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RESUME

Etnde de la phosphorylation in vitro des lipides de Penveloppe du
chloroplaste d’Epinard: 1dentification et localisation des principaux lipides

phosphorylés (CHAPITRE 3)

Plusieurs lipides de l'enveloppe du ehloroplaste d'Epinard incorporent in vitro du
2p 3 partir de [v-?PJATP. L'identité des quatre lipides phosphorylés majeurs a € déterminée
par déacylation et analyse par chromatographie en couches minces des composés glycéro-tétes
polaires qui en résultent, 1l s'agit des lipides PA, LPA, PIP ct LPIP. La présence de ces lipides
suggére également l'existence d'activités lipide-kinasiques {activités DG- et Pl-kinasiques) dans
les membranes d'enveloppes. Celles-ci ne sont pas réparties de manidre vniforme dans les deux
membranes de Tenveloppe. L'activité Pl-kinasique est localisée principalement dans la
membrane externe de Fenveloppe, alors que l'activité DG-Kinasique se retrouve plutét dans la
membrane interne de lenveloppe. Lhypothése d'unc éventuclle contamination des membranes
d'enveloppes par des membranes plasmiques a été écartéc par trois tests comparatifs. Les
lipides phosphorylés de la membrane de l'enveloppe sont done bien le reflet d'activités lipide-
kinasiques cndogenes. Le PIP trouvé dans les membranes de lenveloppe du chloroplaste
savere étre composé de deux isoformes (D-3 ct D-4). Cette obscrvation suggere la présence
de deux activités PI-kinasique; ¢’ est-2-dire d'unc activité PI-4-kinasique et d'une activité PI-3-

kinasique.

Phosphorylation des lipides de I'enveloppe dn chloroplaste d'Epinard: Effet
de divers facteurs chimiques ¢t physiques (CHAPITRE 4)

Les résultats consignés dans ce chapitre révélent que la phosphorylation des lipides
de lenveloppe du chlaroplaste varie beaucoup en fonction de la composition du milicu
d'incubation (pH, température, concentration en Mg®* et Ca™, ATP, GTP, CTP et ADP). Ces
résultats nous permettent également de mettre en évidence dans les membranes denveloppes la

présence de deux nouveaux lipides inconnus que nous avons nommés X ¢t Y. Ces deux lipides



ineorporent du P de fagon majeur en présence de concentrations faibles en ATP, Hs portent le
nombre total des lipides phosphorylés des membranes de enveloppe 2 six (PA, LPA, PIP,
LFIP, X et Y). Des cxpériences ayamt pour but de chasser lc P des lipides marqués
radioactivement, 3 l'aide d'unc concentration élevée d'ATP non-radioactif, nous montrent que
seuls certains lipides phosphorylés (LPA, LPIP et X) des membranes d'enveloppes sont sujets a
une déphosphorylation. L'inhibition de Factivité PI-kinasique de la membrane de I'enveloppe en
préscnce dun inhibiteur de P1-3-kinase, la wortmannin, confirme la présence dune activité PI-

3-kinasique dans I'enveloppe du chloroplaste.

X et Y, deux lipides phosphorylés d'identité inconnue de la membrane de
I'enveloppe: Localisation, identification du substrat et dépendance vis-i-vis
de In NDPKII de I'activité enzymatique catalysant I'incorporaution de *P 3
partir de [\-"PJATP dans ces deux lipides (CHAPITRE 5)

Les résultats décrits dans ce chapitre concernent principalement l'activit€ lipide-
kinasique responsable de lineorporation de P dans les lipides X et Y. Contrairement au lipide
Y qui est principalement localisé dans Ia membrane cxterne, le lipide X est réparti plus ou
moins uniformément dans les deux membranes de 'enveloppe. L'absence des lipides X et Y
dans les membranes plasmiques suggére que ces deux lipides sont caractéristiques des
membranes de 'enveloppe du chioroplaste. Lincorporation de P dans ces deux tipides est
stimulée par I'ajout d'one fraction de stroma dialysé. L'enzyme responsable de cette activation
cst la nucléoside diphosphate kinase du chloroplaste d'Epinard (NDPKII). Les résultats
obtenus jusqu'd présent ne permettent pas d'éearter définitiverment la possibilité d'un transfert
de phosphate de la NDPKII vers les précurseurs des lipides X et Y. Cependant, il est clair que
la NDPKI] active dc maniére au moins indirecte lincorporation de P dans ees deux lipides en
catalysant Ja formation de CTP & partic d'ATF et CDP. Ce résultat indique que le substrat
nuckotidique préférenticl de la lipide kinase catalysant Incorporation de P dans les lipides X
et Y s'avére étre le CTP. L'analyse des produits de X et Y aprés hydrolyse acide, ainsi que la
stimulation de Vincorporation de *P dans Ies lipides X et Y en présence de MGDG, signalent
que ces deux lipides sont probablement des dérivés de galactolipides et plus précisément, pour
le lipide X, du MG"DG (MGDG phosphorylé sur ke groupement galactose). L'effet stimulateur,



sur les activités lipide-kinasiques de la membrane de I'enveloppe, d'un activateur de protéines G
(lc mastoparan), suggdre quc ces protéines sont impliquées dans la régniation des activités
lipide-kinasiques de Tenveloppe. Nous concluons en stipulant que leffet activateur dun
mastoparan ainsi gue lirmplication de la NDPEKII, sur/dans les activités lipide-kinasiques de [a
membrane de l'enveloppe, permetient d'envisager une éventuelle implication des lipides issus de

ces activités lipide-kinasiques dans des processus de transmission de signaux.

Phosphorylation in organclle des lipides de I'enveloppe du chioroplaste
d'Epinard (CHAPITRE 6)

Au terme de ce chapitre nons pouvons confirmer gue ies activités lipide-kinasigues,
mesurées in vitro dans les membranes de enveloppe du chloroplaste {chapitre 3, 4 et 5), sont
également détectables in organetlo suite 3 une inenbation de chloroplastes en présence de 2pj
et de lumidre. Ces activités utilisent pour la plupart (DG-kinase ct MGDG-kinase) TATP
produit par photophosphorylation tandis que d'autres (Pl-kinase, LPI-Kinase), se sitvant sur la
face cxtemne de la membrane externe de Fenveloppe, utilisent préférenticllement FATP exogéne.
Ce phénoméne ¢st probablement §ié au transport d’'ATP via le translocateur SATP/ADP de a
membrane de lenveloppe. En effet, Ia sortie de [y-2P]ATP, formé par photophosphorylation
dans le chloroplaste, est faibie, voire nulle étant donné que le milieu d'incubation ne conticnt
pas d'ADP. Les activités lipide-kinasiques semblent étre régulées par des mécanismes
impliquant Faction de protéines de type G. Celite dernitre observation tend 3 démontrer
Timplication des activités lipide-kinasiques de la membraac de l'enveloppe du chloropiaste dans

des processus de transmission de signaux.
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CHAFPITRE 1

1. Introduction générale

Dans ce chapitre, nons présenterons les aspects essentiels de la structure, de la
compositioa biochimigue et de la physiologie du chloroplaste. Nons porterons netre al.tention
plos particoliérement sur Fenvcloppe du chloroplaste, étaat donné qu'elle constitue Ia structure
cellulaire étudide dans ce travail de thtse. Nous parlerons également des activités lipides
kinasiques chez les végétaux, ainsi que des phospholipides impliqués dans des signaux de
transmission; tant deané que leur présence dans les membranes de l'enveloppe du chloroplaste

constitue le sujet d%tude de cetle thése.

1.1. La compesition de la ceflule végétale

La composition d'une cellule végétale est fondamentalement trés similaire i celle
d'une cellule animale. Comme la cellule animale, elle sentoure d'une membraae plasmigue qui
délimite l¢ cytoplasme duns lequel on tronve lc noyan, les ribosomes, le réticulum
eadoplasmique, l'appareil de Golgi, jcs mitochondries, les peroxysomes, des microfilaments ct
des microtubules. Cependant, coatrairement & la cellule animale, 1a cellule végétale renferme
des organites appelés plastes. Parmi ceux-ci, le chloroplaste est un plaste important: il
accomplit la photosynthése, c'est-a-dire qu'il coavertit I'éaergie solaire ea énergie chimique, et
I'emmagasine sons forme de glueides ct d'antres molécules organiques. La plupart des cellules
végllales, et particuligrement les cellules matures, coaticnnent une grande vacuole dont la
membrane se¢ nomme le tonoplaste. Cet organile velumineux reaferme des substances
chimiques, décompose des macromelécules et, en grossissaat, joue un ble important dans la
croissance de I plante. Finalement, la membrane plasmique des cellules végétales s'eatoure
d'une épaisse paroi cellulaire qui soutient la structure de la cellule et confére une certaine

rigidité aux tissus végétanx.
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1.2. Le chloroplaste

Le chioroplaste est un membre spécialisé d'une famille d'organites végétaux appelés
plastes. Ces dernicrs naissent des protoplastes présents dans les cellules méristématiques. Au
cours de la croissance, le sort des protoplastes dépend de la situation des cellules et du miticu
dans lequel cas :dcrnit‘:rc's-vivcnt. Ainsi, de génération en génération, ces organites primaires
vont donncr'_ﬂ:;s plastes matures capables d'assurer le maintien d'activités métaboliques
diverses. Parmi ces plastes on trouve: les anyleplastes (que l'on observe principalement dans
tes racines, Ies ‘éoty]édons et les tubercules; ils sont incolores et renferment de I'amidon), les
chromoplastes (ils élaborent des pigments qui donnent aux fruits et aux fleurs leurs teines
orangfes ct jaunes), les étioplastes (uniquement présents dans- les feuilles des plantes
supéricures ¢roissant en pleine obscurité, ils sont capables de sc transformer en chloroplastes
aprds illumination) et les chloroplastes, Ces dernicrs plastes sc trouvent principalement dans les
feuilles et les autres organes verts des Végétaux, aiasi que chez les Algues. lls conticanent un
pigment vert appelé chlorophylle ainsi que d'antres pigments, des enzymes, de YADN, de
FARN, des ribosomes ct d'autres molécules nécessaires & la photosynthése, de cc fait, ks
chloroplastes ont unc certaine autonomic comune les mitochondries: ils peuvent synthétiser des
protéines, réduire le dioxyde de carbone pour permctire son assimilation en hydrates de
carboncs, acides aminés, acides gras ct autres terpénoides. 1ls sont également le sidge de la
réduction des nitrites et des sulfales, et rendent possible lcur incorporation dans les acides
aminés. En bref, ils sont fondamentaux pour assurer le métabolisme cellulaire et permettic le

bon développement de la planie cntitre,

1.3. La structure du chloroplaste

e chlorobla.stc est un organite biconvexe de 5 & 10 wm. De part ses similitudes
avee les prochlorons, il dériverait d'ancéires procaryotiques [théerie endosymbiotique (Gray et
Doolitle, 1982)]. -Le chloroplaste dispose d'unc structurc complexe composée de six
compartiments (i.e. la membranc exteriic, 'espace intermembranaire, la membrane interne, le
stroma, les membranes thylacoidales ¢b le lumen thylacoidal ou espace intrathylacoidien;

Fig.1.1).



Le chloroplaste

Membranes thylacoidales

Espace intennembranaire Membrane cxieme

ct
Membrane inteme

de I'enveloppe

Grana Strama
Lumen Lamcltes

du stroma

Fig. I.1. Représentation schématique du chloroplasic

Le chloroplaste est entouré par unc double membrane appeléc cnveloppe. Les
membrancs cxterne et internc de cette envcloppe délimitent I'espoce intermembranaire ct
fusionnent par endroits, formant ainsi des sites de contact (Cremers ct al,, 1988; Cline et al.,
1985). L'enveloppe sépare le siroma ct les thylacoides du reste de la eellule, conférant ainsi uae
intégrité structurale ct fonctionnelle au chloroplaste. Les membranes thylacoidales, qui
délimitent Tespace intrathylacoidien (lumen), sont arrangées en régions accolées {grana} et

non-accolées (lamelles du stroma) (Stachlin, 1986).

1.4. La physiologie du chloroplaste
L'analyse bidimcnsionnelle sur gel d'électrophorése de protéines chloroplastiques
met en évidence la présence de plus de 250 spots. Environ 30 A 40% de ces protéines sont

codées par le génome chloroplastique et synthétisées dans le stroma, alors que les 60% restant
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sont importées dans le chloroplaste A partir du cytoplasme (Dietz et Bogorad, 1987). Ces
protéines importées sont synthétisées sous la forme de précurseurs de taille plus élevée
(préprotéines} que cclle des protéines matures correspondantes. Les acides aminés
supplémentaires, Jocalisés aux extensions N-terminales des préprotéines, constituent un peptide
dc transit qui permet l'ancrage de la préprotéine A fa surface du chloroplaste {Archer ct
Keegstra, 1990; van't Hof ct al, 1993). Le passage dc la protéine précurscur 2 travers
Fenveloppe nécessite de 'éncrgie sous forme d'ATP; de plus, l'olipemérisation des préprotéines
dans l'organite dépend de la présence de facteurs solubles internes (Fliigge, 1990; Ellis et van
der Vies, 1991).

Actucllement, pas moins de dix séquences nucléotidiques complétes codant pour
autant de génomes chloroplastiques différents ont &té déterminées: Marchantia Polymarpita
(Ohyama ct al., 1986}, le tabac (Shinozaki ct al., 1986), lo riz (Hiratsuki ct al., 1989), IEugléne
(Hallick et al., 1993), Epiphagus virginiana (Wolfc ct al, 1992), Cyanophora paradoxa
(Stirewalt et al., 1995), Parpliyra purpurea (Reith et al.,, 1995), Pinus thunbergii (Wakasugi ct
al,, 1994), le mais (Maier ct al., 1995) et Chlarella vulgaris (Wakasugi- et al., 1997). On
dénombre 150 génes structurels dans le génome chloroplastique du tabac. Iis codeat pour 90
différentes protéines, dont 50 ont pu &tre assignées & des protéincs chloroplastiues connues.
De plus en plus de génes nucléaires codant pour des protéines chloroplastiques sont isolés ct
séquencés, mais ils ne représentent encore quiunc infime partic du nombre de protéines
d'origine cxtraplastidiale effectivement présentes dans le chloroplaste (Douwe de Boer et
Weisbeeck, 1991).

1.4.1, Le stroma

Le stroma est un milicu liquide contenant des protéines (~140 bandes apres
€lectrophorése bidimensionnelle; Ellis R.J., 1981) qui prennent part aux nombreuses voies
biosynthétiques du ehloroplaste (Danks et al., 1983) et assurent les mécanismes de réplication,
transcription et traduction de 'ADN chloroplastique. La fonction essentielle assurée par e
stroma est la réduction du dioxyde de carbone {cycle dc Calvin-Benson). Celtc activité
enzymalique fait partic des réactions obscurcs de la photosynthdse. L'cnzyme clé de ce
processus de fixation est Ja ribulose bisphosphate carboxylase oxygénasc (RubisCQ). Cect

hétéroenzyme consistc (chez les plantes supéricures) en un multimdre {L4Ss) de deux sous-
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unités respectives de 54 kDa (grande sous-unité; LS) et de 14 kDa (petite sous-unité; §5). La
grande sous-unité de La RubisCO portc lo site catalytique et est synthétisée dans le
chleroplaste, alors quc la petite scus-unité est synthétisée dans le eytosol sous la forme dun
précursenr (Roy et al., 1988).

1.4.2. Les membranes thylncoidales

Les membranes thylacoidalcs, sites des réactions claires on photochimiques de la
photosynthese, assurent les mécanismes de transfert d'électrons provenant de la photolyse de
l'eau ainsi que la photophosphorylation par le biais de la photosynthése (Hiller et Goodchild,
1981; Stachlin, 1986). Dans lcs membranes thylacoidales sont localisés quatre grands
complexes protéiques distribués entre les régions granaires et agranaires des thylacoides. Les
lamelles du stroma contiennent ainsi lc photosystéme I (PSI) associé 4 ses antennes collectricas
(LHCT) et le site de la synthése de I'ATP couplé au flux d'électrons, le complexe Fo/Fi-ATP
syathétase. Les régions granaires, quant & elles, compreancnt principalement le photosystéme
I (PSH) ct le "light harvesting complex II* (LHCID),

Le LHCII est un complexe pigments-protéines qui contient environ la moitié de la
chlorophylle ot un tiers des protéines thylacoidales. [1a été démontré qu'unc partic de I'énergic
d'excitation d'origine lumineuse absorbée par le LHCII n'est pas transférée sur le PSII mais sur
le PSI via la phosphorylation du LHCH (Horton et Black, 1981). Cette modification post
traductionnelle du LHCI! (phosphorylation de la partie N-terminale} permet une distribution de
Yénergie d'excitation cotre les deux photosystémes qui est contrbléc par I'état redox des
transporteurs d'électrons qui Jes coancetent (Allen, 1992). Cette régulation en "feed back™ de
l'éncrgic photosynthétique est communément appeléc le mécanisme du “spillover”. Cette
propriété du LHCI {couplage PSI/PSII) ainst que les propriétés adhésives de son extrémité N-
terminale, Iui permettent également d'induire la formation de grana (régions accolées des

membranes photosynthétiques) (Murphy, 1986, Mullet, 1983).



1.4.3. L'enveloppe du chloroplaste: structure et fonction

La structure de’I'coveloppe consiste en deux membranes (exicrne ct interne)
séparées par un espace intermembranaire (Fig.1.1). Ces deux membrancs contieancnt cnviron 1
3 2% dcs protéines du chloroplaste (Douce o Joyard, 1979). Les cnveloppes, ainsi que
chacunc des deux membranes (externe ¢t interne) peuvent étre facilement isolées du stroma et

des thylacoides par des techniques mentiornées plus loin (sc référer au chapite 2).

1.4.3.1. La structure physique et la composition biochimique de I'enveloppe

La structurc physique des dcux mermbranes n'est pas identique. La mecmbrane
cxternc cst porcusc ¢t permet le passage de Yeau, d'ions et diverses autres moléeules du milicu
ambienl externe vers Iespace intermermbranaire (Flitgge et Benz, 1984). Ces pores, dont la
composition protéique demeurc inconnue, ont un diamétre de 3 nm ot une limite d'exclusion
moléculaire de ~10 kDa. A linverse, la membrane interne est imperméable aux ions ¢t autres
molcules de petite taille. Elle contient environ 1 mg de lipides/mg de protéines, alors que la
membrane externe en contient 2 & 3. Cettc composition biochimique différente permet de .
séparer aisément ces deux types de membrancs sur gradient de saccharosc. En effet, los
membranes interncs exlibent une densité plus dlevée (1.12-1,13 g/em’) que les membranes
extemnces (1,08 gfem’®) (Block ct al; 1983). Les deux membrancs de l'enveloppe sont séparées
par un espace de 2 4 10 nm (Carde et al,, 1982} Cet cspace intermembranaire est discontinu,
car les deux membranes s'accolent ¢a et K et forment des zones de forte densité (les sites de
contact) que 1'on peut abserver cn microscopie €lectronique (Cremers ct al., 1988).

