectrogramme obtenu
regroupe généralement I'ensemble des fragmenteplide a identifier, 'incrément de masse entre
deux fragments consécutifs correspondant le plusesd a un fragment alourdi d’'un acide aminé,
que I'on peut alors identifier. En calculant ceagae masse entre chaque pic du spectrogramme,
du fragment le plus Iéger (1 acide aminé) au pusd (peptide entier), il est possible d’accédkr a
séquence protéique.

L’ensemble des analyses par spectrométrie de mmaspa étre réalisée grace a une
collaboration importante avec le Laboratoire d’'Etudk le Dynamique des Protéomes (LEDyP,
CEA-Grenoble), et plus particulierement avec Michafjuinod, Lauriane Kuhn, Sylvie Kieffer-
Jaquinod et Jérome Garin.

IV.1.2 - nanoLC ESI-MS/MS

Lorsque plusieurs protéines différentes sont ptésedans un extrait a analyser, il est
nécessaire d’en réaliser un séquencage partiellgeigentifier. Pour ce faire, I'extrait est sosni
une digestion trypsique et les peptides résultagtgmrés par chromatographie liquide. Lorsque
plusieurs peptides différents apparaissent en méemps en sortie de la colonne
chromatographique, un premier spectrométre agitnoemn filtre et ne permet le passage que des
peptides identiques (en général le peptide le psesenté). Ces peptides sont ensuite fragmentés
par collision et un second spectrophotométre megsrenasses des fragments ainsi générés. Ceci
permet alors un séquencage des peptides et césngaite séquence protéique sont comparées aux
éléments d’'une base de données (http://www.matemse.com/cgi/ search_form.pl?FORMVER
=2&SEARCH) afin d’identifier les protéines présentians I'extrait.
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IV.1.2.1 - Préparation des échantillons

a) Préparation des échantillons apres électrophorasegel d’acrylamide

La piste de migration des protéines est découpdwiste en plusieurs fragments d’environ
1,5 mm. Chaque bande est alors décolorée (100 pNHIEICO; : CH;CN [50 : 50]) 30 min a
température ambiante, puis déshydratées dans 1@®pteonitrile (ACN) 100 %. L’ACN est alors
eliminé et les morceaux de gel, séchés sous uii¢, réhydratés par 100 uL &8, 7 %, 15 min a
'obscurité. Les bandes sont ensuite incubées @&nsglL d’'une solution de digestion (CaCl
10 mM, Urée 100 mM ; Tris-HCI 150 mM ; pH 8,1 : ¢EN [95 : 5], contenant 150 ng de trypsine
modifiée (Promega, Madison, WI)). Apres 5 h de sligm a 37°C, les peptides protéolytiques sont
extraits des bandes de gel par diffusion dans 5@’'uhe solution de composition Urée 300 mM ;
CH3CN 90 % pendant 30 min, sous sonication. Les swigtd’extraction et de digestion sont enfin
rassemblées puis sécheées, pour étre reprise per 88 CHCN 5 % [v / v], acide formique 0,2 %,
avant analyse en spectrométrie de masse.

b) Préparation des échantillons directement en sofutio

La fraction membranaire est resuspendue dans 8@quNHHCO; 25 mM pH 8,1 et
chauffée a 90°C pendant 10 min. La dénaturatioaless stoppée par 120 puL de méthanol froid a -
20°C. La digestion est alors réalisée sur la RUB5°C, avec un rapport trypsine / substrat de 1 %.
Enfin, du tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCP) hydhimride est ajouté pour une concentration
finale de 10 mM et la réduction des peptides réalipendant 30 min a 35°C. Les peptides
trypsiques sont enfin déshydratés dans 25 puL dg€C@IHb % [v / v], acide formique 0,2 %.

IV.1.2.2 - Analyse

Les échantillons (6 pL) sont injectés sur une cmdorPepMap pfg (LC Packings,
Sunnyvale, CA). L’élution séquentielle des peptidesd réalisée grace a 2 gradients linéaires
successifs : i) 10 % a 40 % de solutiof®N 90 % [v / V] ; acide formique 0,1 % [v / jpendant
40 min, puis i) 40 % & 90 % de solution B pendantin, avec un débit de 200 nL.rtin

Pour les analyses consécutives a la digestion latiso(150 ng de peptides), les gradients
utilisés sont de 15 % a 60 % de solution B pen@nmin, puis de 60% a 90% de solution B
pendant 5 min. Le spectromeétre de masse est calilsrées ions générés par la fragmentation du
Glu-fibrinopeptide B. Les parametres utilisés slest suivants : temps d’'analyse de 1 s de scan et
0,1 s d’interscan en mode MS, fenétres de rappaitsde 400-1400 en mode MS et de 50-2000 en
mode MS/MS. Une seconde analyse du méme échanaillea une liste d’exclusion des rapports
m/z majoritaires de la premiere analyse a été s@aliafin d’améliorer I'exhaustivité des
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identifications. Les fichiers générés sont tragegce au logiciel MASCOT, parametré comme suit :
enzyme = trypsine/proline, 1 «missed cleavagetormé, tolérance en masse des peptides =
0,25 Da, tolérance en mode MS/MS = 0,25 Da, chatgepeptides : +2 et +3.

Pour la digestion en gel : acétylation des extr&snN-ter, oxydation des méthionines en
sulfones et sulfoxides, FMA +1, FMA -1, acide cygte.

Pour la digestion en solution: acétylation desémités N-ter, oxydation des méthionines en
sulfones et sulfoxides, FMA +1, FMA -1.

Les protéines identifiées par au moins deux pegptieiedont le score Mascot est supérieur a
50, ont été automatiquement retenues. Pour lessaldis spectres ont été interprétés manuellement
et les protéines identifiées confirmées ou non.

IV.2 - Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometer (ICEIMS)

IV.2.1 - Principe

L’'ICP-MS est une technique permettant de doserusigges minutes plus de 50 éléments
de la table périodique & des concentrations relatant faibles : trés souvent inférieures a 1 jig.L
(1 ppb). Elle repose sur I'association d'une torzlptasma, capable d’ioniser les composants d’'une
solution, et d’'un spectrometre de masse quadrigolaérmettant de séparer ces ions et de les
envoyer sur un détecteur.

L'échantillon a analyser est amené jusqu'a une loteade nébulisation (chambre de Scott),
maintenue a basse température par un refroidissefiet Peltier. La nébulisation est assurée par de
'argon (gazeux) et un nébuliseur de type Babingtirle parcours en U de la chambre de Scott
favorise la sélection de fines gouttelettes qui msuite dirigées vers la torche a plasma. Celle-c
est constituée d'un plasma d’argon ou les tempégatatteignent 6000 a 10 000 °C et ou les
constituants de I'échantillon sont ionisés en cegtimonovalents. Une interface constituée de deux
cbnes de nickel permet d’affiner le faisceau d’jopsis un systeme de lentilles électrostatiques
permet d’extraire les cations et de débarrasséiseeau des photons et autres €léments neutres.
Enfin, un quadripble permet de sélectionner un oatpmasse / charge, correspondant a un isotope
d’intérét, qui est envoyé vers un détecteur de typéiplicateur d'électrons (HP4500 ChemStation
ICP-MS, Yokogawa Analytical Systems Inc, Tokyo, aap
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IV.2.2 - Préparation des échantillons et dosage du cadmium

Les feuilles (environ 200 mg) et les racines (emvit00 mg) de plantules de 10 jours sont
placées a 50°C pendant 3 jours afin de les désteydpaiis pesées. Elles sont alors minéralisées 8 h
a 85°C dans un bain a sec en présence de 4 mLnidlenge HN@ 75 % [v / v] (HNQ 65 %,
Merck, ref. 1.00441); HCI 25 % [v / v] (HCI 30 %, evtk, ref. 1.00318). L’échantillon est ensuite
repris dans 5 mL de HNQL % [v / V], et apres dilution, la concentratiom eadmium (isotopes
H2cd, Mcd et'?®Cd) est mesurée contre des étalons.
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Chapitre I : Analyse protéique globale de la

vacuole d’Arabidopsis thaliana

| - Mise en place d’une stratéqgie d’étude protéomigueld

vacuole d’Arabidopsis thaliana.

Chez la cellule végétale, la vacuole est, notamymiensite privilégié de stockage de
composés divers. Elle intervient tout autant dansaintien précis de 'homéostasie des ions ou
molécules essentiels que dans la séquestraticoxdpies, en particulier de certains métaux lourds.
Plusieurs publications font état de I'accumulaties ions métalliques (cadmium en particulier)
dans la vacuole au cours d'un stress, et il esérgggment admis que cette compartimentation
assure une protection de la plante, tout au moitéchelle cellulaire. Cependant, les mécanismes
conduisant a cette séquestration sont mal conhu&st principalement en extrapolant les résultats
obtenus & partir de travaux réalisés sur levuresgusont construits les modeles de la détoxication
meétallique cellulaire végétale. Le réle essenteelalvacuole dans ce mécanisme n’est toutefois pas
remis en cause et une étude ciblée sur cet orgamiteettrait probablement de préciser son role et
d’en établir les acteurs protéiques, en particukertransporteurs chargés de la translocation des
ions métalliques. C’est dans ce but que nous avos&n place une approche protéomique destinée
a établir la liste des protéines de la vacuole. téHie identification en série, qui n’avait jamaite
publiée a l'initiation de ces travaux, devait np@smettre de mieux connaitre cet organite. Dans un
premier temps, nous avons mis en place un protamlpurification des vacuoles sur gradient de
Ficoll a partir de protoplastes de celluleAmdibidopsis thalianaen culture, puis nous avons
caractérisé la qualité de nos préparations pagréifites approches (analyses par immuno-détection
et mesures d'activités enzymatiques) et identifed gpectrométrie de masse les protéines
vacuolaires majoritaires. L’ensemble de ces résylfaésenté dans ce chapitre, a mis en évidence
le niveau de pureté satisfaisant des préparatiéatisées, et nous a permis d’envisager la
caractérisation protéomique, par spectromeétrie aesm des vacuoles purifiées.
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.1 - Purification de vacuoles a partir de cellules en dture d' Arabidopsis
thaliana.
.1.1 - Mise en place du protocole d’isolement de vacualpartir de cellules en culture

d’Arabidopsis thaliana

Les analyses protéomiques envisagées nécessitabtgntion de vacuoles intactes et
dépourvues de contaminants. Plusieurs techniquesirifecation décrites dans la littérature ont été
testées et modifiées, au terme de quoi nous avonsgitre en place un protocole adapté a nos
conditions et nous donnant satisfaction.

La premiére étape de purification de vacuoles sb@msn la préparation de protoplastes,
cellules végétales dépourvues de parois. Cette, gatiacipalement composée de pectine et de
cellulose, confere aux cellules une grande résistaux forces de pressions, et notamment aux
forces osmotiques misent en jeu pour leur lyselaQibération des vacuoles, fragiles, doit étre
réalisée dans des conditions de maintien de l'rittégle ces organites, ce qui suppose une
libération ménagée des constituants intracellidait@eci est réalisé par I'incubation des cellules
dans une solution d’enzymes pectolyase et celllagthode adaptée de van der Rasdl, 2002),
ce qui permet, aprés deux heures, d'obtenir envitént 3).10 protoplastes par gramme de
cellules (Figure 5). Plusieurs méthodes ont été&dsspour la rupture des membranes cellulaires, et
nous avons retenu la lyse par choc osmotique amntgee (Frangnest al, 2002). Celle-ci permet
d’obtenir un meilleur rendement qu’une lyse mécaejqitilisée notamment par van der Ratsil.
(2002) ou par Martinoiat al (1986). Le passage des protoplastes, sous pnessiavers une toile
a bluter de 10 a 20 um de vide de maille (van destBt al, 2002) a en outre tendance a
standardiser la taille des vacuoles obtenues ebvoguer la lyse des plus grandes. Les cellules
végeétales comptent souvent plusieurs vacuoles,lddanction de chacune peut étre spécialisée. La
composition protéique est alors adaptée a cet@aigation et la sélection de vacuoles d’'unedsaill
particuliere est susceptible d’introduire un bidens I'analyse de la composition protéique. Une
lyse osmotique permet de conserver intactes deslesd’une taille variant entre 8 et 45 um, et le
choc thermique permet quant a lui d’augmenter Egent le rendement de la préparation.

L’étape suivante de purification des vacuoles aégalement adaptée du protocole de
Frangneet al. (2002). Le lysat cellulaire (contenant 7,5 % Jmle Ficoll) est placé dans un tube et
recouvert d’'un gradient de densité discontinu (363 puis 0 % [p/v] de Ficoll) et, aprés
centrifugation, les vacuoles intactes remontentflpéation et se localisent entre les couches?3,3
et 0 % de Ficoll (Figure 5). Les autres organitedes protoplastes non lysés, plus denses,
sédimentent au fond du tube ou se positionnent das couches 7,5 % et 3,3 % de Ficoll. La
présence d’'une couche de milieu au dessus desleac{o% de Ficoll) permet de récolter plus
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facilement les organites, mais nécessite ensuite atape de concentration. Pour ce faire, la
suspension de vacuoles est Iégerement diluée danslieu B (voir Matériels et Méthodes), puis
centrifugée. Le culot de vacuoles ainsi obtenu @nat prélevé et observé au microscope (Figure
5).