Les constituants biochimiques de l'enveloppe somt essentiellement des lipides, des
protéines. et des caroténoides. Récemment, Jiger-Vottero ot al. (1997) omt démontré
également la présence de semiquinoncs, de flavosecmiquinones, dc centres de transfort
d'électrons contenant du fer ct de flavines (FAD). Par contre, la préscnce de cytochromes. dans
les enveloppes de chiloroplastes n'a jamais ¢té démontrée. La sigoification physiotogique de ¢es
chaines redox serait liée (i) Ia présence de désaturases ct A (i) des mécanismes impliqués dans
I'cxport de protans dans le ¢ytosol qui contrdleraicnt le pH du stroma durant la photosynihése

(Jiger-Vottero ct al., 1997).
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La composition lipidique de l'enveloppe chloroplastique (Maréehal et al., 1997;
Joyard et al., 1991} est caractérisée par la grande quantité de glycolipides (~70%) et par la
faible proportion de phospholipides (~30%) qu'elle couticnt. Les glycolipides, MGDG
(monogalactosyldiacylglycérol), . DGDG (digaiactosyldiacyiglycérol) ct SQDG
(sulloquinovosyldiacylglycérol) représentent respectivernent les 32%, 30% et 6% dey lipides
totaux de lenveloppe du chioroplaste. Les phospholipides de I'énvcloppc du chloroplaste
dEpinard sont cssenticllement  la PC (phosphatidylchioline, 26%) ct e PG
{phosphatidylglycérol, 9%). On trouve également du PI (phosphatidylinositol, ~4%) rnais pas
de PE (phosphatidyléthaitolamine} ni de BPG (bis-phosphatidylglycérol) qui sont deux des
trois phospholipides majeurs des mitochondries. En ce qui concerne ia présence ou l'absence de
PE dans les membrancs de lenveloppe du chloroplaste, Joyard et al. (1991) considérent cc
phospholipide comme €tant un marqueur qui révéle la présence de contaminations de
mcrﬁbranes extraplastidiales. Or, récemment, Uemura ct Steponkus (1997) ont détecté la
présenice de PE et de PA dans des membranes denveloppe du chloroplaste de Scigle (Secale
cereale L. Cv Puma). '

Si les composants lipidiques des membranes cxternes et interncs sont identiques,
leurs proportions relatives varient par contre fortement. Ainsi, nous trouverons dans la
mc-mbr:me externe ¢t interne les proportions respectives suivantes en lipides; MGDG
(17%/49%), DGDG (29%/30%), SQDG (6%/5%), PC (32%/6%), PG (10%/8%) ct PI
(5%/1%). La phosphatidylcholine nt scrait eoncentrée que dans la membrane externe, 2 cause
dc son originc cxtraplastidialc. Conccfnant la composition cn acides gras des lipides dé Ia
membrane du chloroplaste, les galactolipides conticanent une trés grande proportion (95%)
d'acide linolenic (18:3). Certaines plantes, comme le Pois, qui possédent un acide gras 18:3 aux
deux positions su-1 et s1-2 du glycérol sont appelées plantes e 18:3, D'autres plantes, comme
IEpinard, qui possédent un acide gras 16:3 sur la position sn-2 du glycérol, sont appclées
plantes en 16:3. 11 existe done différentes espdees moléculaires de galactolipides. La premire
structure (18:3/18:3) est typigue des lipides dits eucaryotiques (PC) et la seconde (13:3/16:3)
correspond & celle des lipides dits procaryotiques (Hcinz, 1977). En ce qui coneerne cette
dénomination, lipides cucaryotiques ct lipides procaryotiques, Murata et Sicgenthuler (1998)
proposent unc dénomination plus révélatrice de l'originc biosynthétique de ces lipides. Ces
auteurs ont nomm€ respectivement lipides cytoplasmiques et lipides chloropiastiques, los
lipides dits jusquiici cucaryoliques ct procaryotiques. Certains pools de PG sont uniques

puisqu'ils contienncnt un acide gras, I'acide frans-hexadteénoique en position $4-2 (Cen). Cet
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acide gras est présent dans le PG de toutes les membranes chloroplastiques (enveloppes et
thylacoides), mais des membranes d'enveloppes de chloroplastes provenant de tissus aon-
photosyathétiques contiennent un acide gras en Cgyg & la place du Cie;, (Alban et al., 1988).

La présence de pigments dans les eaveloppes de chloroplastes se remargque déja 2
Poeil ou. En effct, coux-ci ont unc couleur jaune-crange intense due 3 la présence de
caroténoides. Les caroténoides de Ienveloppe sont la violaxanthine (6.5 pg/mg protéine), la
lutéine + zéatine (2.5 pg/mg), le B-carotdne {1.42 pp/mg), Panthérazanthine (0.79 pgfmg) et la
néoxanthine (0.4 pg/mg). On retrouve tous ces pigments dans les membranes du thylacoide
mais dans des proportions différeates (Douce et Joyard, 1982). Le r8le physiologique des
caroténoides dans l'enveloppe du chloroplaste serait de prévenir des dommages photooxidatifs
en jouant un réle d'extincteur de Yoxygdne singulet, comme c'est Je cas dans les membranes
photosynthétiques. Actuellement, limplication de la membrane de l'eaveloppe du chloroplaste
dans la biosynthtsc des caroténdides est encore controversée (Joyard et al,1991). Cette
activité biosynthétique serait plutdt liée aux membranes thylacoidales (Britton, 1988).

La composition protéique de la membrane de I'enveloppe différe de celle du stroma
et des membranes thylacoidales (Siegenthaler ¢t Nguyen, 1983; Sicpenthaler ¢t Dumont,
1990). De plus, des analyses électrophorétiques bidimensionnelles (Werner-Washbum et al.,
1983; Dumont, 1991) ct des partitions dc phase au Triton X-114 (Siegenthaler et Dumoat,
1990) ont permis de montrer des différences, mais également certaines homologics dans la
composition en protéines des membranes extemes ct internes de 'enveloppe du chloroplaste.
La présence de certaines protéines dans les deux types de membranes pourrait &tre due aux
régions communes de celles-ci, notamment aux sites dc contact (Cremers ct al., 1988). Plus de
75 protéines différentes ont §té identifiCes dans les enveloppes du chloroplaste. La plupart de
ces protéines semblent &tre codfes par le pénome nucléaire. Actvellement une dizaine de
séquences de gines nucléaires codant pour des protéines de Fenveloppe sont cotnucs. T S'agit
des génes codant pour (i) le translocateur de phosphate (Fligge et al., 1989; Fligge ct Heldt
1991), (i) unc protéinc de 6.7 kDa de la membrane externe de enveloppe (Salomon et al.,
1990), (iii) une protéinc de 24 kDa située dans la membrane externe (Fisher et al., 1994), (iv)
la monogalactosyldiacylglycérol synthétase (46 kDa) {(Shimojima et al., 1997), (v) une ATPase
dépendante du calcium (104 kDa) (Nguyen et Siegenthaler, 1983; Huang et al., 1993) qui
servirait 3 contrbler la concentration cn caleium dans le stroma ct ce faisant les activités

métaboliques chloroplastiques dépendantes du Ca®™, (vi) unc protéine de 37 kDa de fa
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membrane interne (Drescs-Werringloer et al, 1991} qui ne correspondrait pas 2 (vii) la
NADPH:protochlorophyllide réductase de méme poids moléculaire (Block et al., 1991), (viii)
une protéine "heat shock” (70 kDa) de la membrane externe (Wu et Ko 1993) et (ix) une
protéine de l'enveloppclexteme de 14 kDa (Li et al,, 1991). Actucllement aucune protéine, de
fonction connue, de la membrane de l'enveloppe dv chloroplaste codée par le génome
chloroplastique n'a ét€ identifide (Dovwe de Boer et Weisbeek, 1991). Par contre Dumont-
BéBoux et Siegenthaler (1994) ont identifié (par protéosynthése in organello) six protéines de
I'enveloppe du chloroplaste d'Epinard susceptibles d'étre codées par le génome chioroplastique
et traduites par des ribosomes 708,

D'autre protéines, comme des "GTP-binding™ protéines ont été détectées dans les
membrancs de I'enveloppe. Sasaki et al. (1991) ont montré la présence d'vne "GTP-binding”
protéine de 24 kDa dans la metbrane externe de l'enveloppe. Ce type de protéines étant
impliqué dans des cascades de transmission de signaux, les auteurs suggérent que cette
protéine serait impliquée dans la communication eatre le chioroplaste et le eytosel. Deox autres
"GTP-binding" protéines de 34 kDa et 86 kDa scr:iiem. quant & elles, impliquées dans le
mécanisme d'import protéique (Kessler ct al.,, 1994). Nows citerons encore l'identification, par
immuaoprécipitation, de deux phosphoprotéines de 14 et 26 kPa, liées 3 Tenveloppe du
chloroplaste d'Epinard, qui correspondraient, respectivernent, 3 pn pool distinct de la petite
sons-unité de la RubisCO et du LHCIT (Bovet et al., 1995).

1.4.3.2. Les rdlcs de l'enveloppe

Deux fonctions majeurcs ont €€ attribuées 2 Ja membrane de l'eaveloppe. La
premidre fait intervenir des translocateurs spécifiques de la membrane interne qui contrilent le
transport de différents métabolites entre le cytosol et le stroma. La seconde est impliquée dans
la biogendse du chloroplaste. Ea effet, la membrane de I'enveloppe est la plaque tournante de ia
biosynthese de nombreux coastituants plastidiaux: glycérolipides, pigmeats, préaylguinones ct
dérivés (hyperoxides) d'acides gras (Maréchal et al,, 1997, Blée et Joyard, 1996). Elle assure
également le transport des protéines du chloroplaste qui sont codées par le génome nuckéaire et

synthétistes par les ribosomes du cytosol (Joyard et al,, [991).
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1.4.3.2.1. Les lranstocateurs de l'enveloppe

Le translocateur de phosphate est lc constituant principa! de Ja membrane interne
de lenveloppe du chloroplaste des plantes en Cs. 1l constitue eaviron le 15% des protéines
totales de cette membrane. Cet enzyme est constitué de deux sous-unités identiques de 30 kDa
(Fliigge et Heldt, 1984). I est codé par le génome nucléaire (Fliigge et al., 1989, Fligge et
Heldt 1991} sous la forme d'une préprotéine contenant une extension N-terminale hydrophobe
de ~21 acides aminés suffisante pour permettre de cibler la protéine vers la membrane interne
de lenveloppe (Knight et Gray, 1993). Ce translocateur catalyse l'échange de trioses
phosphates issus de la photoréduction duo CO; contre du phosphate inorganique issu de
lactivité métabolique du cytoplasine. - Ainsi, de lacide 3-phosphoglycérique et du
diliydroxyacélone-phosphiate sont exportds dans le cytosol oli ds seront utilisés dans la
biosynthdse de molécules esscnticlies -(acides aminés, saccharose, ete.). Le phosphate
inorganique importé sera utilisé pour a synthese d'ATP via FATP-synthétase du thylacoide
(Flagge et Heldt, 1984; Fliigge et Heldt, 1991),

Plusieurs autres translocateurs ont également ¢été localisés dans la membrane de
Jenveloppe du chloroplaste:

a) Des translocateurs de composés possédant deux carboxyles. En effet de nombreux
dicarboxylates, tels le L-malate, I'oxaloacétate et [o-cétoglutarate sont capables de traverser
I'enveloppe (Lelner et Heldt, 1978; Flilgge et Heldt, 1991; Menzlaff et Fliigge, 1993);

b) Un transloeateur d'hexose-phosphate. La présence dans l'enveloppe d'un iranslocateur
d’hexose-phosphate responsable notamment de limport de glucose-6-phosphate, couplé
simultanément A I'import de phosphate inorganique dans le stroma, a également été démontrée
(Quick et al., 1995). Le role physiologiqﬁe de ce translocateur n'est pas encore elairement
¢établi. Premid¢rement, an pense que lorsgue la concentration cytosolique en hexose est élevée,
Ia synthése d'amidon pourrait étre €galement possible pendant la nuit grice A ce transporteur.
Deuxigmement, lorsque la concentration en hexose dans le chloropinste ‘est faible, le
translocateur d'hexose-phosphate apporierait Yapport d'énergie indispensable aux activités
biosynthétiques du chloroplaste. On ne peut actuellement exclure la possibilité que le
translocateur de triose-phosphate (via une modification allostérique de Yenzyme) soit impliqué

dans ce mécanisme dimport d'hexose-phosphate (Quick et al., 1995);
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c) Un translocatcur 'ATP/ADP, de pyrophosphate inarganique ot de phosphotnoipyruvate
(Robinson ot Wiskich,1977; Heberet Heldt, 1981, Woldegiorpis et al., 1983,

d) Des translocatcurs de nitrite localisés sur la memirane interne (Shingles et al., 1996). En
effct le chioroplaste est le site de réduction du nitrite en ammoniague via la nitrile réductase
qui utilise la ferrédoxine comme agent réducteur (Joy ot Hageman, 1966);

¢) Un translocateur de maltose ct glucose dans la membrane interne de lenveloppe du
chloroplaste d'Epirard (Rost et al,, 1996);

D Un translocateur d'acides aminés.- Pohlmeyer ct ol {1997) ont isolé et caractérisé un canal
protéique, localisé dans la membrane externe de I'enveloppe, sélectif pour les acides aminés.
Celtc protéine de 16 kDa (OEPI6) forme un homodimer qui nc posséde aucune homologie de
séquence ni de structure avee les porines classiques. Cette déeouvenc remet en cause la faciiité
d'accds pour de petites molécules A l'espace intermembranaire;

g} Un (des) translocateur imdispensable au chloroplaste est celui des préprotéines
chloroplastiques d'origine nucléocytoplasmique. La plupart des protéines chloroplastiques sont
codées par le noyau, synthétisées sur des ribosomes cytosoliques puis subséquemment
importécs dans lorganclle. En général, les protéines destinées au chloroplaste sont synthétisées
sous la forme de précurseurs (préprotéines) possédunt une partic N-terminale clivable
responsable du ciblage de 1a protéine dans ke chloroplaste. Ces préprotéines doivent étre ciblées
vers 1a bonne membrane de l'organelle ot étre maintenues dans unc conformation correcte pour
Ie passape A travers les dcux membranes de Tenveloppe. La reconnaissance et Fimport de ln
plupart des protéines chloroplastiques sont accomplis par un sysiéme de reconmaissance ¢t
d'impost qui semblent étroitement liés. Actucllement, scul un certzin nombre de protéines de
lenveloppe, qui semblent €tre impliquées dans le systeme dimport de Tenveloppe du
chloroplaste, ont été identifiées. 11 s'agit des protéincs OEP86, OEP75, OEP70 (Hsp70);
OEP34 localisées dans fa membrane externe ¢t de la protéine JEP110 localisée dans la

membrane interne (Litbeck et al., 1997, revuc).

1.4.3.2.2. Activités biosynthétiques liées aux membranes de I'enveloppe

Les membranes de lcnveloppe du chloroplaste sont um site majeur de la
biosynthése des glycérolipides {voir figure 1.2.A.). Celte hiosynthese nécessite I'assemblage de

trois parties: les acides gras, le glycérol et le groupcment polaire (galactose, pour ics
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galactolipides; sulfoquinovose, pour lcs sulfolipides, et phasphorylglycérol, pour le
phosphatidylglycérol). Le premicr enzyme héccssaire 3 cette biosynthése (upe glycérol-3-
phosphate acyltransférase} se trouve dans la membrane interne de lenveloppe ct catalyse e
transfert d'un Cig sur la position sa-1 du glyeérol. 11 en résulte la production d'un acide
lysophosphatidique (LPA) qui sera Ini-méme acylé (Cis0) par Iaction d'une 1-acylglycérol-3-
phosphate acyltransférase (situéc dans l'enveloppe) pour donner un acide phosphatidique (PA)
de type chloroplastique. Le PA ainsi formé sera subséquemment métabolisé sqit en
diacylgtycérol (par linterrmédiaiic d'unc PA phosphatase localisée dans la membrane interne) on
en PG cn faisamt intervenir une phosphatidate cytidyltransférase, une CDP-diacylglycéral-
glycéral-3-phosphate  3-phosphatidyliransférase et finalement une phosphatidylglycérol
pbosphatase. La voic complitc de biosynthése du PG se situe dans ta membrane interne de
I'enveloppe. A partir du diacylglycérol, les membranes internes vont synthétiser du MGDG par
l'intermédiaire d'une 1,2-diacylglycérol-3-f-galactosyltransférase utilisant de 'UDP-galactose
comme substrat. Deux molécules de MGDG seront 3 lear tour métabolisées en DGDG et DAG
par la galactolipide:galactolipide galactosyltransférase qui se sitne dans Ja membrane cxterne de
I'enveloppe. Cet enzyme ne semble pas éire le scul responsable de la biosynthése de DGDG
dans les coveloppes. En effet, son activité semble fortement réprimée in vive; de plus les
espéces moléeulaires du DGDG ont une composition en acides gras tegs différente de celle du
MGDG. La biosynthésc du sulfoquinavosyldiacylglycérol (SQDG ou SL) nécessite également
le DAG formé de novo dans la membrane interne. Un certain nombre d'évidences suggérent
que ce lipide est issu du transfert d'un UDP-sulfoquinovose sur une moléecule de DAG. Cette
réaction cst catalysée par Ja 1,2-diacylglycérol 3-B-sulfoquinavoseyltransférase (Maréchal et
al., 1997, Joyard et al., 1991).

La membrane de lenveloppe posséde également lcs enzymes responsables de la
désaturation des acides gras lorsqulils sant estérifigs 3 une tétc polaire. Les membranes de
Tenveloppe contiendraiem 1oute la batterie d'enzymes, ainsi quune chaine de transporteurs
d'électrons {Jiiger-Vottero ct al., 1997), nécessaires 3 [z désaturation des acides gras (Maréchal
et al,, 1997).

Dernitrement, Blée ct Joyard (1996) ont démontré quc les membranes
d'enveloppes sant également e siége de la synthisc d'oxylipides dérivant d'hyperoxides d'acides
gras polyinsaturés comme l'acide linoléique ou linolénique. La préscnce denzymes clés
catalysant la synthise d'une varété de dérivés d'acides gras (acidz; traumatique, acide

jasmonique) dont certains peuvent jouer un réle de molécule régulatrice de la croissance (au
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niveau des génes) et de la défense ("signaling molecule), confere au chloroplaste un nouveau
rdle & lintérieur de la cellule végétale.

Bien que dépourvues de pigments chlorophyllicns, lcs membranes d'enveloppes de
chloroplastes matures conticnnent de petites quantités de pigments présentant les mémes
caractéristiques spectroscopigues que les pigments précurseurs de la chlorophylie. La présence
de protochlorophyllide ¢t dunc NADPH:Protochlorophyllide réductase (PCOR) dans la
membrane externe de 'enveloppe suggére fortement Vimplication de celle-ci dans la synthése
des pigments précurseurs de la chlorophylle (Joyard et al., 1990). La PCOR est actuellement le
seul enzyme impliqué dans la synthése de la chloropliylle dont la localisation dans la membrane
de l'enveloppe soit reconnue. En effet, récemment, Walker et Weinstein (1995) ont remis en
question I'éventuelle localisation de Is Mg™-chelatase dans I'enveloppe chloroplastique.

Finalement, la membranc interne dec fenveloppe est également le siége de la
biosynthése d'autres molécules biologiques telles que I'et-tocophérol et la plastoquinone-9 qui
fonctioanent respectivement dans Ja membrane du thylacoide comme extincteur de Foxygéne

singulet ct transporteur d'électrons (Friedle et al., 1982; Soll et al., 19835).

1.5. "Phospholipid signaling" (transmission de signaux via les phospholipides)

Rédiger une introduction compléte sur un sujet aussi vaste que celui des
_ phospholipides et des activités lipide-kinasiques en relation avec les meécanismes de
transmission de signaux est un défi qui n'est pas l'objectif de ce travail de thése. Nous nous
contenterons donc de survoler ce domaine que nous appellerons "phospholipid signaling”, tout
cn mettant laccent, dans cette introduction, sur les connaissances actuclles de ce sujet au

niveau des plantes.

1.5.1. Phospholipides

Les phospholipides sont connus depuis longtemps comme étant des constituants
majeurs des membranes biologiques. De part leur nature, ces molécules ont une influence
prépondérante sur les activités ccliulaires en contrdlant la perméabilité de la membranc ainsi

que les activités enzymatiques biées 2 cette dernidre. En effet, de nombreux changements
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physiciogiques (séncscenee de la plante, mfirissement des fruits, infections par des
pathogtnes), physiques (température, stress osmotique) ¢f chimiques (hormooes, herbicides)
semblent étre corrélés & des variations de concentrations en phospholipides chez les plantes.
Ces phénomenes sont étudifs depuis plusieurs dizaines d'années. Ainsi, la composition cn
phospholipides de nombreuscs espices de plantes, dorganelics végétales isolées et de cellules
végétales cultivées en milien liquide a £té abondamment décrite, En général, les phospholipides
mujeurs sont la phosphatidylcholine (PC) ct In phosphatidyléthanolamine (PE). On trouve
¢galement, mais en plus petites proportions, de la phosphatidylsérinc  (PS), du
phosphatidylinosito! (P1), du phosphatidylglyeérol (PG) et du bis-phosphatidyiglycérol (BPG,
cardiolipide). La plupart de ces lipides se retrouvent dans tous les sysidémes membranaires
étudiés, mais dans des proportions différentes. Le cardiolipide est exclusivement localisé dans
les membranes mitochondriales et ¢ PG sc trouve principalemen dans les membrancs du
chloroplaste contrairement an BPG, PE ¢t PS qui y sont abscnts (Moorc, 1982).

La biosynthése des phospholipides peut &tre résuinée de mamidre simple comme

indiqué dans la figure 1.2

A Prokaryotic Pathway - Plastidial comparti
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Fig. 1.2, Vole procaryotique (chloroplastique) el cucaryolique (cytoplasmdgue) de la biosynthésc des
glycérolipides {pour les Jégendes se référer aux cxplications se Irouvant dans le texte). Tiré de: Ohlrogge, 1. of
Browse, 1. (1995) Lipid biosyntlesis, The Plant Cell, vol, 7, pp 957-970.