Digestion enzymatique de la paroi cellulaire Lyse des protoplastes par choc osmotiqgue  Centrifugation du gradient
(préparation des protoplastes) Dép6t du lysat sur gradient de Ficoll Récolte des vacuoles purifiées

s 0 % Ficoll

3,3 % Ficoll

5 .
A 7,5 % Ficoll
-——---> 1  ----- >

Woxt.

Cellules Protoplastes Protoplastes lysés Vacuoledfipas

Figure 5 : Principe de la purification de vacuoles a partiredcellules d’Arabidopsis thaliana en
culture liquide. Les cellules sont prélevées en phase exponendiel&roissance et, apres ringage,
incubées dans une solution de pectolyase et cedildéin de digérer la paroi. Les protoplastes ainsi
obtenus sont alors lysés par choc osmotique, etvissuoles, libérées, sont purifiées par
centrifugation du lysat sur un gradient de dendigéFicoll.

Le suivi de chaque étape par observations micpigges a été déterminant lors de la mise
au point de la méthode que nous utilisons. L'obestésm des préparations de vacuole par
épifluorescence nous a notamment permis de compesequantités de vacuoles isolées selon
diverses méthodes. Leur observation en transmisssbirelativement difficile, mais nous avons
remarqué gue sous éclairage UV (excitation a 36plesvacuoles se distinguent plus facilement.
Elles apparaissent en bleu, trés certainementlparetcence de composés phénoliques contenus
dans le suc vacuolaire (Figure 6-A). Mais c’esttautr dans I'estimation de la nature et de la
guantité des contaminants présents que ces ohisel/ae sont révelées étre utiles. La chlorophylle
est en effet excitable a 365 nm, et fluoresce tkansuge (Figure 6-Al). La contamination par des
chloroplastes pouvant étre facilement détectée,s noous sommes attachés a modifier les
protocoles testés pour réduire leur présence dampnméparations (Figure 6-A2), essentiellement en
changeant la densité de la couche intermédiaigrallient de purification.
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.1.2 - Evaluation de la gualité des préparations de vasuol

Si les observations microscopiques nous ont geidiéms I'ajustement du protocole pour
ameliorer la qualité des préparations, la confiromatle 'absence de contaminants a été obtenue
par des analyses de type western-blot. Pour cBlpglde protéines protoplastiques et vacuolaires
ont été soumis a une électrophorese de type SDEPA@Es transférés sur membrane de
nitrocellulose (Figure 6-B). Nous avons alors chéré& mettre en évidence dans nos préparations
vacuolaires I'éventuelle présence de certainegpresd caracteristiques de différents compartiments
cellulaires. Les anticorps spécifiques utilisést slirgés contre :

- La protéine 21 de la membrane externe du chlortp(&EP21, Bolteet al, 1999)

- La protéine b du complexe de I'antenne collectdedumiére (LHC) des thylacoides

- Latranslocase 40 de la membrane externe de lzobarie (TOM40, Jansddt al, 1996)

- Une H-ATPase de type P (PMA2) de la membrane plasmibioesommeet al, 1998)

- Une séquence peptidique caractéristiqgue de plissigutéines du réticulum endoplasmique
(domaine HDEL, Napieet al, 1992; Baluskat al, 1999)

Chacun de ces marqueurs protéiques a été rechaaciséles préparations protoplastiques
(Figure 6-B), et s’est révélé étre absent des éitloas vacuolaires, a I'exception toutefois du
marqueur du réticulum endoplasmique (Figure 6-Be @sultat confirme l'absence de
contamination par des chloroplastes, déja obsegvéee aux analyses par microscopie et met
également en évidence I'absence d’autres contamsirpientiels que sont la mitochondrie et la
membrane plasmique. On remarque toutefois la pcésdans I'extrait vacuolaire d’'une bande a

Figure 6 : Evaluation de la pureté des

préparations de vacuoles purifiées a

Plasma membrane
marker P Vv

(B) partir de cellules d'Arabidopsis en
P-type . .
H*ATPase culture. (A)L’excitation des vacuoles
Plastid marker Plastid marker intactes a 365 nm permet de les
(envelope) P v (thylakoid) p v
visualiser en fluorescence en bleu, et
OEP 21 === LHC —
de visualiser les contaminants
Mitochondrial marker — ER marker . . .
b v v chlorophylliens qui apparaissent en
TOM 40 - ger?&e — rouge dans les  préparations
contaminées (A.1), et qui sont absents
Vacuolar marker (1) ——  Vacuolar marker (2) —— des préparations pures (AZ)(B)
P \% P Vv .
__‘ . 15ug de protéines  d'extra
o-TIP y-TIP
protoplastique (P) ou vacuolaire (V)

ont été séparés par électrophorése
(SDS-PAGE, 12 % d'acrylamide) puis transférés samforane de nitrocellulose. Les protéines marqueéerslifférents
organites ont été révélées dans chacune des daatioins par I'emploi d’anticorps spécifiques (vidr description des
anticoprs dans le texte).
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70 kDa correspondant a la protéine a domaine HDBJontaire du réticulum endoplasmique. La

protéine mise en évidence n’est cependant pashémmians la fraction vacuolaire, et nous avons
considéré cette contamination comme relativememieore. Celle-ci est d’ailleurs probablement

inévitable compte tenu des mouvements de membraneny été décrits entre la vacuole et le

réticulum endoplasmique (Herman & Schmidt, 2004).

La présence de peroxysomes dans les préparationslaaes a également été vérifiée par
mesure de l'activité glycolate oxydase, spécifigigecet organite. Si celle-ci a pu étre quantifiee
dans les fractions protoplastiques (activité sjoef de 250 nmol d'@consommeée / h / mg de
protéines), elle est restée indétectable danscleanéllons vacuolaires, démontrant que cet organit
ne contamine pas les préparations de vacuolesudsen

L’enrichissement en protéines vacuolaires a al@rs@nfirmé par western blatia 'emploi
d’anticorps spécifiques, dirigés contre deux prasiintrinseques du tonoplastes, I'une de type
(o-TIP de tabac; Gerbeaat al, 1999) et l'autre de type (y-TIP du chou-fleur; da Silva
Conceicacet al, 1997) (Figure 6-B) ainsi que par le suivi de tidté d’'une enzyme spécifique,
Ia-mannosidase (Boller & Kende, 1979). Comme atteffidamunorévélation des TIP confirme
I'enrichissement en protéines vacuolaires. L’atdivi-mannosidase, enzyme spécifique de la
vacuole, a également été mesurée dans les vaaidessprotoplastes. Sur la base de cette activité,
le rendement de la purification a été estimé a%,l’activité spécifigue de cette enzyme a
egalement été calculée dans les extraits vacuslaivefies et dans les extraits protoplastiques.
Nous avons pu ainsi calculer le facteur d’enricdnsent des vacuoles par rapport aux protoplastes,
qui est de l'ordre de 42.

Les différents tests biochimiques visant a étdelidegré de pureté des préparations de
vacuoles réalisées concourent a mettre en éviddiatsence de contamination majeure
(chloroplastes, mitochondries, plasmalemme, pemxgs) et attestent du fort enrichissement en
protéines vacuolaires caractéristiquesT(P, y-TIP, a-mannosidase). Ces résultats ont permis
d’envisager la caractérisation protéomique de leuvke de cellules drabidopsis thalianaen
culture.

.2 - Identification des protéines majeures de la vacuole

Alors gu’a l'initiation de nos travaux aucune arsgyglobale du protéome de la vacuole
végétale n'avait été réalisée, plusieurs équipespmrsque simultanément publié des résultats de
protéomique vacuolaire pendant que nous mettionmant le protocole de purification de vacuoles
(Carteret al, 2004; Sazukat al, 2004; Shimaokat al, 2004; Szponarsket al, 2004). Afin de
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Figure 7 : Identification des

protéines majeures de nos

xl\::) P v Tripeptidyl peptidase 1{At4g20850)
échantillons vacuolaires.
Sous-unité de la V-ATPase (VHA-AAt1g78900) . , .
_/—‘ Protéine similaire a TolRAt1g21680) Apres séparation de 20 pg de

98p»
s B protéines protoplastiques (P)
45 g —n—| Sous-unité de la V-ATPase (VHA-B{At1g76030)

>

Leucine aminopeptidase ¢At2g24200) et vacuolaires (V) par SDS-
0 ' i
»—‘ Pectin methylesterase putatifAt1g11580) PAGE (12% d'acrylamide),
a1 9 Glycosyl hydrolas€At4g16260) les bandes majeures de
Protéines de type Band(At5g62740, At5g51570, AT19g69840) Pextrait vacuolaire ont été
. Endochitinas€At3g12500) découpées, puis leur contenu

Gluthathione S-transferase (AtGSTF18}29g30870) protéigue  soumis a une
p—— Protéine de type SOUL heme bindit&t1917100) digestion trypsique. Les

peptides résultant sont alors

séquencés par spectrométrie de masse (nanoLC-MS/@iSes protéines présentes dans chaque bande
identifieées. MW : marqueurs de poid moléculaires.

comparer nos premieres analyses dans le contexie gi@ venait d’étre publié, nous avons dans un
premier temps cherché & identifier les  protéines jortaires de  nos
préparations. Pour cela, 20 ug de protéines vaiceslant été soumises a une électrophorese de
type SDS-PAGE suivi d’'une coloration au bleu de @assie (R250) (Figure 7). Le contenu
protéiqgue des bandes les plus marquées a ensaitenatysé par spectrométrie de masse apres
séparation par chromatographie liquide (LC-MS/MSy(re 7). Les protéines identifiées sont les
suivantes : deux sous-unités de I'ATPase vacuol@ffidA-A, VHA-B1), trois protéases (une
tripeptidyl peptidase Il, une leucine aminopeptelasitative et une endochitinase), trois protéines
de type Band 7, une glycosidase, une glutathionear&férase (AtGSTF10), une pectine
méthylestérase putative, une protéine de type «LSkHhe-binding » et une protéine similaire a la
protéine bactérienne TolB, impliquée dans la stébidles membranes chez les bactéries Gram
négatives (Gram-).

Par comparaison avec les identifications réalipaedes equipes ayant publié sur le méme
sujet, nous avons pu remarquer que, sur ces l18ipestmajoritaires, une seule était présente dans
tous les travaux (VHA-A, At1lg78900) et une autre@wvdit au contraire jamais été identifiee
précédemment (GH, At4g16260). D’'autre part, deuxtdgis analyses publiées ne concernant que
la fraction membranaire, l'identification des pliogs solubles de la vacuole provenaient
majoritairement des travaux de Canttral. (2004), réalisés sur des protoplastes isolésta pa
feuilles. Nous proposions quant a nous une caraati@m globale (membranaire et soluble) a partir
de cellules en culture, ce qui pouvait débouchedss identifications différentes de celles deecett
equipe. En effet, Cartat al (2004) mentionnent comme protéine tres majoetde leurs extraits
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une MAP (Myrosinase-Associated Prot¢jrabsente de nos premiéres identifications. Ce ty@
protéines intervient notamment dans la défenseredas pathogenes lors de la rupture de tissus
foliaires par des herbivores, et a une expressallule-dépendante au sein d’'un méme tissu
(Thangstacet al, 1990; 1991), illustrant les variations d’expressqui peuvent exister entre les
systemes « plante entiére » et «cellule en culiur€es différentes observations suggérant le
caractere complémentaire de notre étude par rajppogt qui avait pu étre décrit précédemment,
nous avons décidé de poursuivre les analyses etemiplace une stratégie de caractérisation
protéomique a partir des vacuoles purifiées.

.3 - Mise en place d'une stratégie d’étude protéomiqueeadla vacuole

d’Arabidopsis thaliana.

L’étude que nous souhaitions réaliser avait padrd@établir un profil protéique vacuolaire
de référence, constituant une base de connaissassestielle a I'étude de la dynamique de ce
protéome lors d’'un stress cadmium. Dans cette optiglusieurs aspects de l'organisation du
protéome vacuolaire ont été étudiés au cours deavalil, présenté de facon schématique dans la
Figure 8 :

- Dans un premier temps, nous avons souhaité réaliseétude qualitative du protéome
de la vacuole drabidopsis thalianaa travers une analyse la plus exhaustive possdsgrotéines
de cet organite. Cette premiére étude, réaliséesuractions membranaires d’'une part et solubles
d’autre part, nous a permis i) d’identifier les ggines vacuolaires constitutivement exprimées dans
nos conditions de culture, et ii) de compléterdaactérisation protéique qualitative de la vacuole
déja initieée par les travaux précédemment publiés.

- Un second aspect de I'étude mise en place a céraistine évaluation quantitative de la
composition du protéome soluble de la vacuole. Reufaire, une cartographie bidimensionnelle
des protéines solubles de la vacuole a été régdmél=F / SDS-PAGE. Ce type d’analyse a permis
d’évaluer les proportions relatives des protéinegenres de ce protéome, et ainsi d’établir une
cartographie de référence pour en étudier lesudiitins en fonction dstimuli extérieurs. Ce
travail a également été I'occasion de comparerlgenu protéique de la vacuole avec celui de
fractions enrichies en protéines cytosoliques dahsit d’'identifier de potentiels contaminants dans
nos préparations. Cette étude comparative a étlétda par une analyse protéomique de vacuoles
soumises a une digestion par la protéinase K,rdEst éliminer les protéines associées a la vacuole
du cété cytosolique du tonoplaste.

- Enfin, nous avons souhaité aller plus loin dangutié protéomigue en évaluant
'organisation en complexes des protéines vacwedaiPour ce faire, nous avons réalisé des

- 66 -



Chapitre | : Analyse protéigue globale de la vaewbArabidopsis thaliana

analyses des protéomes solubles et membranaireglgrophoreses sur gel d’acrylamide en
conditions non dénaturantes (BN-PAGE), qui houspeninis de mieux appréhender I'organisation
supramoléculaire de ce protéome.