Elle débute par deux &tapes d'acylation (réaction 1 ¢t 2) du glycérot-3-phosphate
(G3-P) par unc G3-P acyltransférasc qui conduisent 3 la formation d'un acide phosphatidique
(PA). Cette molécule, via unc phosphatase spécifique, est transformée on diacylglycérol
(DAG). Alternativement, une forme activée du DAG (CDP-DAG) est produite par la
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phosphatidate cytidyltransférase A partir de PA et de CTP. L'éncrgie nécessaire a la fixation de
la téte polaire durant la synthise de nove des glycérolipides est fournic par une activation
nucléotidique. Lorsque le DAG est le substrat lipidique, c'est la téte polaire qui est activée.
Ainsi, la cytidine 5-diphosphate i {(CDP)-choline, la CDP-éthanplamine ¢t la CDP-
méthyléthanolamine sont les substrats pour la biosynthése de PC et PE. I en va de méme pour
la biosynthése du MGDG et du SQDG ol les tétes polaires activées utilisées par la MGDG- et
la 5QDG-synthétase sont respectivement 'UDP-galactose et 1'UDP-sulfoquinovose. Par
contre, lorsque le CDP-DAG cst le lipide substrat, 1a réaction avec lo myo-inositol, la sérinc, et
lc glycérol-3-phosphate (réaction 3) produit respectivement les phosphotipides P1, PS ¢t PG-3-
P {précurseur de PG). Une modification ou un échange des tétes polaires des lipides peut
également avoir lieu. Ainsi, la synthése de PC peut se faire i partic d'une double méthylation de
la phosphatidylméthyléthanolamine (PE) (Browse et Sommerville, 1991; Kinney, 1993). Les
plantes supéricures posstdent deux voies dc biosynthisc des plycérolipides: une voie
chloroplastique (figure 1.2.A) localisée dans ln membianc interne de Penveloppe et unc voic
cytoplasmique (figure 1.2.B) située dans Ic réticulumn endoplasmique (RE) qui débute avee du
PA. De part les spéeificités des acyltransférases du plastide pour certains acyl-CoA (Frentzen,
1993), Ic PA formé par la volie chloroplastique posséde un Cieg 2 la position sa-2 et, dans In
plupart des cas, un Cyg; 2 la position sn-1. Ce PA est utilisé pour la synthése de PG ou est
converti en DAG dans la membrane interne de l'enveloppe (Joyard et al,, 1993). Contrairement
aux isozymes do plastide, les acyltransférases du réticulum endoplasmique utilisent des acyl-
CoA earichis on Cjs pour | bicsynthése du PA. Ce PA sera le substrat pour des
phospholipides comme la PC, le FI, et la PE., qui sont caractéristiques des membranes
extraplastidialcs. Enfin, {2 pactic DAG de la PC pewt étre transférée dans lenveloppe du
chleroplaste et entrer ainsi dans la voie de biosy&ithf:sc des lril.)li.dcs du plastide (Ohlrogge ct
Browse, 1995). A

1.5.2. Phosphoinositides = et "systtme' PI" (transmission dec signaux via les

phosphoinositides) chez les mammiféres

Le termne "phosphoinositides” est utilisé pour déerire un groupe de phospholipides
qui inclut lc phosphatidylinositol [PI=PtdIns] (voir fisure 1.3.A.}, le phosphatidylinositol-4-
monophosphate  {PI(4}P], le. phosphatidylinositol-3-monophosphate  [PI(3)P], le
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activatcur (A) via un récepteur memhranaire (R}, ou soit par une tyrosine kinase. L'hydrolysc
du lipide résulte en denx produits ayant chacun vne activité de messager sccondaire. Le
premier produit, Vinositol 1,4,5-tisphosphate [Ins(1,4,5,)P;], cst libéré dans le cytoso] oir il
provoquera un cfflux de Ca®™ (via des canaux ioniques) contenus dans des compartiments
intracelluliires comme le réticulum endoplasmique (RE). Le deuxigme produit d’hydrolyse, le
diacylglycérol (DG), reste dans ia membranc plasmique ol i activera des protéines kinases C
(PKC). Ces protéines kinases C activeront d'avtres enzymes en les phosphorylant (protéine-P)
I1 a également é1¢ démontré chez les animaux qu'un grand nombre dec moléeales dérivées des
phospholipides sont impliquées dans différents systémes de transmission de signavx. Celles-ci
corugrennent notarunent des dérivés de phosphoinositides phosphorylés en position 3 [PI(3)P,
Pl(3,4,5)P;; Ins(1,3,4,5)Ps), mais également l'acide phosphatidique (PA), qui est ic produit dc
la phosphorylation dv DAG, et son lysodérivé le LPA.

ESPACE EXTRACELLULAIRE
oS : o

s

Fig. 1.4, Schéma simgplifié du systéme PI des mammiltres (Abntvations; A, activateur; R, réeepreur; G, protéine-G: PIC,
phosphotipase C tisoforme . DG, diacylglycdrol; PKC, protdine kinase C; RE, rélicubutn endoplasmique; PI(4.5)P:, phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate; [ns(1.4.5)P;. Inositol- 1 4,5-triphosphate; C. canal ionkue: MP. membrane plasmique).
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1.5.3. "Phospholipid signaling' ehez les plantes

Alors méme que les mécanismes du "phospholipid signaling" dans les cellules
animales devieanent de plus en plus complexes (Divecha et Irvine, 1995, revac), et bien que la
plupart des composants du systéme PI des mammifires se retrouve dans les cellules des
plantcs, la preuve définilive quc des phosphoinositides sont aussi impliqués dans les
mécanismes de transmission de signavx chez les végétaux reste A trouver. 11 y 2 maintenant
treize ans quc Boss ct Massc] (1985) proposaient pour la premigre fois 'cxistence de PI(4,5)P;
dans Ics cellules végétales ot neuf ans que cc phospholipide était définitivement identifi¢ chez
les plantes supéricures par Coté et al. (1989) ct Irvine et al. (1989). Actucllement, et malgré
ces découvertes, [implication de ce lipide (uniquement présent sous forme de traces) dans la
régulation d'activités méiaboliques c1 physiclogiques A lintéricur des cellules végétales reste
une question ouverte. Néanmoins, de nombreuses évidenees, reliant Ie métabolisme de ce lipide
avec des changements physiologiques rapides dans les algues unicellulaires ct les plantes
supéricures, s'accumulent. Ainsi, la libération de calcium dans le cytosol, & partir des vacuoles
et probablcment d'autres organclles, cst étroitement Lié & la présence dec Ins{],4,5)P;, Cette
corrélation est intéressante si I'on ticnt commpte du fait que le Ca™ est également impliqué dans
la transmission des signaux chez les plantes. Gilroy et al (1990) ont montré gu'un
accroissement de la concentration en Ins(1,4,5)Py dans le cytosol des celiules stomatalces
provoque unc augmentation dec Ja conecntration cn calcium libre ct In ferincture des stomatces.
D'autres excmples, comme la déflagellation de lalgue unicellnlaire Chiamydomonas
reinhardtii, mettent cn évidence qu'une relation cxiste cntre un stimulus ot une réponsc
ccllulaire, via Jes inositols phosphates ct lc Ca®™. En effet, ccite alguc, qui sc séparc de son
Nagzlle sous leffet d'un stress environnemental (chaleur, acidification du milicu), cxhibe le
méme phénomine lorsqu'clle est irnitée avec du calcium ou de l'Ins(-1,4,S)P3 (Quarmby et al.,
1995). Dc plus, une déflagellation induite par un stress est accompagnée par une élévation de
la concentration en Ins(l,4,5)P; et cn acide phosPha(idique. Toulcfois, il reste encore A
démontrer que des siress environnemeniaux peuvent provoguer lhydrolyse du PI(4,5)P; ct
l'augmentation de la concentration de Ca™ cytosolique.

D'auires indices, indiquant l'implication des phosphoinositides dans la transmission
de signanx chez les plantes, proviennent de I'observation dc I'effet de certains modulateurs des
protéines-G sur la déflagellation, l'ouverture siomatale ct d'antres processus suscepiibles d'étre

régulés par les phosphoinositides. Ces observations sont importantes car dans les ccllules
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animales, les récepteurs de signaux extracellulaires couplés & des protéines G activent certains
isozymes de PI-PLC (forme f5). Les protéines-G sont également connues pour activer des
phospholipases D (PLD) dans certaines cellules animales. Ces PLD hydrolysent la
phosphatidylcholine et la phosphatidyléthanolamine pour générer du PA qui cst un messager
secondaire (Boarder, 1994). Par ailleurs, Munnik et al (1995) ont démontré que
l'augmentation de la concentration en PA dans des cellules de Chlamydomonas eugametos
traitées avec des activatcurs de proiéines G £tait due A [a présence de PLD. L'iniérét biologique
de cette découverte est renforcde par la capacité du PA 2 induire une déflagellation chez cette
algue unicellulaire. Ainsi, & une probable implication J'unc PI-PLC dans lu transiission de
signaux chez les plantes doit s'ajouter une éventuelle participation de PLDs,

Selon Boss et al. (1995), les phosphoinositides aurnient également un réle majeur 3
jouer dans la régulation de la structure du cytosquelette. Cetle interaction cytosqueletle-
phosphoinositides se ferait par lintcrmédiaire d'une proi€ine PIK-A49 capable de stimufer
Tactivité P1-4-kinasique du cycle P1. La PIK-A49 est unc protéine multifonctionnelle qui fixe et
lie les filaments d'actine et posséde €galement une activité de facteur d'élongation dc la
traduction EF-1e. Lorsque la PIK-A49 est phosphorylée par une protéine kinase dépendante
du Ca®, elle se libére du cytosquelette. Unc fois libre dans le eytosol, cet enzyme pourrait soit
se diriger vers lcs ribosomes (g1 fonetionner comme facteur d'élongation) ou, alors, fonctionner
comme stimulateur dc l'activité¢ Pl-4-kinasique de la membranc plasmique. De part sa nature
muliifonctionnelle, la PIK-A49 assurerait un lien entre lo cytosquelette, la synthése protéique,
la membrane plasmique et le cycle PL

Drautres implications des phosphoinositides comme activalcurs d'H*-ATPases de la

membrane plasmique ont également ét€ démontrées chez les plantes (Memon et Boss, 1990).

1.5.4. Activités lipide-kinasiques chez les plantes.

Un grand nombre d'activités lipide-kinasiques ont €té démontrées dans les celinles
des végétanx. Ces activités sc retcouvenl dans la membrane plasmique, les membranes
miitochondriales ¢t la membranc nucléaire (Wissing et al., 1992). Certaines lipides kinases
semblent égalernent étre présentes dans le cytosqueletic (Tan o1 al, 1992) et des
compartiments solubles (Okpodu et al., 1995).
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La diacylglycérol kinase (DGK) cst un cnzyme qui permet de reeycler le
diacylglycérol (un activateur de protéines kinases C, Kanoh et al, 1990; Nishizuka, 1992)
g6énéré par différentes sources et notamment les phospholipases C (Shi et al., 1995; Pical et al.,
1992) ¢t la PA phosphatase (Malherbe ct al., 1995; Kanoh et al, 1993). Cet cnzyme a été
purifié, caractérisé ot localisé 2 partir de cultures cellulaires de Catharantus rosens {Heim ct
ak, 1987; Wissing et al, 1989; Wissing ct al,, 1992). Récemment, Katagiri ot al. (1996) ont
cloné le géenc (cATDGKI) codant pour la DGK dArabidopsis thaliana. La protéine issue dc
ce gine a un poids moléeulaire de 79.4 kDa. La séquence en acides aminés cxhibe des
similarités significatives avec les DGK du rat, du cochon ct de la drosophile. ARNmM de cette
protéine se rctrouve dans les racines, les tiges et les feuilles. Les avtcurs conclucnt que la
préscnce de génes codant pour une DGK et des PLC (Yamamoto ct al, 1995) su'ggérc
Yexistence d'un cycle PT et de facto la présence d'une PKC chez les plantes. En ce qui coneeme
Ie t6lc de 1a DGK, on pense qu'clle diminuerait la quantité de DG ¢t permettrait par ce biais de
contrdler Tactivité des PKC (Kanoh ct al, 1990). Enfin, lc PA produit par la DGK et son
lysodérivé 1c LPA sont connus pour leur réle de messagers secondaires (Moolenaar, 1995;
Moolenaar et al, 1986; Murayama et al, 1987; Schaap et al., 1993; Kanoh et al,, 1993).
L'importance au scin d'unc membrane, d'un cnzyme qui otilisc un messager secondaire (DG)
pour en produirc un autre (PA), afin de modificr ow d'amplifier un signal, parait alors évidente.

La phosphatidate kinase (PAX) cst uﬁ cnzyme découvert assez récemment dans s
membranes plasmiques de Catharanthus roseus (Wissing et al, 1993). 11 catalyse la
phosphorylation du PA en diacylglycérol pyrophosphate (DGPP). L'activité de cet enzyme a
€ié déiectée dans différentes plantes et différents tissus et semble donc vbiquitaire dans lc régne
des végétaux. Le nouvean phospholipide généré par cet enzyme semble également impliqué
dans des systémes de transmission de signavx (Munnik et al., 1996). La formation de DGPP
sernble étroitement liée & l'activation des protéines G, Comme les protéines G peuvent étre
activées par du PA (Munnik ct al, 1995}, la PA-kinase permettrait latténuation du signal
induit par le PA par une autre voie que celle de la PA-phosphatase. D'autres rbles sont
attribués 4 ce phospholipide: (i} un réle de précurseur de la biosynthise des phospholipides. En
effet, le DGPP est unc molécule activée telle e CMP-PA; ainsi eo présence dunc
phosphatidyltransférase et d'un substrat approprié (inositol) il pourrait &tre converti en un autre
lipide (phospholipides). (ii) un awvtre réle pour le DGPP scrait celui d'avoir la capacié, via un

autre enzyme de phosphoryler des protéines (Muanik ct al, 1996). Limplication de ce lipide
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dans des systémes de tronsmission de signaux est étayfe par le fait qu'il peut Etre
déphosphorylé via une DGPP phosphatase (Riedel et al., 1997).
Les phosphatidylinositol kinase (PI-4-K) ct phosphatidylinositolphosphate kinase
{PIP-5-K) des planes ont £16 caraetérisés pour la premidee fois dans Jes membranes plasmiques
des tiges et des racines du blé (Sommarin ¢t Sandelius, 1988), Ces enzymes sc irouvent dans
les membranes plasmiques, dans des fractions solubles et également li€s au cytosqueletie.
Actuellement aucun géne eodant pour unc PI-4-kinase n'a €t€ isolé. Récemnment, Okpodu et al.
(1995 ont purifié une PI 4-kinase soluble de 80 kDa & partir de cultures ceflulaires de carottes.
Cet enzyme ne correspond pas totalerncnt aux caractéristiques des Pl-4-kinases de type 1T on
III de la classifieation de Pike {1992). Une PI-4-kinase de la membrane plasmique a également
été particllement purifiéc par Hanenberg et ol. {1995). Les propriétés enzymatiques de ces
deux protéines (PI-4-kinase soluble et membranaire) sont trés différentes. La présence de cet
enzyme catalysant la premire réaction dans la biosynthése du PIP; suggére fortement qu'un
cycle PIest présent dans les cellules végétales. |
. Les cellules végétales semblent également posséder des phosphatidylinositol-3-
phosphate kinases catalysant la formation de phosphoinositides phosphorylés en position D-3
de linositol. Ces lipides kinases furent initialement découvertes dans des cellules oncogéniques
et déerites par Whitman ¢t al. (1988). Ce lype de lipides (P1-3-P; PI-3,4-P; PI-3.4,5-P)
représente une nouvelle voie de transmission de signaux, distincte de celle du systéme PL La
formation dc ces lipides est rapidement couplée A des réponses cellulaires, et ils ne semblent
pas 8tre hydrolysés par des phospholipases connues (Fry, 1994), Ainsi, il apparait que le lipide
lui-méme scrait Jo messager secondaire. Ces lipides seraient principalement impliqués duns le
iransport vésiculaire de protéines issues du réticulum endoplasmique via appareil de Golgi
(Shepherd et al, 1996, revue). Actuellement, seules quelques publications font état de Ja
présence de ce 1ype de phospholipides et de lipide kinases chez les plantes. Cependant, aucune
n'indique clairement quils/elles sont impliqué(c)s dans des mécanismes de transmission de
sighaux (Weltets et al.,, 1994; Dove et al., 1994; Munnik et al,, 1994; Parmnar et al,, 1995).
Toutefois, Munnik et al. (1994) et Parmar et al. (1995) ont établi la présence d'un métabolisme
rapide de ces lipides (PI-3-P) dans des cclluies végétales, suggérant que les phosphoinositides
phosphorylés en posilioﬁ D-3 jouent un rblc de messager secondaire. En effet, une propriéié
inhérente ct indispensable aux lipides impliqués dans la transmission des signaux, comparés au

lipides structuraux, est un ana- et catabolisme rapide. En cffet, en tant que molécules vectrices
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de signaux, ces lipides doivent étre rapidement détruits afin d'éviter des stimulations non-

répulées et continues de métabolisme de la cellule.

1.6. But d¢ Ia recherche

Premigrement, cette recherche deit €iublir si les membranes de lenveloppe du
chloroplaste d'Epinard rectlent, & limage des membranes plasmiques, nucléaires et
mitochondriales, des activités lipide-kinasiques lorsquielles sont incubées in vifre cn présence
de [v-"PIATP.

Deuxigémement, nous déterminerons quelle est la répartition de ces activités entre
les membranes externe et inlerne de 'enveloppe du chloroplaste.

Troisitmement, nous éludicrons l'effet de divers paramitres d'incubation sur les
activités lipide-kinasiques de l'enveloppe du chioroplaste.

Quatritmement, nous déterminerons sl est possible de phosphoryler in organcllo
les mémes lipides que lors de la phosphorylation in vitro.

Cinquitmement, nous tenterons de déterminer quel(s) réle(s) physiologique(s)

possdent ces activités lipide-kinasiques au sein du chloroplaste.
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CHAPITRE 2

2. Matériel et méthodes

2.1. Maltériel

Les feuilles d’Epinard (Spinacia oleracea L) proviennent du marché loeal et les
préparations de membranes plasmiques d’Epinard nous ont ét€ aimablement fournics par le
Professeur Christer Larsson (Departement of Plant Biochemistry, Lund University, Sweden).
Le (+-™P]ATP (3000 Cifmole) et le [®PIPi sont distribués par la maison Amersham-Rhan
(Ziirich, Switzerland). Les produits chimiques et les enzymes ont ét€ essentiellement achetés
chez Sigma. Les plaques de chromatographie sur couche mince (CCM-ou CCMHP-plates,

silicagel 60 pre coated) sont fournies par Merck (Darmstadt, D).

2.2. Méthodes

2.2.1. Préparation de membranes d’enveloppes et de stroma

L'isolement des membranes de l'enveloppe a ¢été effectué &t 4°C, sclon des
méthodes proches de ceiles déerites par Douce ct Joyard (1982) et Nguyen (1984). Aprés le
détachement de la nervure centrale, des feuilles d'Epinard (~800 gr)} somt broyées dans un
mél:m;';eur de type Waring-Blender pendant 10 s (4 faible vitesse} dans environ 2000 ml de
milicu de broyage (MB): 25 mM Mops-KOH (pH 7.6}, 0.33 M sorbitol, 2 mM EDTA-Nay et 2
mM isoascorbate. L'homogénat est filkré } travers six couches de gaze et unec couche de
Miracloth, puis centrifugé & 1550 x g pendant | min (3600 rpm, rotor GSA). Les surnageants
sont éliminés par inversion des tubes & centrifuger et les eulots dilués dans 130 ml de MB.

L.a suspension ainsi obtenue est déposée sur I'équivalent d'un volume et demi

d'unc solution de MB contcnant 40% (v/v} de Percoll (Pharmacia), centrifugée 2 2640 x g
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(4000 rpm, rotor HB-4) pendant 15 min sous accélération lente. Llurilisation dn Percoll
permet de séparer dans des conditions isoosmotiques les chloroplastes intacts des débris
celiulnires et des chloroplastes brisés comtenns dans {"homogénat. Aprés Slimination des
surnageanls par aspiration, les culots sont mis en suspension dans do MB, puis centrifugds 2
1900 x g (4000 rpm, rotor §5-34) pendant 3 min, afin de sc débarasser du Percoll résiducl. Les
culots de chloroplastes intacts remis en suspension dans 40 ml (volume final) d’une solution
hypotonique (ME: milicu d'éclatement): 10 mM Tricine-NaOH (pH 7.6), SmM MgCl, ot 2
mM EDTA-Na;. Aprés la lyse des chloroplasies (~2 min), Fosmolarité est rétablic par
Padjenction de 4 ml d’unc solution de sorbitel 3 M. Unc centrifugation & 17200 x g {12000
rpm, toter 88-34) pendant 10 min permet de séparer les cnveloppes et le stroma (sumageant)
des thylacoides (culot). Afin de séparer les enveloppes du stroma, 10 ml du mélange sont
déposés sur un gradicnt discontinu de saccharose (0.65 ct 1.0 M) tamponné avec ME. Les
tubes contenani les gradicnts sont ensuite ¢entrifugds A 92000 x g (22500 rpm, rotor Beekman
SW-28) pendant 90 min sous accéléraiion lente. Le stroma (hawt du twbe) ainsi que la bande
jaunc (focalisée & I'interface des deux couches de saccharosc) corrcspondz-ml aux cnveloppes
sont récoltés & I'aide d'unc pipette Pastenr, Les enveloppes, diluées deux i trols fois avee du
ME, sont lavées par sédimentation 3 112500 x g (25000 rpm rotor SW-28) pendant 60 min
afin d*¢liminer le sucre résiduel. Les culots de membranes d’enveloppes sont mis en suspension
dans un volume minimum contenant 50 mM Mops-NaOH (pH 7.6), puis la concentration ¢n
protéine dosée comme celle du stroma par la méthode de Bradford (veir 2.2.5.1) Les exiraits

d’envcloppes et de siroma sont conservés A -30°C avant Jeur vtilisation.