Identification des contaminants potentiels

O ®

Milieu enrichi en cytosol

Stratégie d’analyse protéomique

de la vacuole R
—— Purification

des vacuoles|

(A)

/s /Y T I

Y Y ' Identification des !
Vacuoles ! protéines majeures du
/ \ E cytosol E
Lyse + o Traitement a la (F)\ Ha 1

Lavage NaCl {) C | Lyse protéinase K L_ft]?y‘_ef_(_:c_”_]_??f__:
E Analyse comparativei
(B) 591 1 des « abondances » de
/\) ; protéines E
U Ultracentrifugation U
S Soluble
- i Membranes
Jex<T e . .
Membranes Soluble + «associe» (G) / \ (D)
lavées R o (ol - I i [y A I s
{ 2D BN / SDS-PAGE | 2D IEF/ SDS-PAGE !
s P 4 W o R | |
! / \ SDS-PAGE} b 'g - Vo 1
| Anal.en ! — | - - o ]
| solution ;! : > S el > S ]
i i = %] - : ® | 1
i === 3 24| |
I | A . St D :
' \ I i B - s —| ' ]
| Identification des protéines par spectrométrie dssae (LC-MS/MS) €oll. LEDyP, CEA-Grenbole |
] Analyse globale i1 Analyse de I'organisation supramoléculaire i Cartographie 2D |

Figure 8: Stratégie générale d'analyse protéomique de la uae d'Arabidopsis thaliana. Aprés
purification des vacuoles sur gradient de FicO) les organites ont été centrifugés afin de sépaser |
fraction membranaire de la fraction solub(B), et les protéines constituant chacune de cestifras
identifiées par spectrométrie de mag§d. Cette étude qualitative du protéome vacuolairensuite été
complétée par une analyse plus quantitative derdatibn soluble par séparation des protéines suf ge
bidimensionnel IEF / SDS-PAGID), et identification des protéines majeures par fjpecétrie de masse.
Une telle analyse a également permis de réaliser ecmmparaison du protéome vacuolaire avec celui de
fractions enrichies en protéines cytosoliqu& dans le but d'identifier les contaminants cytogoés
potentiels de nos échantillons. Des expériencedigiEstion de vacuoles intactes par la protéinasg)Xont
également été réalisées dans cette optique. Enfins avons souhaité évaluer plus avant I'organisati
supramoléculaire des protéomes solubles et membeande la vacuole en réalisant des électrophoréses
gel de polyacrylamide en conditions non dénatusu(BN-PAGE, G). Les gels de type IEF / SDS-PAGE ont
été réalisés en collaboration T. Rabilloud (LBBSEA-Grenoble), et les identifications par spectromeée
masse en collaboration avec le laboratoire LEDYPEACGrenoble), et plus particulierement avec M.
Jaquinod, L. Kuhn et S. Kieffer-Jaquinod.
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Il - Analyse du protéome membranaire de la vacuole

d’Arabidopsis thaliana

La premiére étape de I'étude mise en place consisttne analyse globale des constituants
protéigues membranaires de la vacuole. La Figuepfnd la stratégie générale de I'analyse mise
en place (Figure 8) et met en évidence la paréegntée dans ce chapitre.

Apres purification sur gradient de Ficoll (Figuré\y les vacuoles isolées ont été lysées par
deux cycles de congélation / décongélation, purgrifegées en présence de 500 mM de NacCl
(Figure9-B) afin de « décrocher » les protéines associd¢gsreembrane. La fraction membranaire a
alors été analysée par spectrométrie de masse. d@odaire, nous avons réalisé une courte
électrophorése de type SDS-PAGE (environ 2,5 comigation) a partir de 40 pg de protéines
membranaires, et la piste de migration a été démep quinze fragments analysés séparément par
spectrométrie de masse afin de diminuer la comi@ataes échantillons (Figure 9-C). Pour cela, le
contenu protéique de chague morceau de gel a ébdisa I'action de la trypsine, une protéase qui
hydrolyse spécifiguement aprés une lysine ou ugaiae. Les peptides résultants ont alors fait
I'objet d’une étape d’oxydation ménagée par unetsm d’H,O, et ont été extraits du gel avant
leur chargement sur une colonne chromatographitaeo(_C). Cette étape particuliere d’oxydation
permet la transformation des cystéines en acids®igues (+48 Da), et 'oxydation maximale des
meéthionines (+32 Da). Une limite importante a fedtité du séquencage est en effet la variation de
'état d’'oxydation des protéines analysées, et plagiculierement de ces acides aminés. Ces
oxydations peuvent intervenir sdit vivo, soit lors de la préparation des échantillonssaait
difficilement contrdlables. Elles sont alors sudaps d’entrainer une hétérogénéité de la masse des
peptides, et cette procédure originale, différetés étapes de réduction / alkylation souvent
effectuées, a permis d’améliorer sensiblement Eitgudes spectres grace a la stabilisation des
résidus cystéine et méthionine, conduisant aingina meilleure identification des protéines
analysées.

Les identifications des protéines ont été realistas le cadre d’'une collaboration avec le
Laboratoire d’Etude de la Dynamique des Protéorh&DYP) du CEA de Grenoble, et ont été
effectuées par Michel Jaquinod, Sylvie Kieffer-Jaqd et Lauriane Kuhn.

Cette étude a débouché sur l'identification de BBx®éines, ce qui représente la plus importante
identification protéique réalisée sur des fractitorsoplastiques a ce jour. Cette premiére analyse a
alors fait apparaitre plusieurs transporteurs, dertains étaient identifiés pour la premiere fuis

le tonoplaste (cf. ci-apres). Cette observation sn@u incités a approfondir le travail de
caractérisation, en réalisant une identificationt@gue a partir d’'un échantillon complet, sans
fractionnement préalable par électrophorese, o&tipe étant parfois critique dans le cas de
protéines hydrophobes. Nous avons alors effecteéétempe de dénaturation et de solubilisation a
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haute température (90°C pendant 10 min) suivie defnoidissement immédiat par ajout de
méthanol froid (-20°C). Ceci a été suivi d’'une dijen trypsique directement sur les membranes en
solution (Figure 9-D). L’ensemble des peptides sigpes obtenus a alors pu étre analysé par
nanoLC-MS/MS et a permis l'identification de 122gines, dont 33 nouvellement détectées.

Stratégie d’analyse protéomigue Identification des protéines membranaires
—de la vacuole Purification I cTETTITTN e o
des vacuoles| E As—cr:lault.i:: i E—SDS'PAGEE
Méthode :
(A A |
27 ™ [l ietie Sniuinieliieiuiniel it
V
Vacuoles
Lyse + - / - Protéines identifiées : 122 387
L y 2N (@ Lyse
avage NaCl | ; Q C/ 5
(B) Protéines non redondantes : 420
U Ultracentrifugation U

Soluble
Q = Membranes
ex + « associé »
Soluble +
« associé »

! | 2D IEF / SDS-PAGE |

______________________________________________________________________

1 Cartographie 2D i

Figure 9 : Analyse par spectrométrie de masse de la commosjtrotéique de la membrane de vacuoles
d’Arabidopsis thaliana.Les vacuoles purifiée@\) ont été lysées par congélation / décongélatiors pui
centrifugées en présence de 500 mM de NBEI40 pg de protéines de la fraction membranairesiain
isolée ont alors été séparés par électrophoreseS(BBGE, 12% d’acrylamide, 2,5 cm de migration) puis
divisés en 15 fractions analysées chacune par n@AdiS/MS(C). Une analyse complémentaire a consisté
en une identification du contenu protéique de l&tfilon par spectrométrie de masse sans électrof®
préalable(D), les deux approches conduisant respectivemendentification de 387 et 122 protéines, ce
qui correspond a 420 protéines membranaires noomdentes.
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1.1 - Analyse de la composition protéique du tonoplaste

Les identifications réalisées sur la fraction mesnhire des vacuoles ont conduit a
I'établissement d’une liste de 420 protéines nalonelantes, a partir des deux analyses, en gel et en
solution (Jaquinodet al, 2007a). Parmi celles-ci, 195 peuvent étre conde comme
intrinsequement membranaires car comportant un dusigqurs (jusqu'a 16) domaines
transmembranaires. D’autres ne sont composeés gteuiletsp (5 protéines), ou des sites prédits
de liaison covalente a des lipides : myristoylatib® protéines), prénylation (9 protéines) ou ancre
glycosylphosphatidylinositol (ancre GPI: 4 pro&sh Vingt-neuf protéines, en particulier des
sous-unités de I'’ATPase vacuolaire, sont égalemenhues pour étre liees a la membrane par
l'intermédiaire d’'une protéine intrinsequement meamaire. La Figure 10 présente les types de
liaison a la membrane de 260 protéines identifetesonnues ou prédites pour étre associées a la
membrane.

B-barrel : 5

Assoc. aune

protéine Lipoprotéine : 6

membranaire : 29
. rAncre GPI : 4

N-myristoylation : 12

Prenylation : 9

Figure 10 : Types de liaison au tonoplaste de 260 protéinemntiiées dans la
vacuole et connues pour étre associées a la memtar@n distingue les protéines
intrinséquement membranaires (contenant une ou iqits hélice(s)
transmembranaire(s) ou bring: 200), les protéines solubles associées a des
protéines membranaires (29), et les protéines l&#aas lipide (31).

Cette forte représentation de protéines hydropholgentenant jusqu’'a 16 segments
transmembranaires est particulierement intéressaete souligne [l'efficacité du protocole
d’identification utilisé. Les 420 protéines iderdd#s dans la fraction membranaire ont pu faire
I'objet d’'une classification en catégories fonctieties principales, sur la base de celle propoaée p
le MIPS. Huit groupes ont été définis : TranspadeGlycosidases, Protéases, Protéines de réponse
au stress, Transduction de signal, Métabolismepsgytelette et Autres (Figure 8). Cent vingt et
une protéines n'ont pas été classeées, soit paredagprotéine est identifiée mais son réle exacte
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n'est pas connyBand 7 SOUL / Heme binding proteipar exemple), soit parce que la protéine
n'est pas caractériséexpressed proteiprincipalement).

L’'un des réles majeurs de la vacuole est le staegkgnporaire ou permanent, de composés
variés. Le caractere essentiel de cette fonctioillestré par la proportion élevée de protéines de
transport retrouvées dans la fraction tonoplastiples de 25%), qui constituent la catégorie
fonctionnelle la plus importante de la vacuole (fFggll). C’est également ce groupe qui compte
les plus de protéines identifiées lors de I'analgsesolution. Les scorddASCOTélevés obtenus
suggerent que, si les membres de cette catégaorievanés (110 transporteurs différents identifiés)
ils sont aussi fortement représentés pour certaoctse = 2080 pour MRP14 par exemple).

Parmi les principales fonctions de la vacuole,desvités hydrolytiques sont caractérisées
par l'identification de 7 glycosidases et 17 pregsidentifiées. Il est intéressant de noter que 8
sous-unités du protéasome (appartenant aux dom2dsest 19s) sont présentes. Décrites pour étre
cytosoliques, leur co-purification avec les membgawmacuolaires, en dépit du lavage salin effectué,
suggere leur association au tonoplaste, probabliepoem des raisons physiologiques. Ce point sera
approfondi par la suite.

Figure 11 : Principales catégories

1404

O Solution fonctionnelles des protéines
O Gel & Solution — . e s N . .
1207 o Gel 10 identifices a partir de la fraction
(6] 11 .
100+ = membranaire des vacuolesLes
804 - proportions des protéines identifiées
57
12 N . epg s
o0 » a partir des différents protocoles
q 1
» 37 T 10 sont mentionnées, avec
40 .
25 éventuellement le nombre exact de
0l 47 17 17 > o B ..
7 ﬁ ﬁ ﬁ ; protéines: Bleu = protéines
0 £ : : - . : ‘ identifiées uniquement par I'analyse
N 4 N ) N
@&‘6 60\&‘36 @&% &@9@ ° gci\é(\ Q&\e\@ & \Q,é‘zé’ aprés électrophorése, Jaunes =
QO Q&
2 S Q‘\ s S @ & O L. . e, .
& . N Q@e \)@oo KOS & protéines identifiées uniqguement par
oY & @96 lanalyse en solution, Vert =
&\

protéines identifiées par les deux

approches. Lorsque les contributions
des différents protocoles ne sont pas détailleéesaleur indiquée est celle du nombre total deséines de la catégorie
considérée.

Trente-sept protéines impliquées dans la répondelatee au stress sont également
représentées. Il s’agit notamment de nombreuses thStioredoxines, impliquées dans la réponse
aux stress oxydants, ou encore d’une strictosisign¢hase qui pourrait participer a la réponse de la
plante lors d’agressions de type lacération (heriy.
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Plusieurs protéines décrites pour étre des intaaiméd de la transduction de signaux (7) ont
également été identifiées, et notamment deux mesrdwda famille des 14-3-3. Ces protéines sont
les ligands directs d’'une grande variété de subystaaeiques : récepteurs membranaires, kinases ou
phosphatases par exemple, pour lesquelles elledesnactivités régulatrices (Roberts, 2003). La
co-purification avec le tonoplaste des 14-3-3 idiéats, alors qu’on ne leur connait pas de domaine
de liaison a la membrane, suggére qu’elles sonidodes dans des mécanismes de régulation de la
transduction de signaux au niveau de la vacuoleteBeprocessus n'ayant jamais été décrits, ces
résultats sont particulierement intéressants dam®mpréhension du fonctionnement de la cellule
veégetale et du réle qu’y tient la vacuole.