2.2.2. Préparation de fractions enrichics en membranes interncs et externes d’enveloppes

Les membranes internes et exterries d'enveloppes onk 6té purifiées selon la méthode
déerite par Keegstea et Youssif (1986), adaptée dans notre laboratoire par Dumont (1991). Les
chloroplasies, isolés comme indiqué sous 2.2.1, sont mis en suspension dans un milicu
hypertonique contenant 10 mM Tricine-KOH (pH 7.6), 0.65 M saccharose, 2 mM EDTA-Na,
et ajostés 4 2,5 mg de clilorophylic/ml. Aprés 15 min d'incubation 3 4°C, les chloroplastes sont
brisés dans un homogénéisatcur Dounce, & mison de 20 & 30 coups de piston pour 7 mi de
suspension; le degeé de lyse des chloroplastes est contrdlé au microscope 3 contraste de phase.

La suspension est ensvite diluée deux fois dans une solution hypotonique contenant [0 mM
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Tricine-KOH (pH 7.6), 2 mM EDTA-Nag, puis centrifugée sous accélération lente pendant 30
mit & 23500 x g (12000 rpm, rotor HB-4). Le surnageant contenant le stroma et les vésicules
cnrichies en membrancs intemes et exiernes d'enveloppes est déposé sur un gradicnt discontinu
composé dc trois Eouchcs de 8 ml! de saccharose (0.4, 0.65, 1.0 M) tamponné avee ME (voir
sous 2.2.1). Apris centrifugation 3 100000 x g (23500 rpm, rotor SW-28) pendant 6 b, les
fractions enrichies respectivernent en membranes internes et externes somt prélevées aux
interfaces des couches de 0.65/1 M et 0.4/0.65 M saccharose, puis diluées trois fois dans du
ME et finalernent sédimentées 3 112500 x g (25000 rpm, rotor SW-28) pendant 60 min. Les
culots de membranes internes et externes sont alors mis en suspension dans un volume
minimum de Mops-NaOH (pH 7.6} ct dosés selon la méthode de Bradford (2.2.5.1). Les

extraits sont conscrvés i -30°C jusqu'd eur utilisation.

2.2.3. Préparation de chloroplastes intacts et de membrancs thylacoidales possédant un

degré de purcté élevé
2.2.3.1. Préparation de chloroplastes intacts

La purification de chloroplastes intacts est effectuée selon la méthode déerite par
Mourioux et Douce (1981). Apres le déiachement de la nervure centrale, des feuilles d'Epinard
(120 gr) sont broyées dans un mélangeur de type Waring-Blender pendant 15 s (A faible
vitesse) dans environ 500 ml de mitien de broyage (MB*): 30 mM Mops-KOH (pH 7.8}, 0.33
M sorbitol, 2 mM EDTA-Na; et 0.15% (p/v) BSA. L'homogénat est filtré 2 travers quatre
couches de gaze et unc couche de Miracloth, puis centrifugé & 750 x g pendant 1| min (2200
rp.m, rotor GSA). Le surnageant est éliminé par aspiration et le culot {remis en suspension dans
du MB*} est déposé sur un gradient continu de Percoll 5Q [solution de MB* contenant 50%
(v/v) de Percoll préalablement centrifugé & 41000 x g (18500 rpm, rotor $8-34) pendant 20
minl. La suspension est cnsuite centrifugée % 5050 x g {6500 rpm, rotor $5-34) pendant 15
min sous aceélération lente. La bande verte inféricure constituée de chloroplastes intacts est
prélevée (fa bande supéricure contient essenticllement des chloroplastes brisés), puis diduée
dans un milieu isoosmotique (MIO): 50 mM Mops-NaOH (pH 7.6), 0.33 M sorbitol et 5 mM
MgCl;, puis centrifugée & 1900 x g (4000 rpm, rotor S5-34) pendant 90 s. Le surnageant est
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¢carté ct le culot mis en suspension dans un volume minimum de MIO, puis ajusté 2 2 mg de

chtorophylle/ml.

2.2.3.2. Préparation des membrancs thylucoidales

Une préparation de membranes thylacoidales non purifiées peut &tre obtenue aprds
siple éclatement de chloroplastes intacts (non-purifiés sur Percoll 40%) dans une solution
tamponnée hypotonique (voir 2.2.1. premier paragraphc), Mais une préparation de membrancs
thylacoidales exempte de contaminants de membranes extrachloroplastidiales et d'enveloppes
n'est obtenue qu'aprés purification sur Percoll (Rawyler et al., 1992). A I'équivalent d'un mg de
chlorophylle d'une suspension de chloroplastes intacts, préparés comme sous 2.2.3.1, sont
ajoutés 30 ml de milieu de lyse (ML) qui contient: {0 mM Tricine-KOH (pH 7.8) ¢t 2ZmM
EDTA-Na,. Aprés une agitation douee pendant 1 min, losmolarité est restaurée par I'addition
de 3.6 ml de sorbito] 3M. La suspension est centrifugée & 16500 x g (12000 rpm, rotor $5-34)
pendant 5 min. Le surnageant est &carté et le culot dilu€ dans un velume final de 18 ml de
milicu de suspension (MS) contenant 10 mM Tricine-KOH (pH 7.8) &t 0.3 M sorbitol. A I'aide
d'ure seringue, 5 ml d'une solution de M3 contenant 5% (v/v) de Percoll sont injectés au bas
du tubc. La suspension est alors centriftigée & 20000 x g (11000 rpm, rotor HB-4) pendant 15
min. Les membranes thylacoidales sont finalernent remises en suspension dans environ 0.5 ml

de MIO et la conrcentration cn protéines déterminée par la méthode de Lowry (2.2.5.2).

2.2.4. Dosage de Ia teneur en ehlorophylies

Les quantilés de chlorophylles sont cstimées par ln méthode de Bruinsma (1961).
Une suspension de chloroplastes intacts ou de thylacoides (50 ul) est mélangée 3 10 nl
d'acétonc B0% {v/v), puis la suspension ainsi obtenuc est centrifugée 3 2100 x g (3800 rpm,
centrifugeuse universelle Hettich 1200) pendant 5 min. L'absorbanec du sumageant cst lue 3
652 nm avec pour référence unc solution d'acétone 80%. La concentration des chlorophylles

en mg/ml ¢st oblenue en multipliant Fabsorbance {Aesz) par un facteur de 5.55.
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2.2.5. Dosage des protéines

La concentration des protéines d'enveloppes ¢t du stroma est cstimée par In
méihode de Bradford (Bradford, 1976), alors que celle des protéines thylacoidales l'est par la
méthode de Lowry (Lowry ct al., 1951).

2.2.5.1. Dosage des protéines selon Ia méthode de Bradford '

A des protéines (5 2 20 pg) diluées dans 0.8 ml d'H:0, on ajoute 0.2 ml de réactif
concentré (Bio-Rad) et T'on “vortex” immédiatement pendant 20 s. Aprés 15 min, Fabsorbance
¢st mesurtc 3 595 nm avee pour référence un échantiflon contenant uniquement de 'eau ct du
réactif. Dans ces conditions (Spector, 1978), le rapport de la mesure de 'absorbance 3 595 nm
divisé par lc produit du volume de la prisc de protéine (b} par un facteur de 0.06 denne la
concentration des protéines en mg/ml { Accessoirement, une courbe éialon réalisée 2 l'aide de
concentrations croissantes de BSA permet également de calculer la concenteation des protéines

dans les échantillons ).

2.2.5.2. Dosage des protéines par la méthode de Lowry

La méithode de Lowry ct al. (1951), modifiéc par Markwell ¢t al. (1981), est plus
adaptée que celle de Bradford pour estiner la concentration des protéines thylacoidales, car on
évite dans ¢c cas loute interférence cnlre les pigments chlotophylliens ct le colorant lui-méme.
La BSA est utiliséc comme protéine de référence. Un échantillon contenant molins de 100 g
de protéines membranaires cst ajusté 3 1 m! avee de PH;O. Un réactif (3 ml) constitué de cent
volumes dc la solution A [2% Na,CQ;, 0.4% NaOH, 0.16% tartratc de Na ¢t 1% (p/v) SDS}
¢t de un volume de la solution B (4% CuSQ, x 5 H.O) cst ajouté 4 I'échantillon. Aprds
agitation ct incubation pendant 10 min, 0.3 ml de réactif de Felia dilué denx fois avec H;Q som
njoutés. Aprds 45 min A l'obscurité, l'absorbance cst lue 3 750 nm avee pour référence un

€chantillon constitué par U'ensemble des réuctifs d I'exception des protéines.
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2.2.6. Electrophorise sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE)

Les &chantillons protéiques, contenant jusqu'd 40 pg de protéines, sont dilués 1:)
avee du tampon pour échantillon SDS-PAGE [0.125 M Tris-HCI (pH 6.8), 0.01% (p/v) bleu
de bromophénol, 4% (p/v) SDS, 12.5% (v/v) glycérol et 10% (v/v) mercaptoéthanol],pour &ire
ensuite dénaturés 3 J00°C pendant 3 min. Les polypeptides sont séparés par électrophordse
selon la méthode classique de Laemunli (1970). Les gels de séparation (0.8 mm ou 1.5 mm
d'épaisscur) conticancnt: 13 ou 15% (p/v) dacrylamide (ke rapport acrylamide/bisacrylamide
est de 30/0.8), 0.375 M Tris-HCI {pH 8.8), 0.1% (p/v) SDS, 0.04% {v/v) TEMED et 0.0015%
{(p/¥) persulfate d'ammonium). Le tampon d'élcctrophorise contient 25 mM Tris-HCI (pH 8.3),
192 aM glycine et O.1% (p/v) SDS. Aprés la migration des protéines, lcs gels sont fixés
pendant 30 min dans une solution contcaant 25% d'alcool dénaturé ct 8% d'acide acétiquc,
puis ¢olorés au bleu de Coomassic R-250 (Weber et Osborn, 1969). Les poids moléculaires
apparents sont estimés cn calenlant la mobilité relative des polypeptides par rapport aux
protéines de référence suivantes: phosphorylasc b (94 kDa), albumine sériquc dc bocuf (67
kDa), evalbumine (43 kDa), anhydrase carbonique (30 kDa), inhibitcur trypsique du soja {20.1
kDa) et g-albuminc «u lait (14.4 kDa).

2.2.7, Préparation ce chloroplastes et d'enveloppes de chloreplastes préalablement

trajtés i la thermolysine (Bacilius thermoproteolyticus, Calbiochem)

Des chloroplastes sont préparés comme sous 2.2.3.1 puis traités 2 la thermolysine
sclon Joyard et al. (Mcthods in Enzymology vol. 148, pp 195-206, 1987). Les chloroplastes (1
mg chlorophylle/ml) sont incubés, 1 h & 4°C sous agitation faible et constante, dans 20 ml d'une
solution dc digestion contenant: 330 mM de saccharose, 10 mM Tricine-NaOH (pH 7.8), 1mM
CaCl, et 200 pg/ml tharmolysine (vonrcentration {inalc). La digestion est stoppéc par I'ajout de
10 mM EGTA. Les chloroplastes servant de contrélc sont incubés dans les mémes conditions,
mats la solution de digestion contient déja TEGTA. Aprés la digestion, les chloroplastes intacts
sont repurifiés par centrifugation 5000 x g (5500 rpm, rotor HB-4} 2 travers une solution
contenant: 40% Percoli, 330 mM sucrose, 10 mM Tricinc-NaOH (pH 7.8) et des inhibiteurs dc
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protéases (5 mM- acide ¢-aminocaproique, 1 mM benzamidine-HCl et 1 mM
"phenylmcthylsulfonyl fluoride”). Le culot ainsi obtenu est lavé deux fois par centrifugation 2
3500 x g (1500 rpm, rotor $5-34) avec une solution de lavage {10 volumes pour 1 volume dé
suspension de chloroplastes) contenant: 330 mM saccharose, 10 mM Tricine-NaOH (pH 7.8),
5 mM acide e-aminocaproique, 1 mM benzamidine-HCl ¢t 1 mM "phenylmethylsulfonyl
fluoride”. On obtient finalement des chloroplastes intacts traités A la thermolysine dont on peut
purificr kes cnvcloppes sclon 2.2.1, en prenant soin d'ajouter des inhibiteurs de protéases aux

solutions mtilisées,

2,2.8. Préparation enzymatique de [v-*’P]CTP & partir de [v-PPIATP en présence de
NDPKII recombinante d'Epinard.

La conversion dc [v-"P]ATP en ['y~”P1CTP est réalisée cn présence de 10 mM
Mops-NaOH (pH 7.6), 0.01 mM CDP, 5 mM MgCl 30 pCi [y-P)ATP et 0.1 pg dun
cnzyme recombinant cloné 2 partir d'une banque ¢DNA d'Epinard, la nuckoside diphosphate
kinasc H (Bovet et al, 1997, T. Eggmann travail de dipldme, Laboratoire de Physiologie
Végétale, Neuchitel, 1997). L'échantillon, d'un volume final de 20 pl, est incubé 5 min 4 25°C
puis filteé par centrifugation 4 Iaide du systéme microcon 10 (Amicon, microconceatrateurs,
N° 42406) afin d'éliminer les protéines, L'échantillon ainsi obtcnu contient du [y-P]ATP, [y-
¥PICTP, CDP, MgCl et du Mops-NaOH. Afin de purifier Ic [y-*P]CTP, Féchantillon est
déposé sur une plaque de PEI-Ccliulose (TLC PE!-Cellulose F, Merck) puis séparé par
chromatographic dans une cuve 4 l'aide d'un solvant contenant 0.75 M KH,PO.-H:PO, (pH
3.65) pendant 1 h. La plaque est placée 1 min en autoradiographie (film Kodak X-OMAT AR}
afin de déterminer l'emplacement du [y-**P]CTP sur la plaque de PE}-cellulose. Le [y-"PICTP
cst gratté A 'aidc d'une lame de rasoir, puis €lué dans un tube Eppendorf & l'aide de 50 pl de 50
mM Mops-NaOH (pH 7.6). L'échantillon est alors centrifugé & 16000 x g (14000 rpm,
Centrifuge 5415 Eppendorf) pendant 30 s. L'activité du surnagcant, contenant le [y-"PICTP

pur, est quantifiée par le procédé de Cerenkov. Le surnageant est finalement conservé & -30°C.
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2.2.9, Condition d'incubation standard pour la mise eén évidence d'activités lipide-

Kinasiques dans des fractions membranaires

Des fractions aliquotes de membranes d'enveloppes (totales, interncs ou externes)
ou de membranes plasmignes (200 jg) sont incubges A 25°C pendant 5 min dans une solution
{200 pl) contcnant 50 mM Mops-NaOH (pH 7.6), 10 uCi [v-PIATP, 0.01 mM ATP et 5 mM
MgCl. L'incubation est démarrée, selon le type d'incubation, par Iajout des membranes ou de
fATP ((v-"P]ATP + ATP). La réaction est arrétée en déposant lés échantillons dans des tubes

en verre contenant b5 mi d'une solution froide de chiorcforme/méthanol {1:2, v/v).

2.2.10, Condition d'incubation standard pour la mise en évidence d'activités lipide-

kinasiques dans un extrait protéigue de stroma

Les activités lipide-Kinasiques sont déterminées par la mesure de Vincorporation de
[y *PIATP daas les lipides phosphorylds 4 25°C, selon une méthode proche de celle établic par
Wissing et al, (1989). L milicu dincubation standard contient dans un volume total de 200 pl:
25 4 50 ul de fraction cnzymatique & tester (stroma), 40 mM Bis-Tris (pH 7.5), 5 mM MgCh,
10 mM NaCl, 0.1 mM EDTA-Na; | mM spermine (polyamine, polycation, neatralise les
charges de surface), 0.5 mM DTT (antioxydant), 0.03% Triton X-100, 1 mM déoxycholate de
sodium, 500 UM diclcoylglycéro!l, 500 pM phosphatidylinositel, 250 UM cardiolipin et 0.0l
mM ATP (contenant 10 pCi de [¥-"*PJATP). Une solution stock de deoxycholate de sodium
8.3 fois concentrée perimet de resuspendre le diolcoylglycérol, le phosphatidylinosito! et la
cardiolipine évaporés A sce par lintermédinire de quatre cycles de sonication de 20 s (50 W,
Branson sonifier) suivis chaque fois par un refroidissement dans la glace pendant 2 .min, Le
milicu d'incubation (excepté FATP) est préincubé pendant 5 min & 25°C. L'incubation
propremeat dite est démaceée par Fajout de FATP (0.01 mM ATP, contenant 10 pCi de [v-
¥PJATP), puis stoppéc 2 h plus tard en déposant I'échantillon sur une solution de

chloroforme/méthanol (1:2, v/v) froid. L'extraction des lipides se fait comme sous 2.2.12,
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2.2.11. Condition d'incubation standard pour la mise en évidence d'activités protéine-

kinasiques dans des fractions membranaires

Des fractions aliquotes de membranes d'caveloppes (totales, intermes ou extemes)
ou de membranes plasmiques (20 pg) sont ineubées 5 min & 25°C dans une solution (20 |.ll)i
contenant 50 mM Mops-NaOH (pH 7.6), 1 uCi [v-"*PJATP, 0.01 mM ATP et 5 mM MgCh.
L'incubation cst démarrée, selon le type d'ineubation, par l'ajout des membranes ou de FATP
([Y-P]ATP + ATP). La réaction est stoppée par ajout de 20 il de tampon pour éehantillon

(voir sous 2.2.6) puis les fractions aliquotes soat chauffées 3 100°C peadant 5 mian.

2.2.12. Extraction dcs lipides membranaires

Une fois les éehantdlons déposés sur 1.5 mil de chloroforme/méthanol (1:2, viv)
froid, on ajoute succcssivement 100 nmeoles de PA et LPA, 600 nmoles d'un mélange de
phospholipides (PIP, PIP;, PS et PI), 10 pil de 100 mM MgATP comme "carrices” non
radioactifs, 0.8 ml HCVEDTA-Na; (1.25N:0.5 mM) froid ¢t Q.5 ml de chloroforme froid. Les
échantillons sont vigoureusement agités & Faide dun voriex pendant 1 min, puis eentrifugés 1
min 3 2100 x g (3800 rpm, centrifugeuse universelle Hettich 1200). La phase inférieure est
récoltée A I'aide d'une pipetie Pasteur et lavée une premidre fois avee 1 ml d'uae solution froide
de mélhanolHCl 1IN (1:1, viv) et finalement avec 1 ml dune solution froide de
méthanolVH,0/25% NH; (10:8:2, v/viv). La phase inféricure contenant les lipides est évaporée
sous flux d'azoie puis dissoute dans 100 pl d'une solution froide de chloroforme/méthanol (3:1,
viv). Toules ces opérations se font & ~ 4°C dans de la glace. Afin de prendre en compte
d’éventuelles pertes lors de Pextraction des lipides, la quantité d'acides gras dv MGDG
(monogalactosyldiacylglycéral) de chaques échantillons a été quantifide selon la méthode
décrite  sous 2215 Le MGDG est, dans notre Systétme de  solvant
{chioroforine/acétone/méthanolfacide acétigue/ean, 40:15.13:12:8), le lipide qui posséde le
Rf le plus distinct par rapport aux lipides phosphorylés.
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2.2.13. Séparation par chromatographie sur couche mince (CCM) dcs lipides

membranaires
2.2.13.1. CCM cn milicw acide

Les ¢chantillons contenant les lipides membranaires sont d€posés automatiquement
sur une plaque de silicagel 60 (Merck) & Tl'aide d'un applicateur Linomat {Camag). Cettc
dernigre est préalablement plongée dans une solution contenant 250 m! 100 mM K.C;0. (pH
7.6), 4 ml 250 mM EDTA-Na; (pH 7.6) et 250 ml éthanol, séchéc une nuit & 80°C et activée
juste avaat usage 3 110°C pendant 20 min (Heim ct Wagaer, [986). La migration des lipides sc
fait 3 température ambiante 4 laide d'un solvant formé de chloroformefacétone/mélhanol/acide
acétiquefean (40:15:13:12:8, vivlv/viv). Aprés 45 min, la plaque de silicagel est séehée sous un
courant d'air puis sprayée avec une solulion d'acétone/can (60:40, v/v) contenant 0.01% de
primuline (p/v). Les lipides peuvent éire ainsi visualisés sous une lampe UV. La plaque cst
ensuite placée cn autoradiographic (film Kodak X-OMAT AR) pendant une 3 deux nuits A -
30°C, parfois en présence dun <cran intensifiant (Lightning Plus, Dupomt de MNemours).
Llineorporation de [y-"*PJATP dans lcs phospholipides est quantifiée par comptage Cerenkov
(fes Lipides marqués an P sont grattés i laide d'une lame de rosoir, placés dans des tubes &
scintillation, hydratés avec 100 pl d'HyO ot placés dans un compteur 3 scintillation Kontron
BETAmatic} ou & I'aide d’un Systeme de mesure de Ja densité optique des tiches obsevées sur

les autoradiographies (Bioimage).

2.2.13.2. CCM en milieu basique

Mis A part le selvant de migration utilisé, chloreforme/méthanolammoniaque/eau
(90:90:7:22, viv/vlv), Ic procédé est le méme que Sous 2.2.13.1.
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2.2.13.3. CCM utiliséc pour la séparation dcs phosphoinositides phosphorylés sur le
groupement inositol en position D-3, des phosphoinositides phosphorylés sur le

groupement inositol en position D-4

Les lipides margués (phosphoinositides) séparés comme sous 2.2.13.1 sont grattés
de la plaque de silicagel cf extraits de la silice & I'stde de 2 ml d'unc sclution de
chlorofome/méthanol (53:37, v,v) et de | ml de KC1 500 mM. Ce mélange est vigoureuscment
agité (Vortex) pendaat T min, puis centrifugé & 2100 x g (3800 rpm, centrifugeuse universclle
Hettich 1200) pendant 1 min. La phase inféricure est récupérée A aide d'unc pipette Pasteur,
séchée sous flux d'azote et finalerment dissoute dans 20 pl de chloroforme/méthanol (3:1, viv).
La séparation des lipides par chromatographie sur couche mince sc fait selon Hegewald
(1996). Les échantillons contenant les lipides sont déposés (spot de 2 mm) automatiquement
sur unc plaquc de silicagel HPTLC-NH, (art. 1.12572, Merck) {{préalablement imprégnée dans
une solution de méthanof contenant 5% d'acide borique (p/v)] & F'aide d'un applicateur Linomat
(Camag) & 10 mm du bas dc la plaque. Cette demigre est équilibrée 2h avee le solvant de
migration, }-propyl acétate;2-propanoléthancl/6% arnmoniaque (3:9:3:9, v/v/v/v), avant d'étre
développée jusque en haut (9 cm, ~2 h). Finalement, 1a visualisation dcs lipides se fait comme
sous 2.2.13.1.

2.2.14. Détermination par déacylation des lipides phosphorylés, el analyse des
groupements résiduels (glycérodérivés)

La réaction de déacylation des lipides se fait dans un milicu alcalin sclon la
méthode de Clarke ct Dawson (1981). On ajoute aux lipides phesphorylés ainsi qu'a des lipides
témoins 2 ml d'un réactif de méthylamine (tubes 3 vis) qui conticnt: 38.5% CH;NH, dans du
méthanol/caw/n-butanol (4:3:1, viv/v). Les tubes contenant Jes échantillons sont fermés puis
incubés 45 min 3 53°C sous agitation intermittente. On ajouic aux ¢chantillons, unc fois
refroidis dans de 1a glace, 1 mi de n-propanol froid. Ceux-ci sont cnsuite centrifugés & 2100 x g
(3800 rpm, centrifugeusc universelle Hettich 1200) pendant 5 min. Les sumageants sont
transférés dans des tubes de 10 ml puis évaporés & sec sous vide pur distillation. On ajoute aux
résidus secs 1 ml d'H;Q dist. et 1.2 ml d'une solution BEE composée de n-butanob/éther de
pétrole 40°-70°/¢thyl formiate (20:4:1). Les échantillons sont mélangés vigoursusement puis
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centrifugés 2 2100 x g (3800 rpm, centrifugeuse universelle Hettich 1200) pendant 1 min. La
phase supéricure est Eliminde ot la phase inféricure (aqueuse) lavée une deuxitme fois avee 0.8
ml de BEE. On ajoute: 4 Ja phase inférieure 10 mg de résine Dowex 50 W X 4 (forme H*) que
l'on éliminera par centrifugation. La phase agueuse est transférée dans un nouveau tube puis
complétement évaporée sous vide. Les résidus sont dissous dans 150 ul d'éthanol/H,O (1:1).
Les échantilons {60 ul) sont déposés (7 mm) 2 l'zide d'un applica-tcur Linomat (Camag) sur
une plaque de siticagel 60 (HPTLC) préchanffée 20 min & 110°C. La plague est développée
(10 cm) dans un solvant contciant: 26 mM HCOOH/ImM EDTA-Na; dans une solution de
méthanol/ean (40:10). Une fois [a migration des groupements formés des tétes polaires et du
glycérol terminée, la plaque est séchée sous un courant d'air puis gicléc avec une solution de
révélation pour esters phosphatés (1.5 g de molybdate d'ammonium dissout dans 20 mi de
HCLO, 70% + 1 ml de HCl conc. + 129 ml 'H2Q). La plaque est soumisc A l'action des rayons
UV (254 nm) pendant auw moins | h ce qui permet la visualisation des esters phosphatés qui
apparaissent cn blew sur fond blane. Lz plague, recouverte dune feuille de plastique
autocollante, est placée en autoradiographic {film Kodak X-OMAT AR) pendant une 2 deux
nuils & -30°C, parfois en présencc dun écran intensifiant (Lighining Plus, Duponti de
Nemours). Les Rfs des taches radionctives sont comparés avee les Rfs d'esters phosphatés

connus,

2.2.15. Quantification du mnnoga.lactosy]dincylglycérol par chromatographie en phase
gaseuse {GC)

Les zones de silices contenant le monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) sont
gratiées individuclletnent 2 1'aide dune lame de rasoir. La silice contenant le lipide 3 quantificr
par GC (MGDG, rarement DGDG) est récupérée dans un tube contenant une quantité connue
(30 & 50ug) d'acide arachidonique (C20:0) qui sert de standard inteme. Cn ajoute une solution
de méthanol contenant 5% d’acide sulfurique (I mil) puis e tube est saturé en azote, fermé ct
finalement placé 1h dans ua bloc chaufTant 3 85°C. Apres refroidissement, 2 ml de pentane et
ml d’eau sont ajoutés, les tubes sont agités 30 secondes ct centrifugés A 2100 x g (3800 rpm,
centrifugeuse universclle Hettich 1200) pendant 5 min pour former deux phases distinctes.

L’épiphase contcnant les méthylesters est prélevée ct séchée sous azote. Les échantiilons sont
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resuspendus dans 120 pl d'hexane puis injectés dans le chromatographe en phase gazeuse afin
de déterminer et quantifier ies acides gras. Le chromatographe est un appareil de marque
Hewlett-Packard {moed2lc 5890, séric IT) équipé d'un détecteur 3 iontsation de Aamme (FID) et
d'une colonne capillaire de 30 m dc loagueur et 0.53 mm de diamétre intérieur renfermant un-
film dc 1 pmn de polyéthyléne-glycol-TPA modifié {HP-FFAP). La température du four est de
190°C, celles du détecteur et de Pinjecteur de 230°C. Les méthylesters sont élués par un flux
d*hélinm (vitesse : 15 ml/min.). L'identité des méthylesters cst obtenuc par comparaison de
leurs temps de rétention avec ccux des soubstances de référence. La quantification se fait par

comparaison de la surface des pics avec celle du standard interne.

2.2.16, Mesure de I'activité enzymatique de la 1,3-f-glucane synthétase

L'activité de la 1,3-P-glucane synthétasc est mesurée selon Ray (1977). Le milien
d'incubation (100 pl) contient: 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 20% glycérol, 10 mM CaCly, 0.05%
digitonine, 0.5 mM UDP-glucose (0.36 nCi/mmel) et 3 & 7 ug de protdines d'échantillon.
L'incubation est stoppée aprés 10 min 3 30°C par I'ajout de I ml d'éthancl 94%. Les
échaatillons sont laissés une nuit 4 4°C. Aprés l'ajout d'une pointc de spatulc de cellulose
WCF11 ﬁbrm\xs (Sigma), les échantillons sont éncrgéliquemcﬁt agités (Vortex) pendant 10 s
puis ceatrifugés 3 min 4 16000 x g (14000 rpm, Centrifuge 5415 Eppenadorf). Le sumageant
st éliminé, et le culot lavé trois fois avee de 1'éthanol 70% puis redissous dans dn liquide &
scintillation. Finalement la radioactivité contenue dans les polymers dc glucose formés est
mesuréc A laide d'un compteur 4 seintillation Kontron BETAmatic et comparée & cclle d'ua

€chantillon e contenant pas d'extrait eazymatique.

2,2.17. Hydrolyse des lipides X et Y & I'aide d’une pB-1,4-galactesidase

Les zones de silice conteaant les lipides X ¢t Y sont grattées 3 l'aide d'une lame de
rasoir. Les lipidcs sont extraits de la silice 3 l'aide de 4 ml! de chloroforme/méthanol (53:37)
auxquels on ajoutc 2 il de KCl 500 mM. La phase infcricure contenant les lipides est

récupérée puis évaporée sous un flux dazote. Les lipides subissent alors une deuxigme CCM
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sur des plaques de silicagel 6¢ (Merck) 4 Faide d'on solvant de migration composé de
chloroforme/méthanolammoniague/eau (90:90.7:22, viviviy). Cette ultime sépara.lion permct
d'élimincr d'éventuels chevauchement des lipides X et Y avec d'nutres lipides. Les lipides X ot

Y sont & nouveau récupérés, comme indiqué ci-dessus.
2.2.18. Rupture des linisons éthers des lipides X et Y par hydrolyse acide

Les lipides X et Y sont récupérés comme sous 2.2.17. Les résidus lipidiques sces
subissent alors une hydrolyse acide & 90°C pendant 2h en présence de 0.1 M HCI dans un
volume minimum. L'échantillon est alors €évaporé 3 scc sous vide par distillation ¢t remis ¢n
suspension dans 20 ] d'une solution d'éthanolH,0 (1:1) puis on ajoute 4 chaque échantillon

quelques mg de résine Dowex 50 W x 4 (forme H).

2.2.19. CCM d'hexoses et d'hexoses phosphatés

Des échantillons dhexoses (100 mM glucose, 100 mM galactose), dhexoses
phosphates (100 mM glucose-1-P, 100 mM glucose-6-P, 100 mM galactose-1-P ¢t 100 mM
galactose-6-P) ct d'hexoses phosphates marqués au P (glucose-6-""P et galactose-6-"2P) sont
traités avec quelques mg de résine Dowex 50 W x 4 (forme H"). Environ 2 pl de chaque
hexosc ainsi que 2 pl des échantillons X et Y prépards selon 2.2.24, sont déposés A l'aide d'une
pipette automatique sur une pkaquc de silicagel 60 (Merck) ou une plaque de cellulose. Deux
types de solvant de migration sont utilisés pour séparés les sucres. Si on utilise une plague de
silicagel, le solvant de migration sera composé dune solution de méthanolicau (40:10)
contenant 26 mM HCOOH/1mM EDTA-Nag, par contre, si on utilise une plague de cellulose,

le solvant de migration sera composé d'une solution de méthancl/acide formiquefeau (85:15:5).
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2.2.20. Préparation enzymatique de glucose-6-""P et de galactose-6-P

Le glucosc-6-P et dc galactose-6-P sont préparés cn incubant pendant 10
minutes & 25°C du glucose 100 mM ou du galactose 100 mM en présence de [y-"P]ATP 10
HCi ct d'une unité dhexokinase de Levure (EC 2.7.1.1) dans un milicu constitzé de Mops 50
mM et MgCh 5 mM. Les sucres sont anafysés comme sous 2.2.[9 puis récupérés & partir de [a

plague par grattage et élués de Ja silice & l'aide du solvant de migration,
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CHAPITRE 3

Etude de la phosphorylation in vitro des lipides de 1’enveloppe dn
chloroplaste d’Epinard: Identification et localisation des principaunx lipides

phosphorylés.

3.1. Introduction

De nombreuses publications démontrent I'implication de certains Lipides tels le
diacylglycérol, I'acide phosphatidique, 1'acide lysophosphatidique ct les phosphoinositides dans
des processus de transmission de signaux et comme activateurs d’activités enzymatiques
(PKC) dans les cellules animales et végétales. Certains de ccs lipides dérivent d’activités lipide-
kinasiques qui modulent la transmission des signaux en produisant ou transformant les lipides
cités plus haut. Ces activités sont impliquées notamiment dans un mécanisme de transmission de
signaux au niveau de la membranc plasmique appelé Ie systéme PI ou eycle PI (voir chapitre
.

Chez les végétaux, les activités lipide-kinasiques en rclation avec la transmission
des signaux sont un sujet d’intérét grandissant depuis une dizaine d'années. On retrouve ces
activités lipide-kinasiques dans différents compartiments cellulaires (voir chapitre 1). Selen
Wissing ct al. (1992), parmi les membranes ccllulaires végétales (membranes mitochondriales,
membranes du tonoplaste et membranes nucléaires), la membrane plasmique est cclle qui
exhibe les plus fortes activités diacylglycérol-, phosphatidylinositol- et phosphatidate-
kinasiques. L'activit€ diacylglycérol-kinasique, que l'on peut observer dans des préparations de
microsomes, est méme considénée comme un marqueur spécifique de la membrane plasmigue
(Wissing et Wagner 1992).

Le chloroplaste, qui est le sitge dc nombreuses voies métaboliques, doit échanger
des métabolites, des jons ct d'autres composés avec le cytosol; il doit galement importer des
protéines importantes pour son fonctionnement physiologique. Ainsi, afin de communiquer

avee le reste de la cellule, il n'est pas exagéré d’imaginer que le ehloroplaste (via la membrane
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de I'enveloppe) pourrait wliliser certains des mécanisies de transmission de signaux observés

dans d’autres membranes (Sicgenthaler ct al., 1997).

3.2. But du chapitre

Bicn que de nombreux travaux relatent la préscace d'activités lipide-kinasiques
dans les cellules végétales, la phosphorylation in vitro de lipides dans les membranes de
I'enveloppe du chloroplaste n'a pas encore été démontrée.

Le but dc ce chapitre est de détermincr si les membranes de Penveloppe du
chloroplaste d'Epinard préscatent des activités lipide-kinasiques. Ce type d’activités étant
|'apanage des membrancs plasmiques, nous devons également déterminer si nos préparations

d'enveloppes sont dépowrvies de contaminations issues de Ja membrane plasmique.

3.3, Résultats

Comme on peut lc voir dans fa bande 2 de la figure 3.1, suitc 3 une incubation in
vitro des membranes de Yenveloppe du chioroplaste d'Epinard avee du [v*PIATP, quatre
lipides rodioactifs majenrs (A, B, C, D) peuvent &tre séparés sur plagues de CCM.
L’incerporation de *’P dans les lipides A ct B est plus marquée quc dans les lipides C et D,
Une faible barde additionnclle (*) apparait également (mais pas dans toutes les expériences)
entre le Rf des lipides A ¢t B. Si I'oa sc référe uniquecment aux Rfs des lipides marqueurs,
I'identité des lipides A, B, C et D peut &tre respectivement attribuée au PA, LPA, PIP et PIP,.
Les lipides que l'on trouve habituellement dans les membranes d'eaveloppes (Douec et Joyard,
1982) sont également montrés dans la figure 3.1, (bande 1). On remarque qu'd Yexception du
lipide B, aseun des lipides phosphorylés ne comigre avee les lipides de lenveloppe que I'on

peut visualiser aprds révélation par carbonisation (voir chapitre 2).
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Fig. 3.1. Séparation des lipides et des lipides phosphorylés
de membranes de Yenveloppe du chioroplaste, Colonpe 1t
Aprés extraction et séparation des Lipides par CCM, ceux-ci
sont révéiés par carbonisation. Les différents lipides somt
indiqués sur In gauche de ia coionnc i, Colonnc 2:
Autorndiographic des lipides phosphorylés, Les lipides des
membranes de  l'enveloppe sont phosphorylés comme
indiqué dans jc chapitre 2. Ceux-ci sont cnsuile extraits en
présence de  lipides “carriers® (PA, LPA, PS,
phasphoiiositides), puis séparés par CCM et détectés par
autorndiographie. A, B, C et D indiqueni Tes quatre lipides
phasphorylés majeucs. La position de migration des lipides
“carricrs” est indiquée sur la droite de |a colonne 2, L'étoile
(*) indigue Ia pasitien d"un lipide phosphocy € non-idenlifié,

Afin de confirmer lidentité des lipides A, B, C, et D, nous les avons tout d'abord
déacylés (voir chapitre 2}, puis nous avons séparé les groupements glycérol-tétes polaires,
résultant de la déacylation des lipides, par CCM & haute performance (CCMHP). Le Rf de ces
groupemenss est ensuite comparé avee celui de marqueurs que Fon fait comigrer. La figure 3.2
montre que les groupements glycérol-tétes polaires des lipides A et B sent identiques et

correspondent & du glyeérol-3-phosphate (GP).

LIPIDES

GPG
GP1

GP

Fig. 3% Auloradiographie  des
groupernents  giyotrol-tétes poinircs des
lipides phosphorylés A, B, C et D de
I'enveloppe {voir Fig 3.1.). Les lipides
phosphorylées A, B, C et D sont
récupéeds d partir de la CCM 2 Taide
; '\4 dune lame de rasoir puis déacylfs comme
GPIP:— pudzprts el indiqué dans le chapilre 2. Les (ftes
p polnires sant ensuite séparfes sur des
plagues de CCMHP ¢n présence dc
références (GPG, GPI, GP, GPS, GPIP ct
GPIP;
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Ce résultat indique que ces deux lipides A ct B different uniquement par lc nombre
de leurs chalnes d'acides gras et cotrespondent, respectivement, b I'acide phosphatidique (PA)
ct Yacide lysophosphatidique (LPA), comme nous Favions déduit en comparant leur Rf avee
celui du PA ot du LPA (voir Fig. 3.1.). Les groupements glycérol-iétes polaires des lipides C et
D sont €galement les mémes et comigrent avee le glycérophospho-D-myo-inositol-4-
monophosphate (GPIF). Ce résuliat confirme notre suppasition, & savoir que lidentité du lipide
C cst du phosphatidylinositoi-4-monophosphate (PIP). Par contre, Ia déacylation du lipide D
(présumé &tre du PIP,, voir Fig. 3.1.) aurait da abowtir & la formation de glycérophospho-D-
myo-inositol-4,5-bisphosphate (GPIP;) ce qui n'est pas le cas. Cette observation suggérc

fortement que Lz lipide I correspond en fait au lysophosphatidylinositol-4-monophosphate.

PIP Pino Fig. 3.3. Séparadion par CCM

du phosphatidylinesitol4-
moncphosphate (PIP) et des

- - phaosphoinositides PS, PL PIP et
PLAZ + + PIP:  (Pinv), préalablcment
DAG -— > - DAG traftiés (4) on non-traités ()
- ';_? TR s — TX-100 avee de la PLA; de pancréas de
TX-100 — <& == pore {1k 3 30°C) dans un midica

contenant de Ia Tricine 50 mM
ptt 8.5, du CaCh 2 mM. du

/) -~ = PS NaCl 35 mM et du Triton X-

2 e — PI 100 0.03%, Aprds  avoir

_ LPS "sprayé™ la plaque de CCM A

D laide  dunc  solution dc

PIP -0 > _: LPI/PIP p_r:imul!inc, les lipides sont
LPI? - ot ~. LPIP/PIP:2 visualisés sous unc fampe UV,

Les bandes correspondant aux
LPIP2 différents tipides sont reponiées
sur un papier calgue,

0 - 0 - —

Lorsque Yon traite in vitre du PIP avec une phospholipase A; de pancréas de porc (PLA,), le
lysodérivé résultant (LPIP) comigre avec PIP; dans nos conditions expérimentales (voir Fig.
3.3.). L'ensemble de ces résultats confirme donc que le lipide D est bien du LPIP.

La figure 3.4 montre que le profil ainsi que lintensité du marquage des lipides
phosphorylés sont différents dans des préparations de membranes totales, externes et interncs
de lenveloppe du clioroplaste. En général, lintensité du marquage au P des lipides
phosphorylés est plus grande dans les vésicules totales d'enveloppes que dans les vésicules
externes ou internes. Le PIP et e LPIP marqués radioactivement s retrouvent exclusivement
localisés dans la membrane cxterne de l'enveloppe, contrairement au PA ¢t LPA marqués

radioactivement qui sc trouvent principalement situés dans }a membranc interne de celle-ci. La
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présence de petites quantités de PA et LPA (env. 15%) dans la membrane externe cst
probablement le reflet d'une contamination par la membrane interne et/ou d'unc petite activité
DAG-kinasique.

Fig. 3.4. Companison du  profil
sutoradiogriphique des lipides marqués
st PP dans les membranes totales (E),
externes (Mx) ol intemes (Mi} de
l'enveloppe. L2 position de migration des
lipides marquenrs est isdiqude sur In
gauche de la Agure, O, origine de o
migration, On remargue que ke lipide
LPIP posséde le ingme RF que le lipide
PIP:, voir ¢xplication ci-dessus dans le
texie.