1.1.1 - Les transporteurs

Les transporteurs localisés sur

le tonoplaste et qui sont a l'origine de
Carter et al.

la capacité de la vacuole a séquestrer Shimaoka ¥ /. (46)

(40) ™\
et éventuellement libérer des
composeés cellulaires sont trés mal

connus. Particulierement hydrophobes

du fait de leur fonction, qui nécessite Szponarski et al. ~

Jaquinod et al.
(13) ?

(110)

de nombreux domaines

transmembranaires, ces protéines sont Figure 12: Contributions de différents travaux de

BN

souvent difficiles a extraire des protéomique vacuolaire a I'établissement d’une éistle 123

membranes ou & sur-exprimer, ce qui transporteurs tonoplastiquesLe nombre de transporteurs

rend leur caractérisation délicate. La identifié par chacune des équipes est indiqué grarentheses.
stratégie d'analyse protéomique que
nous avons mise en place a permis d’identifier rdisporteurs. Par comparaison, les publications
de Szponarsket al. (2004), Shimaokat al (2004) et Carteet al (2004) font état, respectivement,
de 13, 40 et 46 transporteurs qui représententotat e 63 protéines non redondantes. Notre
contribution a I'étude du protéome tonoplastiqueeamis d’ajouter 60 protéines a la liste établie,
portant a 123 le nombre de transporteurs non redaaddentifies par 'ensemble des travaux. La
Figure 12 présente les contributions relatives 4lgmiblications considérées (Cartdral, 2004,
Shimaokaet al, 2004; Szponarsket al, 2004; Jaquinockt al, 2007a) dans l'identification des
transporteurs tonoplastiques. Les transporteunstifies par Schmidiet al (2007) ne sont pas
inclus, du fait qu’il est difficile d’attribuer ung&entification sans équivoque a certains peptides
séquencés a cause du matériel initial (le choufletilisé par cette équipe. Il est intéressant de
noter que, sur 'ensemble des 123 transporteurstrdéégie d’analyse protéomigue que nous avons
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adoptée nous permet d’identifier la grande majatiedtre eux (pres de 90 %). Cette particularité
est intéressante si I'on considére que les pelispsatie ce travail sont d’identifier mais également
de suivre la dynamique de transporteurs éventuehenmpliqués dans la détoxication du
cadmium. Les transporteurs que nous avons identifi¢ été répartis en 9 classes majeures (Figure
13) : sous-unités de 'ATPase vacuolaire, aquapsri(TIP), canaux ioniques, transporteurs de
métaux, transporteurs de sucres, transporteurgddmaminés et de peptides, protéines a domaine
SPFH (MATE efflux), et transporteursAd P Binding Cassett@BC).

Transporteurs ABC

Autre 13%

MATE efflux
5%

AA & peptides
13%

IMetaux
5%
17% TP Canaux ioniques
4% 10%

Figure 13 : Principales classes de transporteurs identifiéems le tonoplaste
de la vacuole, classées selon 'ontologie du Munikctiormation for Protein
Sequence (MIPS).

[1.L1.1.1 - Les pompes a protons

Deux types de pompes sont responsables de I'inftugrotons a l'intérieur de la vacuole et
ont pu étre identifiés par nos analyses : le corgplie ’ATPase vacuolaire, dont la quasi-totalité
des sous-unités a été retrouvée, et la pyrophaaphdf-PPase), dont une isoforme a été identifiée
avec un score MASCOT de 2193. L’'ATPase de typet\W@s des transporteurs les mieux connus
de la vacuole. C’est un complexe protéique de 1&-smités chargé de I'import actif de protons
dans la vacuoleia I'hydrolyse d’ATP (cf. synthese bibliographique 7 et Tableau II). Il est
formé de deux domaines, I'un, soluble, catalysdmydrolyse de I'ATP (domaine V1), et l'autre,
transmembranaire, permettant le passage des pratdre/ers le tonoplaste (domaine VO0). Ce
complexe est un constituant majeur de la vacualé&jdentification de 11 des 13 sous-unités le
composant avec pour certaines de tres hautes sa8NSCOT (jusqu’a 2368, la valeur moyenne
des scores étant de 700) traduit cette abondare®.1C sous-unités ont été retrouvées dans la
fraction membranaire (Tableau 1), et pour certaid@ntre elles, codées par plusieurs genes, toutes
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les isoformes ont pu étre identifiées. En parteylies 8 sous-unités du domaine V1 ont toutes été
identifiées. Parmi celles-ci, 5 n'ont pas d’isof@sret sont codées par un seul géne, alors que les 3
autres ont chacune 3 isoformes. Les différentes-saiiés du domaine V1 sont donc codées par 14
loci, dont 13 ont été retrouvées lors de nos aralyke domaine membranaire VO comprend 5
sous-unités, toutes codées par 2 a 5 genes. Nouas au identifier 3 de ces sous-unités, avec dans
chaque cas 2 isoformes (Tableau II).

Tableau Il : Sous unités-de 'ATPase vacuolairkes scores MASCOT des sous-unités identifiéesrdznavaux
pour les analyses de la fraction membranaire agléstrophorese sur gel d’acrylamide (Gel) et diegnent en

« solution » (Solution) sont précisés.

Sous-unité Locus Score MASCOT Sous-unité Locus Score MASCOT
Gel Solution Gel Solution
V1 - Domaine catalytique VO - Canal a protons

VHA-A - Sous unité calalytique de liaison I'ATP VHA-a - Couplage, assemblage
VHA-A At1g78900 2038 157 VHA-al  At2g28520 -

VHA-B - Sous unité non-calalytique de liaison I'AP VHA-a2  At2g21410 1270 1048
VHA-B1  Atlg76030 1455 - VHA-a3  At4g39080 2368 1920
VHA-B2  At4g38510 1364 140 VHA-c - Translocation des protons
VHA-B3  At1g20260 1402 - VHA-c1  At4g34720 -

VHA-C - Stabilité du domaine V1 VHA-c2  At1g19910 - 97
VHA-C At1g12840 998 139 VHA-c3  At4g38920 -

VHA-D - Axe central, couplage VHA-c4  Atlg75630 -

VHA-D At3g58730 471 92 VHA-c5  At2g16510 172

VHA-E - Axe central ou périphérique VHA-c" - Trans| ocation des protons

VHA-E1  At4g11150 888 51 VHA-c"1  At4g32530 -
VHA-E2  At3g08560 144 - VHA-c"2  At2g25610 -
VHA-E3  Atlg64200 422 - VHA-d - Assemblage et stabilité du domaine VO

VHA-F - Laison entre les domaines V1 et VO VHA-d1  At3g28710 579
VHA-F At4g02620 250 - VHA-d2  At3g58715 539

VHA-G - Couplage entre les domaines V1 et VO VHA-e
VHA-G1  At3g01390 389 163 VHA-e1  At5g55290 -

VHA-G2  At4g23710 145 - VHA-e2  At4g26710 -

VHA-G3  At4g25950 -
VHA-H - Sous unité régulatrice
VHA-H At3g42050 857 81

Ces résultats suggérent I'absence d'une spécifiiciséilaire forte quant a I'expression des
isoformes des sous-unités composant le domaine &/ TATPase vacuolaire. A l'inverse, le
domaine VO est composé exclusivement de sous-ugib@sprenant plusieurs isoformes (14
protéines représentant 5 sous-unités), dont séutag été identifiees (Tableau Il). Il est possible
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gue le caractere membranaire de ces protéinenet tdes hydrophobe, soit a l'origine de cette
difficulté d’analyse, cependant le scoMASCOT élevé des sous-unitées VHA-a2 et VHA-a3
(respectivement 1270 et 1368) laisse supposer tpisehce d’isoforme VHA-al de nos
identifications est plus probablement due a saldaibprésentation dans les échantillons. Cette
hypothése d’'une probable spécificité des soussimté domaine VO est également appuyée par
I'identification d’isoformes des sous-unités VHAdifférentes dans les travaux de Canberal
(2004) et dans les notres. Cette équipe, qui a ded vacuoles a partir de feuilles, n’a retrouve q
'isoforme VHA-c3 (scoreMASCOT= 91, Carteret al, 2004), alors que nous identifions les
isoformes c2 (score = 97) et ¢5 (score = 172).ttasux de Schmidit al (2007) n’ont pas permis
d’identifier précisément la (ou les) isoforme(s)addte sous-unité présente(s) dans leurs extraits.
L’identification de 11 des 13 sous-unités connues IATPase vacuolaire démontre
I'efficacité du protocole que nous avons mis erc@lan vue d’analyser les protéines vacuolaires.
De facon intéressante, les travaux de Shimaolké (2004), de Cartest al (2004) et de Schmidt
al. (2007) ont abouti & une couverture équivalensdégentification des sous-unités de 'ATPase
vacuolaire, les mémes sous-unités VHA-c” et VHAayant pas été retrouvées non plus. La faible
représentation de ces protéines au sein du comgkeiae V-ATPase et la petite taille (8 kDa) de la
sous-unité VHA-e pourraient étre a l'origine depb€&nomene.

[1.1.1.2 - Transporteurs a « ATP Binding Casset{dBC)

Les transporteurs ABC sont impliqgués dans I'impamtif, grace a I'hydrolyse d’ATP, de
composeés divers : sucres, lipides, conjugués diatgion, alcaloides, stéroides ou encore acides
organiques (Theodoulou, 2000). Le génom&rabidopsis thalianaompte 129 transporteurs de ce
type, divisés en 12 sous-familles (Sanchez-Fermamdeal, 2001). Nos travaux ont permis
d’identifier 14 transporteurs ABC représentant Gsstamilles (Tableau lll) : MultiDrug Resistance
protein (MDR), Pleitropic Drug Resistance (PDR@jrNntrinsic ABC Protein (NAP), Transporter
associated with Antigen Processing (TAP), MultidResistance-associated Protein (MRP). Quatre
d’entre elles ne sont représentées que par une peattine (MDR17, PDR8, NAP3 et TAP2), et
10 protéines appartiennent a la méme sous-farMlRR1 a 8, MRP10 et MRP14). Jusqu’'a présent,
seuls 3 transporteurs ABC ont été localisés auptiaste par des expériences de fluorescémce
vivo: MRP1, (Kleinet al, 2004), MRP2, (Leeet al, 2004) et TAP2 (Larseet al, 2007). La
présence de ces trois protéines est confirmée gmidentifications (Tableau Ill). La localisation
vacuolaire de 6 autres transporteurs que nous ifideist est confirmé par des travaux de
protéomique de différentes équipes : MRP3, MRR@RP6 (Dunkleyet al, 2006) ; MRP4 (Carter
et al, 2004; Shimaokat al, 2004; Szponarslat al, 2004; Dunkleyet al, 2006) ; MRP14 (Carter
et al, 2004; Shimaokat al, 2004; Dunkleyet al, 2006). Enfin, 6 transporteurs ont pu étre
localisés a la membrane de la vacuole pour la gnenfois grace a nos analyses. Si 5 d’entre eux
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(MDR17, MRP7, MRP8, MRP10, NAP3) n'avaient pas dealisation connue, PDR8 avait été
décrite pour étre plasmalemmiqui@ des expériences de localisationvivo (Kobaeet al, 2006 ;
Kim et al, 2007), et grace aux travaux de protéomique dekBByret al. (2006). Une double
localisation de cette protéine est toutefois emashle, avec une relativement faible représentation
dans le protéome vacuolaire qui expliquerait sasenbe des identifications réalisées par d’autres
équipes. Le score MASCOT relativement élevé (29%&cdequel nous l'identifions et I'absence
notable de protéines majoritaires du plasmalemmes das identifications rend tres improbable une
éventuelle contamination. Cette localisation ad& facuolaire et plasmalemmique est d’ailleurs
egalement observée pour MRP4. Identifiee dans Bsigotalité des travaux avec des scores
importants (Tableau Ill), cette protéines sembleefgartie des composants principaux du
tonoplaste alors que les travaux de Kleiral. (2004) I'avaient situé a la membrane plasmique pa
des expériences de fusion a la GFP.

Tableau 11l : Transporteurs ABC identifiés dans la fraction memamaire de la vacuolelLes valeurs de score
MASCOT, de couverture (exprimés en pourcentage)redmbre de peptides identifiés sont reportés pesianalyses
apres électrophorese sur gel d’acrylamide (Gelgret« solution ». Les valeurs de couverture obtepagsShimaoka
et al. (2004)(Sh), et les meilleurs scores obtenus par Carter et(2004) (C), et Dunkley et al. (2006D) sont
également spécifiés. (* : protéine assignée a lenbrane plasmique par Dunkley et al., 2006).