A notre connaissance, il s'agit de la premidre fois que on fait é1at de la présence de
lipides phosphorylés dans lcs membranes de l'enveloppe du chloroplaste. 11 est dés lors
nécessaire de démontrer que les préparations de membranes denveloppes ne sont pas
contaminées par d'autres systémes membranaires. L'absence de contamination des
chloroplastes par d'autres compartiments cellulaires a déjh été démontrée par Douce et Joyard
(1982) ct Uemura ct Steponkus (1997). 11 en résulte que les préparations de chloroplastes ne
sont contaminées ni par des membrancs des mitochondries, du réticulum endoplasmique, de
Tappareil de Golgi ou du tonoplaste, ni par des membranes plasmigues. Néanmoins, comme la
membrane plasmique végétale est reconnue pour présenter les activitds DAG- et PI-kinasiques
les plus élevées parmi les membranes végétales (Wissing et al, 1992), il nous a scmblé
important de démontrer que nos préparations de membranes de lenveloppe du chloroplaste

sont dépourvues dune éventuelle contamination par des membranes plasmiques. En effet,
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lorsque I'on compare les activiiés DAG- et PI-kinasiques de l'enveloppe (voir Tableau 3.1.)
avec celles de la membrane plasmique (Hanenberg ct al., 1995; Sommarin et Sandelius, 1988),
ces deux activités cnzymatiques sont respeciivement 2000 et 3000 fois plus faibles dans
Feaveloppe du chloroplaste. Toutefois, ce lype de comparaison doit Etre considéré avec
circonspeetion ¢ar les milicux dlincubations des essais enzymatiques (par exernple Ja

concentration d'ATP) différent fortement.

Tableau 3.1.

Incorporation de phosphate [*’P] et de phosphate total dans les guatre lipides marqués majeurs de l'enveloppe

Lipide Cpm §*P} incorporé {fmol min™ mg™")_Pi total incorporé (frol min'' ing™
PA 3465+ §33 1.05%0.04 630+ 24

LPA TEL 2150 023%0.03 138218

PIP 5271 54 0.15+ 0016 p A

LPIP 5713 0.017 £0.003 10,218

Les résultats sont exprimés en cpm ou fmol x min™ x mg! et représentent une moyenne £ SD {n=4), Le Pi total
incorporé (fmol x min" x mg™) = {**P] incorporé (fmof x min' x mg™') x concentration tosale de 'ATP dans fe
milicu réactionnel (fmolMeoncenteation totale de [PPJATP dans te milieu réactionne! {fmol).

Trois tests ont &té effectués dans le but e démontrer labsence de contamination
par ]a membrane plasmique dans nos préparations d'cnveloppes de chloroplaste. Premigrement,
comme illustré dans la ﬁgﬁrc 3.5A, les profils €lectrophorétiques des protéines de la membrane
de l'enveloppe (E} et dc Ia membrane plasmique (P) sont trés différents. En particulier, nous
pouvons désigner au moins quatrc bandes () exclusivement localisées dans la membrane
plasmique, De plus, le profil autoradiographique correspondant, qui montre les protéines
phosphorylées de ces deux types de membranes, révéle la présence de bandes spéeifiques ()
dans chacunc des deux membranes (Fig. 3.5.B). Deuxi¢mement, 1a comparaison des profils
autoradiographiques des lipides phosphorylés des membranes de lenveloppe (E) et des
membranes plasmiques (P) montreat que les membranes plasmiques contiennent un certain
nombre de lipides phosphorylés (%) qui ne soat pas détc':ctés dans les membranes de
l'enveloppe (Fig. 3.6.). Cette figure mentre également que les activités lipide-kinasiques (pour
une méme guantité de protéines) sont plus importantes dans les membrancs plasmiques que

dans les membranes de lenveloppe. Troisiémement, Ia figure 3.7 indique que Iactiviié 1,3-3-




plucane synthétase, spéeifiquement assocife aux membranes plasmigues (Ray, 1977), est

uniquement détectée dans ces dernidres ct pas dans les membranes de l'enveloppe du

chioroplaste.

Fig. 35 Comparaison des protfines [A) e1 des prosfines
phosphorylées (B) dans les membranes de lenveloppe (20 pg)
du chloroplaste dEpinard £t les membranes plasmigues (20
ng). A: Protéines révélées au bleu de Coomassie. B: Protéines
phosphorylées déwectées par autoradiographie. R, prowdines de
référence (LMW); E, membrane de l'enveloppe: P, membrane
Masmigue; ®, petite et grande Sous-unités de {2 RubisCO,
nssocides principalement 4 la membrane de Teaveloppe; ¥,
pasition des proi¢ines majeures de tn membrane plasmigue qui
sont distinctes de |la membrane de l'enveloppe.

Fig. 3.6 Comparaison des profils
autoradiographiques des lipides
phosphorylés d=  fa membrane  de
I'enveloppe (E) ot de fa  membrane
plasmique (P) pour une méme quanité de
protéines (02 mg). La position de
migralion des lipides de référence est
indiquée sur la gauche de la figure. O,
origie de la migration; %, lipides
phosphorylés caclusivement trouvés dons ln
membranc plasmigue.

Ainsi, ces trois tests, i.e. la comparaison des protéines (Fig. 3.5.A), des protéines

et lipides phosphorylés (Fig. 3.5.B et 3.6) ainsi que l'activité de la 1,3-Fglucane synthétase

(Fig. 3.7) dans ces deux types de membranes excluent la possibilité d'une contamination des

membranes de l'enveloppe par des membranes plasmiques. Cetle dernitre conclusion est en

accord avee les travaux de Douce et Joyard (1982) et Blée et Joyard {1996).
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nruol d'UDP-glucose incorporé x min'! x mg *!

Fip.3.7. Comparnison de loctivid de la 1,3-F-glucane
P E synthitase  dans  des  dchantillons de  membranes
d'enveloppes (E) ct de membrancs plasmiques (P).

La figure 3.8 montre une autoradjographic de la séparationt du PIP phosphorylé de
lenveloppe sur plaque de silice CCMHP NH, imprégnée de borate {voir chapitre 2). Dans la
colonne A de cetie figure, nous remarquons que, dans cc systéme, le PIP se sépare en deux
taches distinctes, Ce résultat est d6 2 la propriété de Visomdre D-4, mais pas D-3 de linositol,
de former des complexes avec 'acide borique et ajnsi d'étre rctard‘é lors de la chromategraphie

(Hegewald, 1996).

Fig. 3.8, Autoradiographic du PIP phosphorylé dans les
membranes de I'enveloppe oprés séparation sur plaque
de silice CCMHP NH: imprégnéc d¢ barate. A, PIP
phespharylé dans la membrane de Yenveloppe; B et C,
toches,  respectivement inféricure et supfricure,
récupéiies de In colonne A, PP, posilion de migralion
du  phosphatidylinositol-4-monophosphate.  PIIP,
position de migralion supposte du phosphatidylinesitol-
3-menophasphate selon |a méthode de séparation des
Tipides uitlisée (¢f. toate), O, origine de migration,

Les colonnes B et C montrent respectivement les isoméres D4 et D-3 séparés dans ce méme

systéme aprés avoir é1é récupérés de la eolonne A. 1l parait done probable que les membranes
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de lenveloppe du chloroplaste rectlent non sculement une activité Pl-4-kinasique mais
également une [Egkre activité PI-3-kinasique.

Afin de confirmer le résultat obtenu ci-dessus, nous avons phosphorylé les
membranes de Fenveloppe en présence de Triton X-100. En effet, les activités PI-3-kinasiques
{Pl-kinase de type I) sont inhibées par des détergents non-ioniques (Triton X-100), alors que
Jes deux autres types de PI-kinases connus (PE4-kinase de type II et P1-4-kinasc de type 1)
ne le sont pas (Okpodu et al., 1995). La figare 3.9 montre T'effet du Triton X-100 sur Ia

phosphorylation du P1 dans la membrane de I'enveloppe du chloroplaste.

Fig- 3.9. Autorndicgraphie apris séparation
sut CCM du P[P et LPIP phosphorylés de
membranes  d'enveloppes du  chloroplaste

PIP — -incubes en présence (4) ou en absence (-)
de Triton X-100 (TX-100). Les Ris des
LPIF/PIP2— lipides de références sont indiqués sur la

gauchce de la figure.

Nous remarquons qu'une concentration de 0.03% de Triton X-100 inhibe partiellement (65 +-
5% d'inhibition; comptage Cerenkov: P1P-, 331+/-14 cpm, PIP+, 146+/-15 cpm) le marquage
;iu P1P ct- donc par corrélation la phosphorylation du P1 par la (les) PI-kinase(s) de l'enveloppe
du chloroplaste. Far contre, Ia présence de détergent n'inhibe pas ou peu («7% d'inhibition) ic
marquage du LPIP. Ce résuliat suggdre égalenent la présence d'unc activité PI-kinasique de
type I sensible aux détergents non-ioniques. De plus, comme nous lindiquons dans le chapitre
4, la wortmannin, un inhibitcur des activités PI-3-kinasiques (Fry, 1994), inhibe fortement la
phosphorylation du P1 en PIP dans les membrancs de I'enveloppe du chloroplaste. Ces résultats

sugperent la présence de deux types d'activités PI-kinasiques (PI3- et Pl4-kinasique).
3.4. Conclusions

En conclusion, les résultats du chapitre 3 montrent pour la premiére fois que des
produits d'activités lipide-kinasiques (PA, LP A, PIP ot LPIP) sont présents dans fes membranes

de l'enveloppe du chloroplaste suitc A une phosphorylation in vitro en présence de [y-’PJATP

(Fig. 3.i.). Bien que nous n'ayons pas mis en évidence, par déacylation, la préscnce de PIP;
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dans les membrancs d'cnveloppes, nous avons [a coaviction que ec lipide y est également
présent. En cffet, de nombreuses figures (Fig. 4.9, 3.2, 6.3, 6.6) indiquent la présence de deux
bandes distinctes marquées radioactivement au niveau do Rf du PIP2. La comparaison des
activités lipide-kinasiques des membranes de lenveloppe avec celles de membrances plasmiques
nous moutre que ces dernidres out des activitds lipide-kinasiques bica plns fortes (Fig. 3.6.).
Cette différence d'intensité d'activité explique probablcment pourquoi les activités lipide-
kinasiques de Feaveloppe du chloroplaste ont jusquici échappées A l'observation. La préseoce
de deux types de familles de lipides phosphorylés (PA/LPA ¢t PIP/LPIP) suggdre qu'ay moins
deux types d'activités lipide-kinasiques soat présentes dans les membrancs de I'enveloppe du
chloroplaste. Cependant, selon les résultats montrés dams les figures 3.8 ct 3.9, il cst trds
probable que la présence de PIP soit due & deux types d'activités Pl-kinasiques (P1-3-K et PI-
4-K). De plus, Ia présence simultanée dc PA ct PIP, ct de leurs lysodérivés, peut-étre dug soft 2
une activité phosphotipase Az(on A,) endogdne ou slors 3 deux autres types de lpides kinases;,
notamment une lysodiacylglycérol kinase et une lysophosphatidylinositol kinase, Etant donné
que lincorporation de *P dans lc LPIP n'est, contraircment 3 celle da PIP, pas inhibée par un
détergent non-ionique;, d est probable que le LPIP serait issu plutGt d'unc aclivité LPI-
kinasique {insensiblc au détergent} que d'unc éventuelle hydrolyse par une PLA,. A ce stade de
notre recherche, nous ne pouvons que spéealer sur les rbles physiologiques des lipides kinascs
de l'enveloppe du chloroplaste. En cffct, nous pouvons imaginer que les lipides phosphorylés
de T'enveloppe du chloroplaste soat impliqués dans des mécanismes de traasmission de signaux
ou de régulations métaboliques, comme c'est lo cas dans d'antres compartiments cellukaires
{Kanoh ot al, 1993, Boss, 1989, Droback, 1993, Moolepar, 1995, Coté and Crain, 1993).
Néanmoins, ce chapitre ncus permet dentrer duns nn sujct de la physiologic végétale uussi
intéressant qu'encore mal compris. Quel est, en cffet, Ie r6le précis des lipides phosphorylés
comme mcssagers sceendaires et régulateurs dactivités enzymatiques?

Ce chapitre a fait 'objet dnne poblication récente ainsi que de deux présentation:';
de posters qui comprenncnt Fessentiel du travadl consigné ci-dessus (Sicgenthaler, Miiller et
Bovet, 1997, Milller cf al., 1995; Miiller ct al., 1996).
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CHAPITRE 4

Phosphorylation des lipides de I'enveloppe du chloroplaste d'Epinard: Effet

de divers facteurs chimiques et physiques

4.1. Introduction

Nous avons vu dans le chapitre 3 que les membranes de Tenveloppe du
chloroplaste posstdent au moins deux types d'activités lipide-kinasiques (DAG-kinasique ct PI-
kinasique), Ces deux types d'activités ne sont pas réparties de manidre égalec entre les
membranes externes et internes de lenveloppe du chloroplaste. En cffet, nous avons mesuré
une activité Pl-kinasique ncttement plus élevée dans les membrancs cxternes que dans les
membranes internes. Ces dernitres, contrairement aux membrancs externes, semblent contenir
essenticllenient unc activité DAG-kinasique.

De méme que les protéines kinascs, les lipides kinases ont besoin d'un certain
nombre de¢ facteurs chimiques ct physiques pour &tre pleinement actives. Ainsi, l'amplitude des
activités lipide-kinasiques dans les végétaux dépend fortement (in vitro) de la concentration de
Mg®, Ca®™, ATP ct dc détergents dans ke milicu d'incubation. D'autres facteurs comme la
température ct Ic pH du milieu d'incubation ont également une influence sur ce type d'activités,
La dépcndance des activités lipide-kinasiques vis-&-vis de ccs différcnts facteurs chimiques et
physiques varic fortement d'une espece végéiale & Tautre. Elle varic également en fonction de
Torigine ([raction ccllufaire membranairc ou soluble) de cclles-ci (Sommarin ct al, 1988;

Hanenberg et al., 1995, Okpodu et al, 1995; Wissing ct al, 1992),

4.2. But du chapitre

Aucune étude sur la phosphorylation des lipides de Fenveloppe du chloroplaste

d'Epinard n'a ét€ réalisée jusqu'd présent. Ainsi, nous établirons dans ce chapitre, les conditions
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expfrinentales oplimales qui permettent de mettre en évidence les différentes activités lipide-
kinasiques endogénes de la membrane de I'enveloppe du chloroplaste.

A cette fin, nous étudicrons leffet de divers paramitres chimigues et physiques
susceplibles d'influcneer la phasphorylation in vitre des lipides de lenveloppe du chloroplaste
d'Epinard. De cette fagen, naus espérons micux caractériser les.activités tipide-kinasiques de
Ienveloppe du chloroplaste et permettre ainsi une comparaison avec d'autres activités lipide-

kinasiques cannues.

4.3. Résultats

Afin de déterminer le temps d'incubation pendant lequel lincarporation de *2P dans
les lipides de lenvcloppe du chioroplaste est croissante et linéaire, ninsi que Ic temps
d'incubation nécessaire A une incorparation maximum, nous avens phospherylé des membranes

d'enveloppes et récolté des fractions aliquates en fonction du temps.
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La figure 4.1 montre cn A le profil autoradiographique des lipides phospharylés de
I'enveloppe du chloraplaste que I'on obtient aprés un temps d'incubation de 10 minutes. Sur le
graphique de cetic méme figure en B an peul voir que lincorporation du **P dans les lipides de

I'enveloppe est plus ou moins lindaire pendant un temps d'incubation ne dépassant pas 3
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minutes, Un temps d'incubation plus €levé méne 2 un plateau d'incorporation maximum qui est
atteint pour la plupart des lipides déjd aprés 5 & 15 minutes d'incubation, Seule la quantité de
#p incorporé dans I'ecide lysophosphatidique augmentz aprés un temps dincubation dépassant
15 minutes. Pour un temps dincobation de $ minutes, prés de 90% du maximum
d'incorporation du p dans chaque lipide est atteint (sanf pour LPA). Pour ceite raison, nous
avons décidé de choisir une période d'incubation de 5 minutes pour la suite de nos cxpéricnces.
Le lecteur remarguera que nous avons également indiqué dans la figure 4.1 [z présence de deux
lipides phosphorylés mineurs non-identifiés (X ct Y) dont I scra question plus doin (voir
chapitre 5).

Alfin de déterminer [a coneentration minimafe de [Y-"PJATP requise dans fe milicu
d'incubation pour mesurer Vincorporation de **P dans les lipidcs des membranes de I'enveloppe
du chioroplaste, nous avons incubé ces dernitres en préscace de concentrations croissattes

d'ATP radioactif (N.B.: le milicu ne contient pas d'ATP non-radiocuctif).

[-*P]ATP (nM)

Fig. 4.2, Phospherylaiion des lipides de
I'enveloppe $u chioroplasic en préscnce de
guantités croissantes dATP radioactif. Dans des
conditions d'incubation sans ATF non-radicactif,
des membranes d'enveloppes sont phosphorytées
en présence de concenfrations croissantes de |-
YPIATP (8 nM, 33 o, [33 nM, 500 nM). Les
lipides sonl ensuite exlraits et séparés par CCM
comme indiqué dans e chapitre 2. Activiid
spéeifique de I'ATP: 3000 Cmmole.

La figure 4.2 montre ¢lairement qu'en absence d'ATP non-radioactif, les deux
lipides (X ct Y, mais préférenticlement X} apparaissent netiement plus marqués
{proportionnelicment aux autres lipides) qu'en présence d'ATP non-radioactif (comparcz la
figure 3.1. avec la figurc 4.2, représentant la condition 1 33 nM [y PJATP). Cette
particularité, propre 3 ces deux lipides (marqués radioactivement dans ces conditions bien

particuiiéres}, sera discntée plus foin duns ce chapitre. Des lors, nous ne pouvons pius
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uniquement parler de quatre lipides majeurs phosphorylés dans les enveloppes de chloroplaste

mais bien de six lipides phosphorylés majcurs et distincts.

—
=

E[—e—ra

2p incorporé
{fmol x mg1)
[ | &) b H th [~} -~ o =

Fig. 4.3. Analyse par comptage Cerenkoy de
lincorporation du P dans les lipides
1 10 100 1000 phospharylés de la membrane de I'enveloppe
M [+HPIATP du chloroplaste, en fonclion de la quantité

de [+-?PJATP ajoulée.

La figurc 4.3 indique que la phosphorylation de trois lipides (PA, LPA et PIP)
semble plus fortement stimulée que cclie des autres lipides (X, Y et LPIP) en présencc dc
quantités croissantes d'ATP radioactif. En effet, ces trois lipides préseutent une courbe
dincorporation du P e fonetion de la quantité dATP qui augmente plus rapidement que cclle
des autres lipides (X, Y et LPIP). Ainsi, Ic lipide X qui incorpore e P de fagon majeure 3 des
concentration de 8, 33 et 130 nM est relégué au second, voir au troisidme rang, par ic PA ct
LPA lorsque la concentration en ATP radioactif atteint 500 nM. En extrapolant la courbe
d'incorporation de P dans le PIP, on peut imaginer que le marquage de ce lipide dépassera
également l'incorperation de P par lc lipide X pour des concentrations plus élevées d'ATP
radioactif dans le milicu (voir figure 4.13). Ce résultat nous permet également dec déterminer
qu'une quantité de 10 pCiféchantillon (16.5 2 33 nM [y-P]ATP) est suffisante pour détecter
par comptage Cerenkov les six lipides phosphoryls de la membrane de lenvcloppe du
chloroplaste. Cette figure montre également que dans cette expéricoce, lc facteur limitant de

l'incorporation de *P dans les lipides de I'enveloppe est la quantité de [y-”P]ATP disponible.
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TEMPERATURE (°C)
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Fig.4.4. Phosphorylation des lipides
de Ia membrane de I'enveloppe du
chloropleste en  fonction de la
température. Les membranes
d'enveloppes sen! incubées dans des
conditions standard & différentes
tempfratares: 5, 15, 25, 35, 45,
55°C. La posilion de migration des
dilférents lipides phosphorylés cst
indiguée  sur la  gauche de
I'autoradiographie. Activitd spécifique
de TATP: 10 Cifmmole,

La figure 4.4 montre ['antoradiographic résultant de la séparation par CCM des
lipides de membranes d'enveloppes phosphorylées dans différentes conditions de température.
La phosphorylation des lipides est réalisée dans des conditions standard comme décrit dans le
chapitre 2, alors que les températ‘ﬁrcs d'incubation ont été choisies de fagon arbitraire (5, 15,
25, 35, 45 et 55°C). Ceite expéricnce nous indique que la phosphorylation des fipides de
l'enveloppe supporte unc vaste gamme de températures (15°C 2 45°C) dans laguelle le profd
autoradiographique de Ia séparation des lipides par CCM ne differe que peu. Une température
basse¢ (de 5°C) semble inhiber de manire générale les activités lipide-kinasigues. Une
température élevée (de 55°C) inhibe égalemnent la plupart des activités lipide-kinasiques de la
membrane de I'enveloppe du chloroplaste. Seule la formation de l'acide lysophosphatidique
n'est pas inhibée A une telle température. Par ailleurs, les activités lipide-kinasiques sont
complétement abolies lorsgu'on incube des mernbrancs d'enveloppes pendant 5 minutes 4 95°C
(résultats non-monirés). Pour la suite des expériences, une température d'incubation de 25°C a
é1é choisie. D'une part cette température est proche de la température optimale (35°C) pour la
phosphorylation des lipides de l'enveloppe: d'autre part elle correspond 4 une température
d'incubation généralement utilisée pour mesurer kes activités lipide-kinasiques dans les systdmes

végétaux.
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La figure 4.5 montre 'autoradiographie des lipides de l'enveloppe séparés par QCM
apres une phospharylation dans des conditions standards 2 difféeents pH (5, 6, 7, 8,9 et 11.5).

Fig. 4.5, Effet du pH sur ia
5 6 7 8 ? 1.5 formation des lipides
phosghorylés de I'enveloppe du
chloroplasie (PA, LPA, PIP,
LPIP, X ¢l Y) en préscnee de
0.01 mM [+ PJATP 10pCi
(activité spsifique de PATP: 10
Ci/mmole). Les  solutions
lamponndsy  suivantes  sonl
utilisées: MES 50 mM (pH 5 2
), Mops 30 mM (pH 7 a 9},
Tricine 50 mM (pH 9 b 11.5).
Autoradiographic de In
séparation des lipides
phasphoeylés de la membrane
de Fenveloppe du chloroplaste.
La valewr du pH du milieu
dincubation est indiquée en
haut de la figure. La position de
migration des différents lipides
phospherylés  est indiquée 2
gauche de I'nutoradiographic.

D'une manitre générale, la phosphorylation des lipides de l'enveloppe ost trés
sensible au pH du milicu d'incubation. On constate cependant que Je pH optimum différe d'une
catégoric de lipide A 'aotre (pH optimum poer PA et LPA > pH optimum pour PIP ¢t LPIP).
On obscrve également la présence, 3 pH 5, d'un nouveau lipide phosphorylé comigrant avee
l'acide pyrophosphatidique (PPA) juste co dessous du Rf du LPA (Tacide pyrophosphatidigue a
é1é obtenu en phosphorylant de l'acide phosphatidique cn présence de [-’PJATE et dun
extrait enzymatique purifi€ de PA-kinase de Ja membrane plasmique que nous a aimablement
procuré le Dr I.B. Wissing de linstitut de Enzymologie, Gesellschaft fiir Biotechnologische
Forschung, D-3300 Braunschweig, Federal Republic of Germany). Pour quantificr
lincorporation de P dans les six lipides phosphorylés de Yenveloppe du chloroplaste (PA,
LPA, X, Y, PIP ct LPIP) nous avons déterminé la quantité de radioactivité contenue dans
chacun d'eux par comptage Cerenkov. La figure 4.6 montre, 3 un pH donné, le pourcentage
d'incorporation de P (cpm %) dans les différents lipides par rapport A lincorporation de P
dans les lipides phosphorylés 3 pH 5. Le pH optimum pour PA et LPA se situe 2 environ pH 8.
On remarque que fa phosphorylation de ces deux lipides est trés sensible & la concenteation en

jons H* dans Je miliev. En effet, on observe une différence de incorporation de 2P dans PA ct
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LPA, entre les échantillons phosphorylés 4 pH 5 et i pH 8, de l'ordre de respectivement 4 & 20
fois supérieure. Le pH optirmum pour lincorporation de **P dans PIP et LPIP cst lui netiernent
plus acide; il se situe environ & pH 6. Des pH plus basiques semblent totalement inopportuns
pour lactivité des enzymes responsables de la phosphorylation de ces deux lipides. La
phosphorylation des lipides X et Y semble quant 3 ellc moins sensible au pH du milieu
d'incubation et supporte un plus vaste domaine de pH allant dc pH 6 & pH 9 pour une activité

maximum de phosphorylation.
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g ! g L] Fig. 4.6, Effet du pH sur la formation
« des lipides phosphoryiés de enveloppe
ol « du chloroplaste (PA, LPA, PIP, LPIP, X
el Y) en présence de [pFPJATR
o e (activité  spéeifique de  TATP: 10
tEe :" prom vEe :H Pl Cifmmole). Les solulions tamponnées
20 0 suivanles sont utilisées: MES 50 mM
X 20 Y {pHl 5 & 7), Mops 50 mM (pH 7 2 9),
=0 20 Tricine 50 mM (pH 9 a 11.5). Les
g £ vafeurs & des pH identigues pour deux
E \s0 £ tampons différents (pH superpasés) sont
. =0 trés semblables (< 10%), L4chelle de
» 100 Yordonnée représente les cpm relatifs 3
= = la conditon dincubation & pH §. La
a a valeur du cent pourcent correspond
4587 8NN die7aonnan respectivement i 1970 cpm, 510 cpm,
"“ pH 1440 cprn, 120 cpm, 156 epm, 30 cpm
pour PA, LPA, PIP, LPIP, X et Y.

La figure 4.7 montre quelle est la dépendance de la phosphorylation des lipides de
lenveloppe du chloroplaste vis-3-vis du ion Mg™. Des mcmbrancs d'enveloppes sont
phosphorylées soit en absence de Mg et en absence dEDTA-Na, soit en abscnce de Mg™ et
en présence dEDTA-Na; § mM et soit cn présence de Mg™ 10 mM et dEDTA-Nag 5 mM.
Drune fagon générale Vincorporation de P dans les lipides phosphorylés de lenveloppe est trés
dépendante de Ia présence de ions Mg™; seul le marquage du LPIP ne sembie pas dépendre de

la concentration en Mg™ dans le milien d'incubation. La préscnce d'un agent chélateur tel
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IEDTA-Na, inhibe 'incarporation de *P dans le PA et e LPA de plus de 90%, lc PIP de 90%,
le X dc 85% et le Y de 75%. L'ajout de 10 mM Mg® rétabli, voir augmente l'incorporation du
P dans ces lipides. L'angmentation maximale de fa phosphorytation de ces lipides se situe 2

unc concentration en Mg™ de 10 2 15 mM pour une concentration en EDTA-Na, de § mM.

A PA LPA B 1Yy LPIP
[ ] [ ] - MR T
L]
=™ o ‘s
E= I
w
g E‘ 0o M ~
L]
1] I
»
u . =2
Megl, - P MeCh - - .
EDTA . . . . + . EDTA . - + -
C v
et | TG Lroasshi
L]
=0
Aw
T om
g e
]
[}
My, - - . - - +
EDTA - + - - - +

Fig. 4.7, Dépendance vis-M-vis du Mg® de la phesphorylation des lipides de l'enveloppe du chloroplasic. Poue chaque
condition expérimentale (sbsence de MgCh et JEDTA, présence dc dEDTA 5 mM, préscnce dEDTA SmM et de MpCh
10 mM) Ia quantité de P incorporée dans chaque lipide est représentéc par unc autoradiographic (en dessus des
hislogrammes) el par un histogramme doat I'échelle de l'ordonnée représente ies cpm relalifs 2 la conditon absence JEDTA
et de MgClz. La valeur du tent povreent correspond respeclivement A 1520 cpm, (360 cpm, 280 cpm, 170 cpm, 310 cpm,
50 cpm pour PA, LPA, PIP, LPIP, X et Y. Activité spécifique de PATP: 10 Cifmmole.

La figure 4.8 est le pendant, pour Ie Ca®, de lexpérience réalisée pour ke Mg
représentée par la figure 4.7. Des enveloppes sont phosphorylées dans des conditions standard
sons Mg™ soit en absence dEGTA-Na; et de Ca™, soit en présence dEGTA-Na, 5 mM et
absence de Ca™ ou soit en présence dEGTA-Na; 5 mM et de Ca™* 10 mM. Nous remarquons
que d'une manitre générale lincorporation de P dans les lipides phosphoryiés de l'enveloppe
du chloraplaste est sensible A la présence de fons Ca®™; A nouveau, seut ke marquage du LPIP ne

semble pas dépendre de la concentratlion en Ca®* dans I milieu d'incubation. Cette dépendance
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des activités lipide-kinasiques de Yenveloppe vis-3-vis du calcium est cependant moins marquée
quclle ne Test pour le ion Mg™*, En effet, la présence d’EGTA-Na, inhibe lincorporation de P
dans respectivement PA, LPA, PIP, X el Y de seulement 23%, 43%, 50%, 66% et 64%.
L'ajout de 10 mM Co®* permet de rétablir liacorporation du P dans ces lpides.
L'augmentation maximurm de la phosphorylation de ecs lipides se situe 2 une concentration de
52 10 mM Ca** pour une conccntration en EGTA-Na; de 5 mM.
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Fig. 4.8. Dépendance vis-d-vis du Cn®* de la phosphorylslion des Tipides de l'enveloppe du chloroplaste. Pour chaque
condition cxpérimentale (nbsence de CaCly et dEGTA, présence de JEGTA 5 mM, préscnee dEGTA 5mM etde CaClz 10
mM) lo quantité de Hp incorporée dans choque lipide est représenife par une qutorndiographic {en dessus des
histogrammees) e1 pac un hisiagramme dont I'échelic de Fordonnée représente les epm relatifs & la conditon absence SEGTA
el de CaCly. La valeur du cent pourcen correspond respectivement A 2500 cpm, 1490 cprm, 350 cpm, 150 cpm, 210 cpm, 60
cppm pour PA, LPA, PIP, LPIP, X et Y. Activité spécifique de ATP: 10 Cifmmaole.

La figure 4.9 montre Tautoradiographic des lipides séparés par CCM aprés
phosphorylation de membranes d'enveloppes en préscnce ou en absence d'ATP 0.05 mM non-
radioactif. Nous remarquons qu'en absence d'ATP non-radieactif le profil autoradiographique

change trés nettement. En cffet, comme nous l'avions déja observé en comparant les figures
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4.1.A et 4.2, Iincorporation de P dans Jes lipides X et Y est clairement plus importante en

absence d'ATP non-radioactif; cela sembic également étre le cas pour le LPIP,

LPA

PIP
LPIP
PIPa

Fig. 4.9. Phosphorylation des lipides de I'enveloppe du chloroplaste ¢h présence o en absence A TP froid,
Autoradiographic de la CCM. +, ATP 0.05 mM (2 Ci/munole); -, ATP 0 mM (3000 Ci/mmeolc).

La figure 4,10 montre I'effet de différcntes concentrations ¢'ATP non-radioactif sur

lincorporation de **P dans les lipides phosphorylés de l'cnveloppe.

ATP (mM)

Fig. 4.10. Influcnce de I'ATP non-
radioactif sur la phosphorylation
des lipides de Tenveloppe du
chloroplaste. Les enveloppes sont
incubfes dans des condilions
standard en présence de 0, 0.001,
0.01, 0.1, 1, 10 mM ATP non-
radioactif. La réaclion commence
par lajont des membranes dans le
milicu d'incubation, La position de
migration des dilférents lipides
phosphorylés est indiquée sur la
pauche dec 1o fgure. Cetie
expéricnce a 6t réaliste trois fois.
L'avtoradiographic ci-contre  est
représentative des trois
expéricnces réalisées.
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Sur cette figure nous pouvons observer que les lipides X, Y et LPIP réagissent de
manitre stmilaire en ce qui concerne l'incorporation de **P, par rapport i Iz concentration cn
ATP non-radieactif dans le milicu. En effet Iincorporation de P dans ces trois lipides diminue
en présence d'ATP non-radioactif contrairement A ce qui se passe pour les autres lipides.
L'incotporation de P dans PA, LPA et PIP diminue seulement 3 partir de concentrations en
ATP non-radioactif supéricures 3 0.1 mM.

La figure 4.11 représente graphiquement les variations de Iincorporation de *p

dans les tipides marqués en fonction de la concentration en ATP non-radioactif dans Ie milieu

d'incubation.
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On remarque que pour unc concentration nulle en ATP non-radieactif, les lipides
Jes plus phosphory¥s se présentent, dans un ordre décroissant dincorporation du 2P, ainsk X
(5000 cpm), PA (900 epin), Y (550 cpm), LPA (400 cpm), puis PIP ot LPIP (~300 cpm),
(incorporation totalc = ~7500 cpm). Il apparalt clairement que dans ces conditions le lipide
phosphorylé majeur est le lipide X (67% du *’P incorporé dans les lipides phosphorylés

totaux). Par contre, pour une concentration en ATP non-radioactif de 0.1mb, le marquage des
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lipides se présente, dans un ordre décroissant d'ineorporation du P, de la fagon suivante: PA
et LPA (1600 epm), PIP (700 epm), X (145 cpm), Y (67 epm} ¢t LPIP (58 cpm),
(ineorporation totale = ~4170 epm). Dans ces conditions (0.1 mM ATP) lincorporation totale
de *P dans les lipides représente seulement les 55% de T'incorporation totale cn absenec d'ATP
non-radioactif. De plus, le lipide e plus marqué n'est plus le lipide X mais le PA et I¢ LPA qui
se partagent les 77% du P ineorporé dans les lipides phosphorylés totaux. Ces résultats, et
notamment ceux concernant le PA, LPA et PIP, sont surprenants. En effet, on peut coneevoir
que lapport ' ATP non-radioactif diminue l'incorporation de **P dans les lipides [eomme c'est
le cas pour X (3%), Y (12%) ¢t LPIP (19%)] par simple effet de dilution du substrat radioactif
(fy**P)ATP); par contre il est neitement moins aisé d'expliguer l'augmentation (par rapport &
la condition d'ineubation sans ATP non-radioactif) de I'ncorporation de P dans les lipides PA
(177%), LPA (400%) et PIP (233%) en présence d'ATP non-radicactif 0.1 mM. L'effet de
dilution de FATP non-radicactif sur lincorporation de P dans ces lipides (PA, LPA et PIP)
s'observe méme A des cencentrations plus élevée de ce nucléotide (1 et 10 mM).

La figure 4.12 lustre graphiguement linecrporation de phosphate total (P total
fmol/mg aprés 5 minutes dincubation, échelle logarithunique) dans chaeun des lipides
phosphorylés de l'enveloppe en fonction de la coneentration logarithmique d'ATP (échelle
toparithmique).

10000

P total incorporé
(fmol x mg?)
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Fig. 4.12. Influence de quantités
croissantes d'ATP non-radioactif dans

0.0t = le milieu d'incubation sur
IE-09 BT 000001 DOO1 01 10 T'ineorporation de phosphate totni (2P
mM ATP + P) dans les lipides phosphorylés de

I'cnveloppe du chloroplaste,
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Nons remarquons, d'une manidre généraie, que la quantité de P total incorporé
augmente en préscnee de concentrations croissantes d'ATP allant de ¢.001 3 10 mM; seule
l'incorporation de P dans le PIP n'augmente plus 3 des concentrations en ATP dépassant 1 mb.
Afin de déterminer dans lequel de ees lipides l'incorporation de P total est la plus forte en
présence de conecntrations eroissantes d’ATP, nous avons reporté dans la figure 4.13 Ie
pourcentage d'incorporation total de P (par rapport & U'échantillon ne contenant pas d'ATP non-

radioactif) en fonction de [a concentration FATP dans le milicu {(échelles logarithmiques).
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Fig. 4.13. Incorporation de phosphale total
(exprimé en pourcentage de lincorperation de

10 et - phosphate total de I'échantillon sans ATP non-
IE-09  E47 000004 001 01 10 radioactif) dans les lipides phosphorylés c¢n
miv ATP fonction de fa concentration en ATP non-

radioactif dans le milieu d'incubation,

Nous pouvans voir sur cette figure que la stimulation de lincorporation de P total
(*P + P) dans chaque lipide phosphorylé de lenveloppe est "linéaire" pour des concentrations
en ATP allant de 0.00]1 4 0.1 mM. Nous pouvons égalcment observer sur cette figure que,
comme nous l'avions déja suspeeté (voir figure 4.3), lincorporation de P total dans le PA, Ic
LPA et i]e PIP cst nettement plus stimulée par la présence d'ATP que ccllc des trois autres
lipides (X, Y et LPIP). En effet, lincorporation de P total dans les lipides PA, LPA et PIP par
rapport 4 X, Y et LPIP est nettement plus fortement stimulée (~ 100 fois plus) pour une
concentration en ATP non-radioactif de 0.1 mM. Cettc stimulation 100 fois supérieure serait
donc responsable de I'augmentation de lincorporation de P radicactif dans les lipides PA,
LPA et PIP malgré la diminution du rapport [‘y~32P]ATP!ATP (diminution de ['activité
spécifique]{voir figure 4.11).
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Afin de déterminer si les lipides phosphorylés de lenveloppe du chloroplaste
subissent un cycle de phosphorylation/déphosphorylation (chasse), nous avons procédé A une
expéricnce de "pulse and chase™, Des enveloppes sont phosphorylées en absence d'ATP non-
radicactif pendant 5 minutes (pulse) puis soumises A vne concentration en ATP noo-radioactif
dc 1 mM (chase). Nous avons choisi cette concentration de 1 m ATP car elle est suflisante
selon les résultats exposés dans la figure 4.11 pour diluer 'ATP radioactif présent dans le
milicu et diminuer lincorporation relative de P dans les lipides PA, LPA et PIP. La figure
4,14 illustre l'autoradiographic de la séparation par CCM des lipides phosphorylés de

Fenveloppe suite i Fexpéricnce de "pulsc/chase” effectuée.

pulse chase ATP 1 mM
lemps (1] sprds 1¢ ehane

IPIATR M ATP
{100 nM} LSS el okl
I hzemps (s} aprés [e chase N o HEW ™

b l'nin.+ i3 43 0

T cpm

Temps (s)

Fig. 4.14. Expérience de "pulstchase” sur les membrancs
denveloppe du chloroplaste dEpinard.  La
phospharylation des lipides de I'enveloppe est réalisée
stlon des conditions standard sans ATP non-radicactil

Fig. 4.15. Représcutation praphique de
Fexpéricoes de “pulse-chase” dont
Fauteradiographie est monirfe dans la figure
4.14, Lincorporation de ™P a &€ mesurée par

{Mops 50 mM, MgCl; 5SmM, cnvcloppes 0.6 mg, 60 pCi
(+"PIATP, activité spécifique de LATP: 3000
Cl/mmole.). Une froction atiquote est réeoltée oprds 5
minules dincubation, puis Yon njoule au Tesic des
membranes une concentration finale de 1 mM d'ATP non-
radioactif. Des fractions aliquotes sont réeoltées durant
les dernidres 270 secondes de I'expérience. Les lipides
des différentes fractions sont ensuite analysés de manidre
standard selon le chapitre 2.

comptage Cerenkov. La valeur du 10 %
correspotd & 350 cpm pour PA, 400 cpm pour
LPA, 25000 cpm pour X, 1900 cpm pour Y,
150 cpon pour PIP et 140 cpm powr LPTP,

La figure 4.15 reptésente graphiquement le pourcentage de radioactivieé
incorporte dans les six lipides phosphorylés de l'enveloppe en fonction du temps (s} aprés le

“chase", D'une manidre générale nous pouvons voir que lincorporation de P dans les lipides
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de I'enveloppe aprés I'ajout de I mIM ATP cst affcetée de trois fagons distinctes selon Jes lipides
considérés. Dans le premier cas de figure, le marquage radioactif au P pour des lipides
commme Je FA et le PIP est chassé trés faiblement aprés 'ajout d'ATP 1mM. Dans le deuxidme
cas de figure, le marquage radioactif est fortement chassé {29% i 53% du marquage initial)
aprés 45 secondes, puis semble se stabiliser (40% 4 80%) aprés 150 secondes; c'est le cas pour
X, LPA et LPIP. Dans le troisitme cas de figure, le marquage au PP mest pas chassé mais
augmente (140%) aprés 90 secondes; c'est le cas du lipide Y.

La figure 4.16 montre l'effet du CTP et du GTP 0.01 mM sur la phosphorylation
des lipides de I'enveloppe du chloroplaste en présence de [y-*P]ATE ct de 0.01 mM ATP.

PIP:

Fig. 4.16, Phosphorylation des lipides de la membrane de l'enveloppe du chloroplaste en présence de CTP ou de
GTP non-radioactif, A) Incubation standard (+ATP 0.01 mM non-radioacif). B) Incubation standard cn
présence de CTP 0.0] mM non-radioactif. C) Incubation standard en présence de GTP 0.01 mM non-radioactif.
Activité spéeifigue de I'ATP: 10 Cifmmole.

Duune fagon générale la eyiidine triphosphate et la guanosine triphosphate
diminuent lincorporation de **P dans PA et Ic fipide X. Le lipide Y, contrairement au lipide X,
est stimulé par la présence de CTP. La phosphérylation du LPA, de méme que celle du PIP, est
plus forte en présence de GTP qu'en présence de CTP. Ces observations nous montrent que la
phosphorylation des lipides de fenveloppe est sensible ¢t modulable suivant [a nature du
nucléotide triphosphaté présent dans le mitieu. 11 cst également intéressant de mentionner Yeffet
fortement stimulateur du GTP (par rapport 3 I'ATP qui inhibe lincorporation de *P dans le
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LPIP, voir figurc 9) sur lc marquage du LPIP. Ce lipide étant essentiellement localisé dans la
menibrane externe, nous avons voulu tester 'effet du GTP sur Ia phosphorylation des lipides de
cctte dernigre.