Gel Solution
Nom Locus i . Sz Sh C D
Score (cov.) # peptides Score (cov.) # peptides

MultiDrug Resistance proteins (MDR), 22 membres

AtMDR17 At3g62150 64 (4) 2 - - - -
Multidrug Resistance-associated Proteins (MRP), 1Biembres
AtMRP1  Atlg30400 1180 (23) 23 1549 (23) 27 26% 5% 80 716
AtMRP2  At2g34660 710 (21) 19 887 (14) 15 - 4% - 553
AtMRP3  At3g13080 328 (13) 8 312 (9) 6 - - - 445
AtMRP4  At2g47800 856 (19) 19 1738 (24) 30 15% 5% 55 700
AtMRP5  Atlg04120 529 (13) 11 474 (10) 9 - - - 224
AtMRP6  At3g13090 100 (2) 2 - - - - - -
AtMRP7  At3g13100 - - 86 (2) 2 - - - -
AtMRP8  At3g21250 212 (12) 5 273 (7) 6 - - - 110
AtMRP10 At3g59140 75 (3) 2 75 (3) 2 - - - -
AtMRP14 At3g62700 1296 (26) 27 2080 (29) 41 - 6% 171 489
Pleiotropic Drug Resistance protein (PDR), 13 memlas
AtPDR8  At1g59870 296 (11) 8 45 (1) 1 - - - 1267

Non-intrinsic ABC Protein (NAP), 15 membres

AtNAP3  Atlg67940 113 (9) - - - -
Transporter associated with Antigen Processing (TAR 3 membres

AtTAP2  At5g39040 86 (5) 2 88 (3) 2 - 9% 38 264
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Les transporteurs ABC de type TAP ont été cara@srchez ’lhomme pour leur implication
dans les processus de présentation d’antigeénes$e pawmplexe majeur d’histocompatibilité de
type |1 (CMHI). Localisés sur la membrane du rétcnlendoplasmique (RE), ces transporteurs sont
alors chargés du transfert de peptides antigénigeessl’intérieur du RE pour leur présentation a
I'extérieur de la celluleia le CMHI, et pourraient, a ce titre, étre en intéi@ avec le protéasome.
Localisé a la vacuole par plusieurs travaux dedmmique (Carteet al, 2004; Shimaokaet al,
2004; Dunkleyet al, 2006) et par fusion a la GFP (Larsetnal, 2007), ce transporteur pourrait,
chez les plantes, avoir une autre fonction quedastocation de polypeptides puisqu’une plante
mutée sur ce transporteur présente un phénotypgeatrtensibilité a I'aluminium (Larseet al,
2007).

[1.1.1.3 - Aquaporines (Tonoplast Intrinsic Protg)n

Les « Tonoplast Intrinsic Proteins » (TIP) sont daguaporines a la localisation
exclusivement vacuolaire. Le génomeAdibidopsisen code 10 isoformes, réparties en 5 sous-
familles (cf. Synthese bibliographique et Johansbal, 2001). Deux d’entre elles sont présentes
dans nos identifications, chacune représentée {gaf@&mes (Tableau V).

Tableau IV : Tonoplast Intrinsic Proteins (TIP) identifiées pamos travaux.Les scores MASCOT
obtenus a partir des analyses en gel et en solsioT précisés, ainsi que les scores d'identifarati
obtenus par Carter et al. (2004) (C). La TIP présedans les travaux de Schmidt et al. (2007) (Sc)
est marquée d’'un astérisque.

Nom Locus Score MASCOT c Sc

Gel Solution

TIP1 (= yTIP - 3 membres)

TIP1.1 At2g36830 88 -

TIP1.Z At392652( 40 - 10¢ *
TIP2 (= 8TIP - 3 membres)

TIP2.1 At3g1624( 447 311 234

TIP2.2 At4g17340 45 - 108

La variété importante d’isoformes de TIP codéed@aénome dArabidopsis thalianast a
relier a la grande spécificité tissulaire et / o@veloppemental des aquaporines vacuolaires
(www.genevestigator.com et Tableau V). Chaabidopsis les ARN codant les protéines de la
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sous-famille 3 (TIP3.1 et TIP3.2) ne sont prodgilte dans les graines, la sous-famille 4 (TIP4.1) et
la TIP2.3 sont spécifiques des racines, et le gienkisoforme TIP5.1 est exclusivement exprimé
dans le pollen, de méme que celui de I'isoforme(Tableau V).

Ces données permettent de mieux comprendre pousgutas les isoformes 1.1, 1.2, 2.1 et
2.2 ont été identifiees si I'on considere I'enseendes travaux de protéomique vacuolaire qui
mentionnent des TIP. Ces derniéeres présentent feh wafe expression relativement ubiquitaire,
excepté dans les cellules en cultures qui constitieetissu dans lequel I'expression des TIP est, d
loin, la plus faible. De fagon intéressante, cédible expression des aquaporines dans les cellules
en culture est confirmée par les scores d’idemtiibcn de Carteet al (2004) sur ces protéines,
globalement plus élevés que ceux obtenus a patimod analyses (Tableau IV). Alors que cette
équipe a en moyenne des scdv8SCOTplus faibles que les noétres, cette différence péat la
conséquence d’'une expression variable de ces pestdiun matériel a I'autre.

Au dela d’'une expression tissu-dépendante, le®r®es des aquaporines tonoplastiques
sont décrites pour étre dans des proportions velagpécifiques du type de vacuoles (lytique ou de
stockage) dans lesquelles elles s’expriment (Jetulal, 1999). Toutefois ces travaux ont été
principalement conduits sur des cellules de racieieses résultats peuvent étre difficilement
extrapolées a d’autres types cellulaires, et @reparées notamment aux analyses publiées sur le
protéome vacuolaire (Olbriatt al, 2007 ; Hunteet al, 2007 ).

Tableau V : Expression génique des 10 isoformes de TIP d’Addpsis thaliana en fonction du tissu considétées
nuances de bleu rendent compte des niveaux d'adatiorudes ARNm correspondant aux différentes isuds
(blanc : pas d’expression détectée, bleu clairpression faible, bleu foncé : expression forte)s @ennées sont issues
du site genevestigatohtfps://iii.genevestigator.ethz.¢imai 2008).
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[1.1.1.4 - Autres transporteurs

Soixante-treize autres transporteurs ont été EEsla la vacuole suite aux identifications
gue nous avons realisées (Tableau VI).

Parmi eux, 18 sont impliqués dans le transport deabolites de grande taille, tels que des
sucres, des lipides, ou des toxiques divers. Huit exembres de I&lajor Facilitator Superfamily
(MFS), 6 appartiennent a la famille d&ultidrug / Oligosaccharidyl-lipid / Polysaccharide
(MOP), 3 protéines sont de la famille dBsug / Metabolite Transporte(DMT) et 1 représente le
groupe desResistance / Nodulation / DivisiofRND). Les membres de la MFS sont des
transporteurs secondaires, symport, antiport opantjicapables d’assurer la translocation de divers
meétabolites : sucres, intermédiaires du cycle deb&rou antibiotiques par exemple. La famille des
MOP est particulierement intéressante puidgabidopsisexprime plusieurs membres de cette
famille, non présente dans le régne animal. Elleprend les protéines de la sous-famille des
Multidrug And Toxin ExtrusiofMATE), qui présente des homologies importanteecades
pompes d'efflux bactériennes et dont 4 représentant été identifiés. Le génomeAdabidopsis
code 54 membres de cette famille, qui reste toistgfeu caractérisée. Seuls quelques uns ont été
identifiés pour leur implication dans les mécanismde détoxication, et la présence de 6 d’entre eux
au niveau de la vacuole est tres probablementachatr au réle de la vacuole dans la séquestration
de toxiques.

Cing transporteurs de peptides ont été retrouvés tkafraction membranaire. Trois sont
membres de la famille dé&oton-dependent Oligopeptide TransportéPOT), et deux font partie
desOligoPeptide Transporter@OPT). Cette derniere famille, qui n’existe paszles mamiféres,
est impliqguée dans le transport de peptides dé Zmino-acides (Stacest al, 2002). Un cluster
particulier de celle-ci comprend notamment le tpamteur Yellow Strip 1, caractérisé chez le mais
pour son activit¢ de symport™H phytosidérophore (Curiet al, 2001). Cette protéine est
essentielle pour I'assimilation du fer chez ceti@nfe, mais est également capable de prendre en
charge d’autres métauxia des phytosidérophores ou des nicotianamines (Sehah, 2004). Les
deux OPT identifiés (At5g41000 et At3g27020) foattie de cette famille.

D’autres transporteurs de métaux ont egalementid&gtifies : le transporteur de fer
Nramp3, dont la localisation vacuolaire a été aqomfie par des expériences de fusion a la GFP
(Thomineet al, 2003), de méme que IRT3, un transporteur de d&tih. Le transporteur de zinc
ZAT1, l'antiport H/Na” NHX4, ou encore les perméases a potassium KuPRB5ka KuP7 ont
également été identifies, de méme que TPC1, quicime a I'efflux de calcium vers le cytosol
(Furuichi et al, 2001), et plusieurs ATPases permettant I'inflexcalciumvia I'hydrolyse d’ATP
(At1g07810, At2g41560).
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Tableau VI : Transporteurs identifiés dans la vacuole par n@avaux. Les 37 transporteurs décrits précédemment (souésude la V-ATPase, transporteurs ABC et protéines
TIP) ont été omis dans ce tableau. Pour chaqueépretsont indiqués la masse (MW), le point isoétpat (pl), le nombre de domaines transmembranafi@édD) donné par
Aramemnon (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.@e)dcores d’identification en gel et en solutienfdmille et le type de transporteur (transportesecondaire, ATPase, canal
ionique), et enfin les pourcentages de couverter&eponarski et al., (2004), le nombre de pepitlstifiés par Shimaoka et al. (2004) et les scaf@entification de Carter et

al. (2004). ni =non identifié.

MW Score  Score . Sz Sh Ca
Nom Locus pl TMD Famille Type

(Da) (Gel) (Soal) (% cov) (#pep) (score)
Potassium transporter family protein (KUP7, HAK7TK POT7) At5g09400 95292 5.1 13 76 99 KuP 2d Tpans ni ni ni
Integral membrane protein Atlg75220 52867 8.7 12 239 206 MFS 2d Transp. ni i n ni
Integral membrane protein At1g19450 52753 8.7 12 163 122 MFS 2d Transp. ni i n 91
Sugar transporter At2g48020 49667 9 12 34 - MFS 2d Transp. ni ni 97
Transporter-related similarity to D-xylose protomvgporter At1g20840 79433 51 11 78 86 MFS 2d Transp ni ni 91
Sugar transporter family protein At5g17010 53504 4 6. 12 - 32 MFS 2d Transp. ni ni ni
Sugar transporter family protein At3g03090 31 FM 2d Transp. ni ni ni
Transporter-related, low similarity to hexose tgzorser At4g35300 79674 54 10 354 354 MFS 2d Transp ni ni 50
Transporter-related, similar to cAMP inducible »tgin and . .

At4g17550 59037 7.1 13 124 82 MFS 2d Transp. ni i n ni

glycerol 3-phosphate permease
MATE efflux family protein At3921690 54916 4.2 12 131 127 MOP 2d Transp. ni 6 ni
MATE efflux family protein At3g26590 54286 5.7 12 103 119 MOP 2d Transp. ni i n 33
MATE efflux family protein At4925640 53190 6.5 12 112 128 MOP 2d Transp. ni i n ni
MATE efflux protein At50952450 52439 8.1 12 168 166 MOP 2d Transp. ni i n ni
Ripening-responsive protein Atlg47530 52389 7.2 12 209 173 MOP 2d Transp. ni i n ni
Ripening-responsive protein Atlg75530 52426 6.4 11 65 - MOP 2d Transp. ni ni ni
Nodulin MtN21 family protein Atlg75500 42544 9.2 10 291 204 DMT 2d Transp. ni ni ni
Glucose-6-phosphate/phosphate translocator 2 (GTP2) At1g61800 42726 9.6 8 52 - DMT 2d Transp. ni ni ni
Mechanosensitive ion channel domain-containingganot Atlg78610 96543 8.7 6 102 68 DMT 2d Transp. ni ni ni
Patched family protein similar to Niemann-Pick Gatpin At4g38350 116900 5.3 13 438 283 RND 2d Tpans 11 5 66
Proton-dependent oligopeptide transport family girot Atlg22570 62897 9.1 12 44 - POT 2d Transp. ni ni ni
Proton-dependent oligopeptide transport family girot Atlg72140 61347 8.2 12 34 - POT 2d Transp. ni ni ni
Peptide transporter (His transporter)(PTR2-B) AZ2y0 64380 5.5 10 807 567 POT 2d Transp. ni 7 103
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MW Score  Score . Sz Sh Ca
Nom Locus pl Famille Type
(Da) (Gel) (Soal) (% cov) (#pep) (score)

Oligopeptide transporter OPT family protein, pwatiFe(lll)- . ) )

. . At3g27020 73525 5.9 15 236 184 OPT 2d Transp. ni i n ni
phytosiderophore uptake mediator (YSL6)
Oligopeptide transporter OPT family protein, putatiFe(lll)- ) ) .

] . At5g41000 73526 8.3 14 - 65 OPT 2d Transp. ni ni ni
phytosiderophore uptake mediator (YSL4)
NRAMP metal ion transporter 3 (NRAMP3) At2g23150 168 4.8 11 91 84 Nramp 2d Transp. ni 4 ni
Zinc transporter (ZAT1, MTP1) At2g46800 43810 6.6 7 48 47 CDF 2d Transp. ni 3 ni
Sodium proton exchanger (NHX4, putative) At3g0637055570 7.4 14 92 93 CPA 2d Transp. ni ni ni
Metal transporter, putative (IRT3) At1g60960 45060 6.2 7 47 a7 ZIP 2d Transp. ni ni ni
Potassium transporter family protein (KUP5/KT5) 838530 94677 5.2 13 44 40 KuP 2d Transp. ni ni i n
Potassium transporter / tiny root hair 1 protein#frier required . ) )

i At4923640 86786 9.6 13 46 48 KuP 2d Transp. ni ni ni
for auxin transport (TRH1/KT3/KUP4)
Lysosomal Cystine Transporter At5g40670 31007 7.4 37 - LCT 2d Transp. ni ni ni
Cationic amino acid transporter (CAT9) Atlg05940 188 7.7 15 52 51 APC 2d Transp. ni ni ni
Cationic amino acid transporter (CAT2) At1g58030 0BZ 5.8 14 287 24 APC 2d Transp. ni ni 58
Cationic amino acid transporter (CAT4) At3g03720 583 5.8 14 180 145 APC 2d Transp. ni ni 40
Cationic amino acid transporter (CAT8) Atlgl7120 863 8.26 12 32 - APC 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At3g30390 894 6.1 11 50 50 AAAP 2d Transp. ni ni 30
Amino acid transporter family protein At2g41190 288 4.8 10 185 179 AAAP 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At2g39130 800 5.6 10 62 - AAAP 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At2940420 396 6.3 10 - 62 AAAP 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At3g28960 456 8.9 10 32 - AAAP 2d Transp. ni ni ni
Proton-dependent concentrative adenosine transg&he 1) Atlg70330 49312 6.8 11 75 74 ENT 2d Transp nii ni ni
ADP, ATP carrier protein 2 At5913490 41720 9.8 3 198 - MC 2d Transp. ni ni in
Putative ADP, ATP carrier protein 1 At3g08580 41449 9.8 3 424 - MC 2d Transp. ni ni ni
Mitochondrial phosphate transporter (PHT3-1) At5e4@ 40064 9.3 3 83 - MC 2d Transp. ni ni ni
Peroxisomal membrane protein (PMP36) At2g39970 8619 9.9 3 43 - MC 2d Transp. ni ni ni
Dicarboxylate/tricarboxylate carrier (DTC) At5glar6 31891 9.4 2 324 - MC 2d Transp. ni ni ni
Putative mitochondrial substrate carrier familytpio At4g01100 38301 9.6 1 155 - MC 2d Transp. ni ni ni
Putative plant uncoupling mitochondrial protein 853110 32641 9.6 1 227 - MC 2d Transp. ni ni ni
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MW Score  Score . Sz Sh Ca
Nom Locus pl Famille Type

(Da) (Gel) (Soal) (% cov) (#pep) (score)
Two-pore calcium channel (TPC1) At4g03560 84819 4.9 10 413 268 VIC lon Channels 21 ni 167
Zinc finger (DHHC type) family protein At3g51390 p. 2 8.4 4 45 45 VIC lon Channels ni ni ni
Chloride channel protein (CLC-c) At5g49890 85177 78. 10 79 - CLC lon Channels ni ni ni
Putative plasma membrane P3A-type H+-ATPase (AHA2) At4g30190 104335 6.5 10 159 117 P-ATPase ATP-Dep i n ni ni
Putative C&-transporting P2B-type ATPase (ACA11) At3g57330 &nd 6 11 731 593 P-ATPase ATP-Dep 29 2 91
Putative plasma membrane P3A-type H+-ATPase (AHA9) At1g80660 105142 6 10 84 51 P-ATPase ATP-Dep ni i n o ni
Calmodulin-regulated Ca2+-ATPase 4 (ACA4) At2g41560112678 5.8 9 196 200 P-ATPase ATP-Dep ni ni 105
Ca2+/Mn2+-transporting P2A-type ATPase (ECA1/ACA3) Atlg07810 116291 5 38 - P-ATPase ATP-Dep ni ni ni
Porin family protein At3g20000 34228 6.3 177 - MPT ATP-Dep ni ni ni
Vacuolar proton-translocating pyrophosphatase (8YP- Atlg15690 80768 5.1 15 2193 1948 H-PPase ATP-Dep 21 17 88
Copper transporter family At5g20650 15774 9.2 2 86 75 CTR2 UNK ni ni 58
Expressed protein Atlg73650 32939 9.1 6 194 177 UNC UNK ni ni 68
Nodulin family protein At5g14120 63108 7.2 12 108 - UNC UNK ni ni 68
Epressed protein At1g64650 50625 6.2 11 31 - UNC UNK ni ni ni
Expressed protein At29g20230 29702 5.1 4 - 48 ni ni ni
Endomembrane protein 70, putative At5g10840 74418 2 8 10 103 - UNC UNK ni ni ni
Endomembrane protein 70, putative At4g12650 59670 .9 5 10 39 - UNC UNK 21 ni ni
Endomembrane protein 70, putative At3g13772 74185 .7 8 9 59 - UNC UNK ni ni ni
Endomembrane protein 70, putative At2g01970 68005 .7 6 9 71 - UNC UNK ni ni ni
Transmembrane protein-related (TOM1) At4g21790 8298 8.7 7 72 73 UNC UNK ni ni ni
Putative drought-induced protein At1g53210 63376 2 5. 10 703 574 UNC UNK 28 ni 88
Early-responsive to dehydration stress protein (ERD At1g30360 81883 9.3 10 225 121 UNC UNK ni ni 4 6
Putative outer envelope protein At3g46740 89133 89 b 151 - Omp IP UNK ni ni ni
Porin, putative At5g67500 29577 8.9 b 155 - MPP UNK ni ni ni
Porin, putative At3g01280 29407 8.8 b 356 - MPP UNK ni 29 103
Porin, putative, Voltage-dependent anion-seleathennel protein  At5g15090 29193 7.9 b 464 - MPP UNK ni 35 99
Porin At3g20000 34250 6.8 b 177 - MPP UNK ni ni ni
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[1.1.2 -  Autres protéines

[1.1.2.1 - Protéines de types Band 7

Les analyses protéomiques ont également révéléékepce de protéines appartenant a la
famille des Band 7. Les membres de cette familleasactérisent par la présence d’'un domaine
Stomatin Prohibitin Flotilin Hbc(SPFH). De facon tres intéressante, 11 d’entreselsur 19
annotées dans le génome, ont été identifiees darisadtion membranaire vacuolaire. La co-
purification de ces protéines avec la fraction membire apres traitement salin (voir Matériels et
Méthodes) suggere leur liaison forte a la membraeequi est appuyé par la prédiction d’un
domaine transmembranaire ou d’'un site de myristimylgpour 9 d’entre elles (Tableau VII). Le
domaine SPFH est caractéristique des prohibitihée® stomatines, qui ont un réle probable dans
le cycle cellulaire ou la régulation de canaux gois. Ces protéines pourraient aussi controler des
processus importants au sein de fonctions membesndiverses, et sont, par exemple, retrouvees
au niveau des rafts lipidiques. La présence de @uS0 % des membres de cette famille dans la
fraction membranaire de la vacuole est tout a siaiprenante, et suggere leur aspect fondamental,
sans doute dans la régulation d’activités de trarisu de mouvement des membranes.

Tableau VII : Protéines a domaine SPFH identifiées dans la valgud.es scores et couvertures obtenues par
I'analyse apres électrophorése sont spécifiés,iajne les scores de Carter et al. (20Q@) et les couvertures de
Shimaoka et al. (20045h). DTM ou MPT : Nombre de domaines transmembranaiesype de modification
post-traductionnelles.

Nom Locus DTM ou MPT Score Cov(%) C Sh
Band 7 family protein At29g03510 1 328 18 - -
Band 7 family protein At3g01290 N-myristoylation P6 23 - 12
Band 7 family protein At5g51570 N-myristoylation 59 39 298 39
Band 7 family protein At5g62740 N-myristoylation 46 55 237 29
Band 7 family protein At1g69840 N-myristoylation 21 18 98 14
Expressed protein At5g25250 N-myristoylation 183 7 - -
Prohibitin At5g40770 N-myristoylation 473 38 109 24
Prohibitin, putative At4g28510 - 373 30 -

Prohibitin, putative At1g03860 N-myristoylation 305 22 -

Prohibitin, putative At3g27280 - 457 38 - 10
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[1.1.2.2 - Autres protéines

Plusieurs protéines a domaines transmembranairddegofonctions sont inconnues ont été
localisées a la vacuole. C’est en particulier & da la protéine At1g21680, similaire a la protéine
bactérienne tolB. Chez les bactéries gram-négatoeatte derniére a été caractérisée comme étant
impliquée dans la stabilité des parois de peptigzgies, et la cohésion de celles-ci avec les
membranes internes et externes (Lazzaebral, 2002). Elle intervient dans un complexe, formé
des protéines PAL (membrane externe), TolA (pesipk) et TolR / TolQ (membrane interne),
dont on ne connait pas d’homologues chAeabidopsis Ce complexe peut également, de facon
occasionnelle, servir de porte d’entrée a certagodisines. La présence de cette protéine dans le
tonoplaste pourrait étre nécessaire aux processusndaniement ou de biogenése de la membrane
vacuolaire, souvent décrits dans la littératuresm@our lesquels peu d’acteurs protéiques sont
connus. Ce type de processus pourrait égalemeatifiaervenir une protéine de type Niemann-Pick
Cl. Cette glycoprotéine a 13 domaines transmembesnanitialement identifiée a partir des
endosomes de cellules de mammiféres, n'a pas deodihu, mais pourrait étre impliquée dans des
activités de transport, et/ ou dans des phénosndmeocking ou de fusion membranaire.

1.2 - Localisation in vivo de protéines fusionnées a la GFP

Les analyses réalisées par spectrométrie de massdauti a I'identification d’'un nombre
important de protéines peu caractérisées expérateenént et dont la présence dans la vacuole
n'était pas connue. Afin de confirmer leur locdiiga in planta 6 protéines ont fait I'objet de
constructions de fusion traductionnelle aveGtaen Fluorescent ProteifGFP) placée en Nter :

- Une aquaporine (témoin de localisation tonoplastifjiP2.1, At3g16240)

Une protéine a 12 domaines transmembranaires [fivetesir de sucre putatif, At1g19450)
Une lipocaline (At5g58070)

Une protéine de type Band 7 (At1g69840)

Une enzyme de la voie de biosynthése des brassinaits (DWARF1, At3g19820)

Une enzyme du catabolisme des caroténoides (CCB168520)

Ces protéines ont été sélectionnées sur la bakiddisponibilité en systeme Gateway et
de leur diversité fonctionnelle (transport, synthést catabolisme). Un second témoin de
localisation tonoplastique, constitué de la comstom Nramp3::GFP (pNB96, obtenu auprés de
Sébastien Thomine, Thomiee al, 2003), a également été utilisé.
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[1.2.1 -  Transformation transitoire de cellules de tabac

La Figure 14-A présente une cellule de tabac exprtmla protéine de fusion
NRAMP3::GFP, observée en microscopie confocale ufieigl4-Al) et par microscopie en
transmission (Figure 14-A2). La superposition degxdmages (Figure 14-A3) permet de constater
gue la paroi vacuolaire épouse le contour de laleglce qui est cohérant avec la présence d’une
vacuole principale, turgescente, pouvant représ@mqu’a plus de 90% de volume cellulaire.

Les 6 constructions testées ont été expriméesgtn ftransitoire en cellule de tabac. La
fluorescence alors observée marquant les contoess céllules, la localisation des protéines
correspondantes pouvait donc étre vacuolaire ngategent plasmalemmique ou cytosolique, le
cytoplasme étant comprimé entre la vacuole et lalonane plasmique. Les profils de fluorescence
observés ont alors été comparés aux profils obtaprés transformation de cellules par un témoin
de localisation cytosolique Glucuronidase::GFP (GGBP, Figure 15-A). La fluorescence
cytosolique est aisément reconnaissable a la présdiamas de fluorescence plus ou moins
importants sur le pourtour de la cellule (FigureAllbet A3 a A5). En outre, la mise au point du
focus dans I'épaisseur de la zone de fluorescercmgi de deviner les impacts des différents
organites dans le cytosol, conduisant a une certaétérogénéité de fluorescence (Figure 15-A2)
comparé a celle observable dans le cas d'une $at@ih membranaire, obtenue avec la
construction GFP::TIP par exemple (Figure 15-B2ptt€ fluorescence particuliere a pu étre
observée pour toutes les constructions, attestantrdarquage membranaire, et non cytosolique,
pour I'ensemble des protéines étudiées (Figurel1a-B1 et B2 a G2).

L’observation des cellules transformées avec lasttoation Nramp3::GFP (Figure 14) met
aussi en évidence, pour les plus grandes d’entes, aln certain nombre de « segments » qui
traversent la vacuole pour relier entre eux dewés®pposés du tonoplaste. Ceux-ci sont plus
facilement visualisables sur des reconstitutions/agiole entiere, réalisées a partir de plusieurs
clichés de microscopie confocale (Figure 14-B).Higure 14-B3, en particulier, correspond a une
section d’environ 21 um d’épaisseur dans la vacwsle laquelle il est possible dobserver
distinctement les travées, représentées plus ail déhs la Figure 14-B4. Ce type de structure est
spécifiguement vacuolaire, et a été précédemmeatitd@eisenet al, 2005). Une seconde
structure, correspondant a I'empreinte du noyaulestionoplaste, confirme encore la localisation
tonoplastique de la fluorescence. Cet impact esemible apres reconstruction tridimensionnelle
(Figure 14-B6 et B7) mais également, bien que dams moindre mesure, sur les images
bidimensionnelles (Figure 14-B8 et B9). Ces matésticuliers de fluorescence ont été recherchés
pour I'ensemble des constructions, et mis en écelgrour 5 d’entre elles : la TIP (Figure 15-B3 a
B5), DWF1 (Figure 15-C3 a C5), la protéine de tygamd 7 (Figure 15-D3 a D5), la lipocaline
(Figure 15-F3 a F5) et CCD1 (Figure 15-G3 a G5xleant une éventuelle localisation a la
membrane plasmique pour ces protéines.
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Figure 14 : Cellules épithéliales de tabac transformées deofagransitoire, via Agrobacterium, avec la
construction Nramp3::GFP.(A) : Cellule de tabac observée par microscopie caalfo¢Al), en transmission
(A2), et superposition des images (AB) : Cellule de tabac observée en microscopie conéodan total de 39
acquisitions, sur environ 57 pm de hauteur, a éadisé (B1 : acquisition a z = 22,6 um), et a pexme réaliser
une reconstitution tridimensionnelle de la vacu@e a B7). Cette reconstitution permet de visualise travées
vacuolaires, en particulier lorsque la vacuole a®fprésentée sur une fraction de son épaisseur (B3:
Az =21,1 um; B4 : détail agrandi de I'image B3)e Gype de représentation permet également d’observe
'empreinte du noyau sur la membrane vacuolaire @59), visible en détail sur la représentation 3D
(B6:Az=33,1 um; B7:Az= 28,6 um) et, dans une moindre mesure, suraicert images 2D (B8: z
=33,1 um; B9 :z = 28,6 um). La barre indique uoegueur de 30 pm.
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o-TIP
(At3916240)

DWF1
(At3g19820)

Band 7
(At1g69840)

T. Sucres
(At1g19450)

Lipocaline
(At5g58070)

CCD1
(At3963520)

Figure 15 : Cellules épithéliales de tabac transformées de fagoansitoire avec les constructions(A) :
GUS::GFP (témoin de localisation cytosolique}B) : GFP::TIP2.1 (At3g16240 — témoin de localisation
vacuolaire) ; (C): GFP::DWF1 (At3g19820);(D): GFP::At1g69840; (E): GFP:At1g19450 ; (F):
GFP::At5g58070 {(G) : GFP::CCD1 (At3g63520), et observées en microgopnfocale. Dans les deux cas de
localisation, cytosolique et vacuolaire, le marqeagst périphériquél). Il est toutefois irrégulier dans le cas
d’'un marquage cytosolique (Al, A3 a Ab5), et régutlans le cas d’'un marquage vacuolaire (B1) et pour
I'ensemble des constructions testées (C1 a Glidum la mise au point est réalisée dans I'épaisdeun zone
fluorescente(2), la marquage cytosolique (A2) est hétérogéne istdaapparaitre les impacts des organites,
alors que l'on retrouve un marquage homogéne dansds d’'une localisation tonoplastique des protgine
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chimeéres (B2), ainsi que pour les 5 constructie@stiées (C2 a G2). Le marquage tonoplastique faitedgent
apparaitre des travées vacuolaires a l'intérieusqsus grosses cellules, visibles pour le témoitodalisation
tonoplastique (B3) sur certaines images, et plsimtitement sur les reconstruction 3D réaliséesagtipdes
clichés confocaux (B4 ; B5). Ces structures paligcas ont été retrouvées pour quatre constructitesiées :
GFP::DWF1 (C3 a C5), GFP::At1g69840 (D3 a D5), GER5g58070 (F3 a F5), GFP::CCD1 (G3 a G5). Les
fleches indiquent les travées vacuolaires.

[1.2.2 -  Transformation transitoire de protoplastes

De facon surprenante, aucune cellule exprimanotetcuction GFP::transporteur de sucres
putatif (At1g19450) n’a présentée de travées vadred. Bien que, en dehors de cette particularite,
les profils de fluorescence observés pour cettestoaction soient tout a fait comparables a ceux
obtenus avec les autres constructions, nous awautsagé confirmer plus avant sa localisation.
Pour cela, nous avons procédé a la transformatamsitoire de protoplastes de cellules en culture
avec le vecteur exprimant GFP::At1g19450, maisefgaht avec la construction GFP::lipocaline,
pour laquelle nous avions pu noter une certainérbg@énéité dans les profils de fluorescence
observés. La Figure 16-A présente un protoplastnstormé avec le vecteur codant
GFP::At1g19450, observé en transmission (Figurdlpet en microscopie confocale (Figure 16-
A2). La superposition des deux images (Figure 1p-&dhfirme sans ambigiité le marquage du
tonoplaste, et donc la localisation vacuolaire d@e t@nsporteur. De fagon intéressante, les
protoplastes exprimant la construction GFP::lipmea(Figure 16-B et C) présentent quant a eux un
profil de fluorescence qui ne semble pas excluserémvacuolaire (Figure 16-B1 a B3),
'observation d’'une vacuole libérée d'un protoptadysé mettant néanmoins en évidence le
marquage sans equivoque du tonoplaste (Figure 1&%C3).

1.3 - Conclusion

Le travail d’analyse protéomique que nous avonkségéa débouché sur lidentification de
420 protéines membranaires ou associées a la meebdela vacuole (Jaquinat al, 2007b;
Jaquinodet al, 2007a), constituant I'étude la plus compléte atfée a ce jour sur le protéome
tonoplastigue. Les analyses effectuées par Saetikal (2004), Szponarsket al (2004) et
Shimaokaet al (2004) avaient débouché, respectivement, suertification de 34, 72 et de 163
protéines dans la fraction membranaire, et lesatravde Carteet al. (2006) sur les protéomes
membranaires et solubles avaient conduit a I'idieation de 402 protéines. Plus récemment, un
travail original de localisation sub-cellulaire gtéines membranaires par tag isotopique a permis
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(At1g19450)
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Figure 16 : Protoplastes de cellules en culture d’Arabidopdisliana transformées de facon transitoirgservés

en microscopie en transmission (1), et en microscaonfocale pour I'observation de la GFP (2) et ke

chlorophylle (3) en acquisition séquentielle. (4puperposition des images. (A): GFP::Atlg19450,:(B
GFP::At5g58070, (C) : GFP::At5g58070 (détail d'umacuole). Si le marquage est exclusivement tontbglees

pour la construction GFP::At1g19450 (transportede sucres putatif ; A4), il semble que ce ne sastlp cas pour
la construction GFP::At5g58070 (lipocaline ; B4)eh que le marquage tonoplastique soit confirmé)(C4

d’assigner 24 protéines a la vacuole (Dunkétyal, 2006}, et deux études réalisées sur des
fractions enrichies en tonoplaste d’orge (Endierl, 2006) et sur des vacuoles intactes de chou-
fleur (Schmidtet al, 2007) ont abouti a I'identification de 88 et 3drf®téines respectivement.
L'utilisation d’une méthode originale d’oxydatioresl échantillons protéiques, associée a
une analyse des protéines majoritaires directemant solution dans du méthanol, sans
fractionnement préalable par électrophorése sur djatrylamide, ont notamment permis

1 A linverse des autres travaux mentionnés, ceuxDdekley et al. (2006) avaient pour objectif d'identifier la
localisation subcellulaire de plusieurs protéinemmhbranaires aprés séparation de fractions micrdesnpar ultra-
centrifugation, et ne constituaient donc pas unglétspécifiquement tonoplastique : Les microsorséparés sur
gradient d’iodixanol, sont récoltés en plusieurctions correspondant a des densités différentes.protéines de
chaque fraction sont alors digérées a la trypshédes peptides résultants marqués avec I'TRAQréactif présent
sous 4 formes (114, 115, 116, 117) isobariquesodientiques en mode MS), mais différentiables edenMS/MS.
Les fractions, chacune marquée avec une formerelifté d'iTRAQ, sont ensuite rassemblées pour entiitkr le
contenu en une seule analyse, et il est alors lgesgour chaque protéine identifiée, d’en conealr répartition a
travers les fractions. Une analyse statistique @mposantes principales permet alors de générercldssers de
protéines, au sein desquels certaines, dont ldidatian sub-cellulaire est bien connue, permet@affecter une
localisation a I'ensemble du cluster (Sadowetial, 2006).
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d’identifier 110 transporteurs, dont 60 n'avaieas gté mis en évidence par les précédentes études.
Cette classe de protéines est particulierementesgante dans le cadre d’'une recherche des
eléments impliqués dans la séquestration vacuati@semétaux lourds, et le fait que nous soyons
capable de suivre, par spectrométrie de massedpré® % (110 / 123) des transporteurs localisés
au tonoplaste par cette approche est un atout targigoour la suite que nous souhaitons donner a
ce travail. La confirmation de la localisatiam vivo d’'une part des protéines identifiées est un
aspect relativement peu pris en compte dans |leegforotéomiques vacuolaires publiées puisque
seule celle de Schmidit al (2008) comprend ce type de travail. Nous avonqifirmer la
localisation de 6 protéines identifiées dans latiom membranaire de la vacuole, 'ensemble de ce
premier travail d’analyse validant la méthode defimation de vacuoles qui a été mise en place. I
permet en particulier de confirmer I'absence det@mimations majeures par d’autres organites, les
identifications protéiques ne faisant pas apparas protéines majoritaires du chloroplaste
(protéines de la chaine de transfert des électpamsexemple), de la mitochondrie (complexes
respiratoires), ou du plasmalemme (aquaporine ke BYP Plasmalem Intrinsic Protejn

Toutefois la mise en évidence de fonctions vactedgparticulieres, relieées a la détoxication
métallique ou non, nécessite une vision globaléessemble des protéines de cet organite. Nous
avons donc complété le travail effectué sur lestivas membranaires par une analyse de la
fraction soluble de la vacuole, regroupant les gnas strictement solubles et les protéines
associées de facon transitoire au tonoplaste.

I - Analyse du protéome soluble de la vacuole

Suite a l'identification des protéines majeures ladraction membranaire des vacuoles
purifiées, nous nous sommes intéressés aux cargstule la fraction soluble et associée aux
membranes (Figure 17). Cet aspect de la protéomiqueolaire (fraction soluble) est moins
détaillé dans la littérature que I'analyse des @nats tonoplastiques, probablement a cause des
difficultés pour obtenir des organites intacts.

L’étude de la composition protéique membranairés@ntée préecédemment, a été réalisée
sur des fractions de membranes obtenues aprésractége » des protéines solubles associées
(incubation en présence de 500 mM de NaCl). Ce#tpeéde « lavage » a permis de diminuer la
complexité protéiqgue de la fraction membranairgjspbélicate a analyser, mais également
d’augmenter, dans la fraction soluble, la quanties protéines en équilibre entre une forme
« libre » et une forme « associée au tonopladt&c#itant I'identification de celles-ci.

Pour leur identification par spectrométrie de matese protéines contenues dans la phase
soluble ont été soumises a une courte électrophiomss la piste de migration divisée en 15
parties. La digestion trypsique a alors été réalis@mme décrite préecédemment, et les peptides
résultants chargés sur une colonne chromatograghiigqanolLC). L’élution séquentielle de ces
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peptides trypsiques vers le spectrometre de maakasapermis d’identifier les peptides contenus
dans chacun des morceaux de gel, conduisant aréiabl liste de 371 protéines vacuolaires ou
associées aux vacuoles. Ce travail d’identificaioaté réalisé par Michel Jaquinod et Lauriane
Kuhn du Laboratoire d’Etude de la Dynamique desddmes du CEA-Grenoble. Les protéines
identifiées ont été réparties en 10 catégoriestimmaelles (Figure 18), sur la base de celle prépos
par le MIPS Munich Information center for Protein Sequened®tp://mips.gsf.de).

Stratégie d’analyse protéomique Identification des protéines solubles

delavacuole ket

| SDS-PAGE!

Purification
des vacuoles|

Méthode : !
) |
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yse + | sa.-- R
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Figure 17 : Analyse par spectrométrie de masse de la commositirotéique de la fraction soluble de
vacuoles d’Arabidopsis thaliand.es vacuoles purifiég#\) ont été lysées par congélation / décongélation
puis centrifugées en présence de 500 mM de NBJCI40 pg de protéines de la fraction soluble ainsi
isolée ont alors été séparés par électrophoreseS(EBGE, 12% d’acrylamide, 2,5 cm de migration) puis
divisé en 15 fractions analysées chacune par naAdISIMS. Cette approche a conduit a I'identification
de 371 protéines.
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Les hydrolases, impliquées dans les processuggtadhtion et de recyclage des composés
cellulaires, représentent environ un tiers desémes identifiées, et se répartissent entre preséas
glycosidases, lipases et nucléases. D’autres fmmiiellulaires majeures telles que la réponse au
stress / défense contre les pathogénes ou la isigiah cellulaire constituent également une part
importante des protéines identifiées (respectivém@net 11 % du protéome). Les activités de
transport et de stockage, particulierement misegwdence dans le prottome membranaire a
travers la présence de 110 transporteurs, somjuegient moins représentées dans le protéome
soluble ou elles ne concernent que 8 % des ideatiifins (sous-unités de la V-ATPase, protéines
de liaison aux métaux : ferritines, protéine ddstia au Zn ...). Le métabolisme primaire
(glycolyse, cycle des acides tricarboxyliques emtlsyse des acides aminés) est quant a lui
relativement présent puisque 60 enzymes de cetifgarde ont été retrouvées dans les analyses
effectuées. Certaines enzymes impliguées dans tiegbolisme secondaire (synthéses d’alcaloides,
maintenance de la paroi cellulaire ...) sont égalémeprésentées. Enfin, 33 protéines (soit 6 % du
protéome soluble) n'ont pas été classées. Uneadfmartre elles (13 protéines) correspond aux genes
annotés « expressed protein », qui n'ont ni fomctiomotif structuraux connu a ce jour. D’autres
possedent des domaines particuliers (liaison auctesicnucléiques par exemple) ou un profil
d’expression connu (réponse a l'auxine) mais nfa# de fonction identifiée.

Remaniemeni Transd. de signa
lipidi Régulation 3
Iplalcf/tues 12% Réponse au stres

Protection

cellulaire ) té d |
7% representees ans e

soluble des

Figure 18 : Catégories fonctionnelles
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grace au site web TAIR.

I11.1 - Protéines a activité hydrolytigue

Les enzymes impliquées dans la dégradation dessdoomposés (peptides, carbohydrates,
lipides ou acides nucléiques par exemple) représemius de 30% de I'ensemble des protéines
identifiées. Elles constituent la catégorie fontielle la plus importante du protéome vacuolaire et
mettent particulierement en évidence la faculté cg¢ organite a recycler I'ensemble des
constituants cellulaire en fonction de la demanugsplogique.
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[11.1.1 - Protéases

Les protéases sont les principales hydrolasesadeatuole. Soixante cing protéines
identifiées peuvent étre rattachées a cette ca&gggu’il s'agisse de protéases (regroupées en
plusieurs familles) ou de protéines participard &lgulation des activités protéolytiques (ubiameiti
ou inhibiteurs).

L'analyse du génome Arabidopsispermet de prédir 818 protéases (base de données
MEROPS, http://merops.sanger.ac.uk/, Rawliegal, 2008), correspondant a un peu plus de 2,5%
du protéome potentielvia I'annotation du génome) de cet organisme. Cellessnt classées en
fonction de leur site catalytique et réparties astaSses majeures : métalloprotéases (M), protéases
a acide aspartique (A), protéases a sérine (Skegwes a cystéine (C) et protéases a thréonine (T).
Ces 5 catégories sont représentées dans le protemuelaire.

l11.1.1.1 - Protéases a acide aspartique (famille A)

Les protéases a acide aspartigue sont présentestchs les organismes, depuis les
vertébrés jusqu’aux virus, en passant par les ggaet les bactéries (Dunn, 2002 ; Davies, 1990 ;
Hill & Phylip, 1997). Chez les plantes, ces enzynmsssedent deux résidus aspartiques
responsables de leur activité (Rawlings & Barrgfi95) et un insert spécifique des protéases a
aspartate de planteléant Specific Insert PSI). Similaire a certaines saposines (protéines
activatrices des lipases), ces PSI n'ont, a ce pucun réle connu (Simoes & Faro, 2004). Suivant
I'espece considérée, ces enzymes sont activesfaone simple-chaine (riz, tabac ...) ou double-
chaine (maisArabidopsis...), les conditions de cette activation par protéeln’ayant toutefois pas
été établies. D’'une maniére générale, les protéaseside aspartique interviennent dans les
mécanismes de maturation et de dégradation degimest mais aussi dans les processus de
sénescence, de réponse au stress, de mort cellptagjrammée ou encore de reproduction (Simoes
& Faro, 2004). Elles sont également connues pow @ajoritairement vacuolaires (Ramalho-
Santoset al, 1997).

Deux protéases de cette famille, et deux autrestipas, ont été identifiées et sont
présentées dans le Tableau VIII. Trois d’entreseltat partie de la sous-famille A1, majoritaire
chez les plantes. La quatrieme, prédite (At3g1323®sente quant a elle un intérét tout particulier
car elle possede un motif (pfam 001995) qui la ragpe de la sous-famille A2 des protéases a
acide aspartique (Figure 19). Connu chez certainss (VIH par exemple), les bactéries, les
champignons et les mammiferes, ce type de proté&gdement appelée rétropepsine, n'avait
jamais été mis en évidence chez les plantes.
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I HER0O0O0981 LARSRPSYAYYLS---GPHLOPSONOALHLYDTGAENTYLPONHLYRDYPRIPAAYLGAGGYSRNRYNHLOGPLTLA-LKPEG--PFITIPKILYDTFDKHOILGRDYLSRLOASISI
I HER0O16601 DPARRPYIKAQYD---TOTSHPKTIEALL--DTGADHTYLPIALFSSHTPLKNTSYLGAGGOTODHFKLTSLPYLIR-LPFRT--TPI¥LTSCLYDTKNNHAIIGRDOALQOCOGYLYL
I HER0M0984 ROOMOPILGYRIS---YHGOTPQPTOALL--DTGADLTYIPQTLYPGPYKLHDTLILGASGATHTAFKLLOTPLHIF-LPFRR--5PYILSSCLLDTHNKHTIIGRDALOOCOGLLYL
| HEROODIE0 RLDKOPFIKYFIGGRHYKGLYDTGADEYYLENIHHDRIKGYPGTPIKOIGYNGY -—NYAKRK THYEHRFKD—--—KTGIIDYLFSDTPY--HLFGRSLLRSI¥TCFTL
| HER001447 HLEKRPTTIYLINDTPLHYLLDTGADTSYLT TAHYHRLK-YRGRKYOGTGLIGYGGHYETFSTPYTIKKKG——-—RHIKTRHLYADIPY--TILGRDILODLGAKLYL
| HER001448 TLHORPLYTIKIGGOLKEALLDTGADDTYLEE==HSLPGRHKP===KHIGGIGGFIKYROYDO=-IL TETCG==-=~-HKAIGTYLYGP TPY=~NITGRHLL TQIGCTLHF
HEROO1468 SLHKRPYYTAYIEDOPYEYLLDTGADDSIVAG--TELGDNY TP---KIVGGIGGF INTKEYKN-YEIKYLN----KRYRATIHTGDTPI~--NIF GRMIL TALGHSLHL
0! HEroo1486 PLMRRPIKTYYIEGYPIKALLOTGADDTIIKENDLOLSGPHRP==-KIIGGIGGGLHYKEYHD=REYKIED====KILRGTILLGATPI-~NITGRHLLAPAYPRLYH
O ! HERON0IE3 YTEAPPKIEIKYGTRHKKLLYDTGADKTIYTSHOH---SGIPKGRIILOGIGGI TEGEKHEQYHLOYKDK————— HIKGTIVYLATSPY--EYLGRONHRELGIGLIH
O | HEROODIES TLERRPEIQIFYNGHPIKFLLOTGADITILHRKDFOIGHSIEMGKONHIGYGGGKRGTHY INYHLEIRDENYRHOCIFGHYCYLEDNSLIOPLLGRDNHIKFHIRLYH
>>I1 HER00(0972 EHKDRPLYRYILTHTGSHPYKORSYYITALLDSGADITIISEEDHPTDHPYHEAANPOIHGIGGGIPHRKSROHIELGYINRDGSLERPLLLFPAVYAHVRGSILGROCLOGLGLRLTH
ts 1 HER015481 TSEQOPTCTIHIOGKKFKGLLOTGSDYSITSSHLHPSSHRKHPTHI-XLAGIGKADEYHOSTTFI-—-LPCTGPEGAKGKIOPY IHP-ISTHIHGRDLL TQHGAETHI
— | HERODDIGE VSENRPYCKAIIOGKOFEGLYDTGADYSITALNOHPKNHPKOKAYT-GLYGIGTASEYYQSHE-T~~~LHCLGPDNOESTYQPHITS~IPLNLHGROLLOOMGAEITH
C)l HERO(O0970 SDSRPHLHIYLNGRRFLGLLDTGADKTCIAGRDHPANHPIHATES-SLAGLGHACGYARSS50-P-—-LRHOHED-KSGITHPFYIPTLPF TLHGRDIHKDIKYRLHTD
T | HER000369 ITCOKPSLTLHLDDKHFTGLIDTGADYTIIKLEDHPPNHPITOTLT-HLRGIGOSHNPKASSK-Y——-L THROKENNSGLIKPFYIPHLPYNLHGRDLL SOHKIHHCS
HER(016353 ITHORPHLKLILDGKGFEGYIDTGADYTIIRGADHPSHHPLSYSLT-HLAEIGYASHPKRSSK-L-—-L THRDEDEKSGKIAPYYHSHLPYTLHGRDLL SAHGYILCS
I HER00O0975 SLHDRPKLRLKINGKEFEGILDTGADKSIISTHHHPKAHPTTESSH-SLOGLGYOSCPTISSY-A-—-LTHESSEGOOGKFIPYYLP-LPYNLHGRDINOHLGLILSN
I HER043651 SLADRLLHTLTIRGKSIOGLLDTGADYSIISENDHPKSHPLOPGDN-TLYGLGAAHTPSRSAQ-Y-—-LHHOODQEGNKGHYQPYYSA-LPITLHGROILEQLGLTLTH
I HER015479 YSEDRPYCTYTIOGKEFEGLYDTOADYSYI GIGTASEYYOSAHI====LHCPGSDHOESTYQPYITS=IPTHLHGRDLLOOKHHAEITI
1 HEROO4380 PSPSEPRYCLTIESOEYHCLLDTGAAFSYLLS--—-CPROLSSRSYTIRGYLGOPYTTYFSOP—————-| LSCOMGTLLFSHAFLIWPESPTPLLGRDILAKAGATTHL
1 HER015446 ITERELRYTLTYEGKSIPCLIDTGATHSTLPS==-==FOGPYSLAPITYYGIDGAASKPLKTPP====== LHCOLGOHSFHHSFLYIPTCPLPLLGRNILTKLSASLTI
| HER0O1812 PHPLGAHGDCHTGGOPIRFLIDTGAEHLYLOI----PLGSYSHKKYAYOGSHGATOEYPY THS—————~ REYSLGOKRYTHSFLAYPECPFPLLRROLLHKLOTSISL
| HER001480 EPPPEPRITLKYGGOPYTFLYDTGAQHSYLTQ====HPGPLSDKSAHYOGATGG=KRYRHT TD===m—m=| RKYHLATGKYTHSFLHYPDCPYPLLGROLL TKLKAQTHF
\ HER0(O4364 DPLPEPRYTLKYEGOPYEFLYDTGAEHSYLLO--—-PLGKLKEKKSHYHGATGO-ROYPHT TR—————-| RTYDLAYGRYTHSFLYIPECPYPLLGRDLL TKHGROISF
HER037833 EYEYAGAKHKGLLOTGASYSLLGOGCRELYEKLGHEARPYESHYRTAC
CONSENsSuS  ..iveveessssane Pevesans Heveas LDTOAd. e ssssseeerssasennsssan BB rsassesrssssssesssssssestrssssesssrnnes 1.Grd,%..0e.. 1..
At3g13235 EHNPEGFARYIHL---YVDHEYHGYPLKAFYDSGAGSTIISKSCAERCGLLRLHDORYKGIAHGYGATEILGRIHYAPIKIGH--HFYPCSFYVYLDSPHHEFLFGLDHLRKHACTIDLK
190 303

Figure 19 : Identification d’'un motif de type A2 (protéasesacide aspartique 2) chez une protéine identifiéendda
vacuole.Les protéines holotypes obtenues a partir de leebds données MEROPS permettent d’établir une séq
consensus caractéristique des peptidases A2, nefmen grande partie chez la protéine At3g1323%eQmotéine serai
la seule protéase de type A2 identifiée a ce jbezdes plantes.

[11.1.1.2 - _Protéases a sérine (famille S)

Contrairement aux protéases a acide aspartigueuourmgtalloprotéases, les protéases a
sérine (de méme que les protéases a cystéine) ibumecomplexe covalent enzyme-substrat lors
de I'hydrolyse des peptides. Ubiquitaires, elles @® identifiées dans les racines, les feuilles, |
graines ou les fruits, et interviennent dans destfons physiologiques trés diversdarnoverdes
protéines, sporogenése, développement des storeétescence, vascularisation, réponse au stress
ou encore symbiose (Antao & Malcata, 2005). La fienté plus représentée dans nos extraits est la
famille 10, correspondant aux Serine CarboxyPeptidake (SCPL). Six d’entre elles, sur 51
prédites dans le génomeAdabidopsis ont été identifiées dans la fraction vacuolaokilsle. Ces
protéases sont tres souvent impliquées dans laugtiod de métabolites secondaires dédiés a la
protection de la plante contre les herbivores auU¥ (Lehfeldtet al, 2000), et possedent des
profils d’expression assez spécifiqgues des différeéissus de la plante (Frasetr al, 2005). De
facon intéressante, trois des six protéines de attille identifiees (SCPL3, SCPL 29 et SCPL 49)
présentent un niveau d’accumulation d’ARNm, évgdaeRT-PCR (Fraseat al, 2005), quasiment
indétectable quelque soit le tissu considéré, atprs leur score MASCOT sont relativement
importants (respectivement 37, 129 et 140, Tab\ddy
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Une autre catégorie de protéases fortement repéesast la famille deSubitilisin-like
Serine Protease®u subtilases, dont 3 (sur 56 codées dans lenggnBRautengarteat al, 2005)
ont été identifiees au cours de notre travail. Qreg€ines possedent également des fonctions tres
diverses, et I'une d'entre elles, ARA12, a été déccomme étant réprimée par les stress,
notamment le stress cadmium (Golldatkal, 2003). La raison physiologique de cette regutatio
n'est pas connue mais les auteurs suggérent qulerait prendre part a la cascade de
signalisation via I'hydrolyse d'un peptide signé@le type de réponse est d’ailleurs décrit chez la
tomate, ou la libération de la systémine est dii@céion d’une subtilase (Schaller & Ryan, 1994).
Une 