La figure 4.17 nous montre Fuutoradiographic, aprés CCM, des lipides de la
membranc exterae de Feaveloppe phosphorylés cn absenee ou on préscace de GTP 0.00tmM.
L'incorporation de 2P dans le LPIP {~300%) ct le PIP {~180%) cst stimuldc par fa préscace dc
GTP dans lc milien d'incubation, alors quc Je marquage des autres lipides phosphorylés ne l'est

pas.

-

Fig. 4.17. Phosphorylatien de membrants externes de 'en vcloppe du chioroplasic en présence de GTP 0.0] mM
non-radicactif. Des membrones cxternes denveloppes sont incubdes dans des conditions sans ATP non-
radioactif (clivité spécifique de IATP: 3000 Cifmmole) ¢n présence (+ GTP) ou en absence (- GTP) de GTP
0.01mM non-radioactif.

Nous avons également testé l'effet de quelques inhibitcurs spécifiques ¢t non-
spéeifiques des activités DAG-kinasique ¢t Pl-kinasique. Un inhibiteur non-spéeifique de ces
deux types d'activités est 'ADP (adénosine diphosphalc). It inhibe Tactivité Pl-kinasique dc la
membranc plasmique de Catharantius rosens (Hanenberg o al., 1995), mais ne semble pas
inhiber Pactivité Pl-kinasique soluble de Dancus careta (Okpodu et al, 1995). II inhibe
égalcrnent, comme la plupart des nucléosides diphosphates l'activité DAG-kinasique dec
Catharanthus rosens (Wissing ¢t Wagner, 1992). La figurc 4.18 tlustre leffet de
concentrations croissantes d'ADP (0, 0.001, 0.0], 0.05 mM) sur la phosphorylation des lipides
dc l'eaveloppe du chloroplaste en présence d'ATP non-radioactif 0.01 mM.
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LPA

Fig. 4.18. Phosphorylalion des lipides
de la membrane de l'ceveloppe cn
LPIP présence d'ADP. Des  membrancs
A d'enveloppes sonl ineubées dans des
conditions standard (+ ATP 0.01
By mM) en présence de coneenlrations
croissantes d'ADP (0.001, 0.01, 0.05
50 r mM). Lincorporation de *P dans Tes
lipides phosphoprylés est reporiée en
0 #‘ L ) ) cpm % du témoin sans ADP. Les
valeurs en cpm des 1émoins sonl de
o 000! oot M 1500 cpm pour PA, 300 ¢pm pour
LPA, 800 cpm pour PIP, 130 ¢cpm
mM ADP pour LPIP ¢t 170 ¢pm pour X, Activité
spéeifique de 'ATP: 10 Citmmale,

cpm (%)

Duune fagon pénérale 'ADP stimule Iincorporation de P dans les lipides de
lenveloppe, cxception faite du lipide X (inhibition de 20% aves 0.05 mM ADP). Pour une
concentration de 0.05 mM en ADP, l'incorporation de P dans les Lipides PA, LPA ¢t PIP cst
stimulée de respectivement 16%, 242% ct 77% par rapport & un témoin incubé sans ADP. Les
activités PI- et DAG-kinasiques de lenveloppe du chloraplaste semblent done éire stimulées
plutt quinhibdes par I'ADP. Nous avons également testé leffet de divers inhibitcurs
spéeifiques (drogues) des activités DAG- et PI-kinasiques animales. Les inhibitcurs des DAG-
kinases des mammiféres, Diacylglycero] kinase inhibitor I (R$9022) et Dincylplycerol kinase
inhibitor IT {D5794) se sout révélés incfficaces, dans nos conditions dincubation, cnvers
l'activité DAG-kinasique de Fenveloppe chioroplastique (résultats non-montrés). Par contre, un
inhibileur spécifique des activités PI-3-kinasiques, la wortmansin (Rheinkold et al, 1990,
Arcaro et Wyman, 1993), inhibe lincorporation de P dass lc PIP des membrancs de
I'enveloppe du chloroplaste (figure 4.19). La figure 4.19.A mentre quelle est Incorporation de
P dans lc PA et le PIP abtenue aprés phosphorylation de membrancs totales d'enveloppes en
présence de concenirations croissantes de wortmannin. Nous pouvons veir que lincorporation
de P dans ic PA n'est pas affectée par la wortmannin, contrairement au PTP dont le marquage

diminue de 43% cn préscnce de 0.5 uM de cetic drogue. La figure 4.19.B nous montre
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fincorporation de P dans le PA et le PIP obtenuc aprés phosphorylation de membranes

externes de l'enveloppe en présence de concentrations croissantes de wertmannin.

A LM wortmannin B KM wortmannin
0 05 1 2 0 05 1 2
PA e -  PA

% 100 108 105 106 %o 100 97 97 9%

PIP R et IR PIP RS 1
%o 100 57 44 29 % 100 24 11 15

Fig. 4.19, Phosphorylation de membrangs d'enveloppes en préscnee dun inhibiteur de phosphatidylinasitol-3-kinase,
wartmanmin, Des concenirations croissantes de warlmarnin {0, 0.5, 1, 2 uM) sonl ajousées nux membranes d'cnveloppes 5
min. avant I'ajout simultané d'ATP radivactif ¢t noo-radioactif, La figure représcnle leffet de cette drogue sur
lincorparation dc ®'P dans deus lipides (PA ct PP} de membrancs totales (A) ou externes (B) denveloppes dont la
phospharytation cst hiéc h une activité cnzymatique insensible (PA) ou sensible (PIF) A In wortmannin. Activité spéeifique
de 'ATP: 10 Cy¥mmole,

Nous observons une diminution de Ia phosphoryiation du PIP {en présence de 0.5 pM de cette
droguc) qui st nettement plus marquée (76%) par rapport A la’ diminution observée (figure
4.19.A) dans les enveloppes tolales (43%). De méme que nous l'avions obscrvé dans les
membrancs totales de l'enveloppe, lactivité DAG-kinasique nc semble pas inhibée par la
wortmannin. La différence d'intensité d'inhibition de la Pl-kinase de fractions de membrancs
totales ou externes cst probablement due 2 la propriété de cette drogue de se fixer anssi de
maniére non-spéeifique d d'autres protéines que les PI-3-kinases. Comme Ics rmembranecs
cxternes sont enrichics en activités PI-kinasiques (veir chapitre 3), il y aura dans celles-ci un
plus grand rapport PI-kinase/protéines totales. Ainsi I wortmannin se fixera aléatoirement plus
fréquement sur la PI-kinase d'une fraction de membranes externes de 'enveloppe que sur la PI-
kinasc contenue dans la membrane de l'eaveloppe totale, do fait qu'ill y a dans eclie-ei unc plus
grande quantité d'autres protéines (communication personnelle du Dr, M.P. Wyman). On peut
* done s'attendre A ce que l'activité de la Pl-kinase de l'enveloppe purifiée soit inhibée de fagon
encore plns marquée par des concentrations identiques ou voire méme plus faibles de
wortmannin. La wortmannin, qui semble inhiber spécifiquement lactivité Pi-kinasique de la

membranc de l'enveloppe s'avére élre, par rapport & cctte propriété, un outil intéressant pour
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déicrminer un éventuel rdle A la présence d'une telle aetivité lipide-kinasique dans ienveloppe
du ehloroplaste.

La membrane de I'enveloppe du chloroplaste posséde au moins deux aetivités
protéine-kinasiques  distinctes (Siegenthaler et Bovet, 1993), lune responsable de la
phosphorylation de pools distinets du LHCII et de ]a petite sous-unité de la RubisCO (Bovet et
al., 1995) et {'autre responsable de la phasphorylation d'une protéine de 67 kDa qui semble étre
liée A vne activité de phosphoglucomutase (Salvucei et al, 1990). Nous avons voulu
déterminer 3 Taide de la wortmannin, si T'aetivité Pl-kinasique de Tenveloppe, via son produit
(PIP), pouvait moduler ks activités protéine-kinasiques de l'enveloppe du chloroplaste. La
figure 4,20 montre l'autoradiographic des protéines de l'enveloppe du ehloraplaste d'Epinard,
aprés séparation de celles-et par SDS-PAGE, phosphorylées ea absence ou en présenee d'ATP

non-radioactif 0.01 mM et en abseace ou et présenee de wortmannin 0.2 mM,

ATP 0.01 mM
wortmannin 0.2 mM

Fig. 4,20, Effct de la wortmannin (0.2 mM) sur les activités proréine-kinasiques des membeancs de tenveloppe du
chioroplaste. La fléche indique 1a scule protéine dont la phosphorylation semble stimulée par la wortmannin par opposilion
A toules les autres phosphoprotéines, Activitd spécifique de 'ATP: 10 Ci/mmole.

Cette figure nous montre guen absence d'ATP non-radioactif, la wortmannin
inhibe la phosphorylation de la plupart des protéines phosphorylées & l'exeeption de eelle de la
protéine de 67 kDa (fRche). En présence d’ATP non-radioaetif, linhibition des activités

protéine-kinasiques de Penveloppe du ehloroplaste par la wortmannin semble encore plus

marquée (voir tablcau 4.1). Nous avons reporté dans le tableau 4.1 ke pourcentage d'inhibition



ou d'activation de I'incorporation de P (caleulé en pourceat cpm dir témein sans wortmannin)

pour quatre phosphoprotfines ayant des poids moléeulaires de 14, 26, 51 et 67 kDa.

-ATP +ATP
% (- wt.)
-wi, +wit. -wt. +wt.
67 kDa 100 129 100 36
51kDa 100 90 100 28
26 kDa 100 78 100 43
14 kDa 100 66 100 46

Fig. 4.21. Quantification de linhibition due i la wortmannin dec la phosphorylation de quatres protéines
différentes de la membrane de 'enveloppe. Ecart type < 10 %.

Nous remarguens que 1@ wortmannin inhibe d'une manitre non-négligeable Ia phosphorylation
des protéines de 14, 26 ct 51 kDa. Cette inhibition est environ deux fois plus marquée en
présence d'ATP [roid. La plosphorylation dc la protéine de 67 kDa cst, contraircment 4 la
plupart des autres protéines phosphorylées, stimulée par la présence de worlmannin cn absence
d'ATF non-radivactif. Cette différence de sensibilité, de la part de fa protéine dc 67 kDa (par
rapport aux autres phosphoprotéines) envers la wortmannin, refléte probablement e
méeanisme de phosphorylation différent (autophosphorylation} de cette protéine par rapport
eclui (protéinc-kinase) impliqué dans la phosphorylation des protéines de 14, 26 et 51 kDa.

Cette conclusion est en accord avec celle énoncée par Sicgenthaler et Bovet (1993),

4.4, Discussion

Les résultats obtenus dans cc chapitre nons ont permis de mettre en évidence
plusicurs activités Lipide-kinasiques différentes dans les membrancs de I'enveloppe du
chloroplastc de I'Epinard.

Mis & part les quatre lipides majeurs de Ienveloppe (PA, LPA, PIP et LFIP) qui
incorporent du P A partir de [y-P]ATF dont Iidentité ainsi que la localisation constituent fa
majeure partie du chapitre 3, denx autres lipides (X et Y) qui incorporent également du
phosphate radioaetifl ont €té mis en évidence dans ce chapitre. Ainsi, ec ne sont plus quatre

mais bien six lipides incorporant dn P que lon peut obscrver dans los membranes
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denveloppes du chloroplaste. Liincorporation de *P dans ces différents lipides varie selon la
composition du milicu dincubation {Mg®, Ca™, pH, ATP, GTP, CTP, ADP ¢! température).
Dans ce chapitre, nous avons pu meltre cn évidence différentes coractéristiques des activités
lipide-kinasiques responsables de la phosphorylation de ces six lipides.

Premirement, nous avons déterminé qu'un temps dincubation de 5 minutes est
suffisant pour permetire 3 la plupart des lipides phosphorylés datteindre le maximum
dincorporation de 2P 2 partir de [y-"PJATP dans nos conditions d'incubation (voir figure 4.1).
Ce maxiroum refléte probablement un équilibre entre Ja production (phosphorylation) et la
dégradation (déphosphorylation, hydrolyse ete.} de ces lipides. Sewl lincorporation de *P daas
le LPA semble encore augmenter aprés un temps d'ineubation supérieure 3 20 minutes. Cette
observation nous suggére que le LPA pourrait étre issur {i) du PA via une phaspholipase A,
endogéne, unc fois Sous cette forme (LPA) co lipide scrait alors moins sujet i unc éventuclle
dégradation {déphosphorylation); (it} du lyso-diaeylglycérol via une lipase hydrolysant lc DAG
et une lysodiacyiglyeérol kinasc phosphorylant le LDAG en LPA.

Deuxitmement, nous avons délerminé la quantité minimale de [y-°PJATP
nécessaire afin de détecter aisément les différents lipides phosphiorylés (voir figure 4.2). 11 s'est
avéré que Lincorporation de *P dans les lipides en fonction de la congentration de [Y7-PJATP
est plus fortement stimulée pour eertains lipides (PA, LPA et PIP) que pour d'autres (X, Y et
LPIP) (voir figure 4.3). Cette différenee de sensibilité vis-d-vis de la concentration en [y-
FPIATP peut étre expliquée comme étant, soit le reflet d'une stimulation de I'activité des
lipides kinases responsables de la formation du PA (DAG-kinase) et du PIP (PI-kinase) par le
(+-P)ATP lui-méme, ou, soit lintervention d'un intermédiaire (enzyme ou cofacteur) sensible
2 YATP capable dc moduler Tactivité de ces deux lipides kinases en fonction de la
concentration ' ATP disponibie.

Troisitimement (voir figure 4.4), les activités lipide-kinasiques de la membrane de
lenveloppe scmblent étre inhibfes 3 des tcnipératures d'incubation basses (5°C). Cette
inhibition générale de lincorporation de 2p dans les lipides est due, d'une part i la diminution
de Pagitalion moléeulaire et, d'autre part, 3 la diminution de la fluidité membranaire qui
réduisent {ou ralentissent) Iaccds des enzymes aux substrats. L'activité de lenzyme responsable
de Yincorporation de P dans les lipides X et Y est plus forlement inhibée par des températures
élevées (35°C & 55°C) que nec le sont les activiiés des aulres cnzymes responsables du

marquage de PA, LPA, PIP et LPIP. Ce résultat nous indique que la lipide kinase responsable
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de lincorporation de P dans les lipides X et Y est déjd en partic dénaturée 3 des températures
dépassant les 35°C, alors que les autres lipides kinases ne le sont pas. La stimulation dc
lincorporation de **P dans le LPA A une température de 55°C (alors que les autres activités
semblent étre dénaturées) peut &tre le reflet soit dune stimulation de la phospholipase Az
hydrolysant le PA en LPA, soit dune stimulation d'une activité lysodincylglyeérol kinase, qui
pourrait également étre responsable de Iincorporation de P dans le LPA en utilisant lc produit
dune hydrolyse du DAG e LDAG par une lipase également susecptible détre stimulée par des
températures €levées.

Quatritmement, les pH optimums (voir figure 4.6) différents pour ies couples de
lipides PA/LPA, PIF/LPIP ¢t X/Y nous indiguent que, probablement, au moins trois activités
lipide-kinasiques différentes sout lifes aux membrancs de Ienveloppe du chloroplaste; unc
responsable de la présence de PA et LPA (avee un pH optimum de 8}, unc autre pour la
présence de PIP et LPIP (pH 6) ef unc troisiéme pour la présence de X et Y (pH 6 4 9).
Comune le pH physiologique du stroma nc varie quentre 7 ¢t 8 en fonction du degré
d'illumination du cldoroplaste (Heldt et al,, 1973), I'nctivation des lipides kinases de I'enveloppe
(si elles ont un réle physiologique au scin du chloroplaste) ne devrait €tre optimale qu'd ces
pH-1a. Ceci se révele tire le cas pour les kinases responsables de Yincorporation de P dans le
PA, LPA et également X et Y, qui possédent un pH optimum trés proche du pH physiologique
du stroma. Par contre, on peut imaginer que le pH optimum pour Ic marquage du PIP et du
LPIP, méme sil ne correspoud pas au pH physiologique du stroma, pourrait refléter fa
présence de imicro-domaines de pH (dus 3 la présence d'H'-ATPases) au niveau de la
membrane de I'envcloppe ol le gH serait plus acide que celui mesuré dans le stroma. Aingi la
présence au nivean de Ja membrane externe de micro-domaines de pH acide (par exemple dans
l'espace intermembranairc, ou sur la face cytoselique de lJa membrane externe) pouvant activer
des enzyines }csponsablcs de la formation de phospholipides précurseurs de messagers
secondaires eonférerait un rdle physiologique A lactivation de I'ncorporation de P dans PIP
ct LPIP & pH 6. L'implication dcs phosphotipides de Ia familic des inositols dans T'activation
d'H*-ATPase a été misc cn évidence notamment dans la membrane plasmique par Memon et al.
(1989 ct 1990). Le transport électrogénique de jons H* & travers la membrane plasmique
permet I transport de nutriments dans la ecllule de la plante. Ainsi, la H™-ATPasc de la
membrane plasmique, activée via des messagers secondaires d'origine lipidique, joue un réle
fondamental en régulant le développement et 1a croissance de la plante. Atwsi, on peut imaginer

que Ia présence simultanée d' ATPases (Nguyen ct al., 1987; McCarty et al., 1984, Huang ct al,
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1993) et de Pl-kinascs (Siegenthaler et al., 1997) dans la membrane de lenveloppe pourrait
jouer un rdle similaire dans [a régulation du transport de métabolites 2 travers cette derniére.

Cinquigmement, les activités lipide-kinasiques de I'enveloppe du chlaroplaste sont
d'une fagon générale dépendantes du Mg™ et du Ca™ (voir figure 4.7 ot 4.8). La dépendance
de ces activités vis-3-vis du magnésium est beancoup plus prononcée que celle vis-A-vis du
calcium, En effet, la suppression du Mg®* dans Je milieu dincubation provoque unc inhibition
des activités lipide-kinasiques de plus de 70%; ators que I'absence de Ca® inhibe ces mémes
activités de 40 3 50% en moyennc. Il est connu (Buchanan, 1980) que fillumination des
chloroplastes induit un flux de protons 4 travers la membranc thylacoidale ainsi qu'une
angmentation de la concentration de Mg™ dans Je stroma de Yordre de 1 mM (Krause, 1977) 2
15 mM (Barber, 1976). On peut done suspecter que Iactivation des lipides kinases de
Tenvcloppe par le Mg™ rend ces dernidres indirectement dépendantes de la lumigre. Ce résultat
suggdre également que le substrat des lipides kinases de l'enveloppe est le MgATP plutt que
I'ATP. La forte stimulation {250%) de I'activité PI-kinasique de la membrane de 'enveloppe en
présence de 10 mM Ca® est pent-Gtre révélatrice d'unc synergic de Iimplication du calcium ct
dces dérivés de phosphoinositides dans un méeanisme de transmission de signaux.

Sixitmement, nous avons vu qu'il faut une concentration de 0.1 & | UM ATP pour
commencer & stimuler les activités PI- et DAG-kinasiques clles-mémes (figure 4.3). Cette
stimulation des activités lipide-kinasiques de la membrane de Yenveloppe par 'ATP (figures 4.2
ct 4.3) nous indique I'inportance du degré €nergétique du chloroplaste dans la régulation de
ees activités lipide-kinasiques (FATP requis étant foumi en grande partie par les thylacoides,
voir chapitre 6).

Septiemement, Feffet stimolatcur de TATP non-radioactif {figures 4.9 4 4.13) sur
lincorporation du phosphate total montre une rclation lin€alre, pour des concentrations en
ATP allant de 0.001 2 1 mM, entrg le logarithme de la concentration d'ATP ct le phosphate
incorporé dans les lipides (figure 4.12). Cette stimulation est plus prononcée pour lcs lipides
PA, LPA ct PIP. Cetie stimulation peut s'expliquer soit par une activation direcle de la lipide
kinase par 'ATP (modification conformationncllc de Ienzyme en présence de concentrations
€levées CATP), soit par un enzyme intermédiaire nécessitant de grandes quantités 4'ATP pour
activer ensnite la lipide kinase. Dans le premicr cas, les kinases responsables de la
phosphorylation de PA, LPA ct PIP seraicnt caractéris€es par des Kms pour T'ATP
relativement €levés ¢t fonctionneraient au maximum de leur activité que lorsque 'ATP serait en

quantité suffisante dans le milicu. Daas le second cas, Tactivité des lipides kinases serait
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contrblée par un autre enzyme capable d'activer les enzymes responsables de la production de
PA, LPA ct PIP uniquement cn présence de grandes quantités dATP. 11 apparait ainsi que le
processus dépendant de IATP, qui conduit  Ia stimulation de Fincorporation de **P dans ces
lipides, pourrait étre couplé d un méeanisme enzymatique différent de celui qui impligue le site
catalytique de la lipide Xinase clle-rméme, la premidre hypothtse sembic confirmée par le
résultal de la figore 4.18, qui indique un cffet stimulatcur de TADP sur lincorporation de
phasphate dans les lipides PA, LPA, PIP et LPIP. Ce résultat tend & montrer que c'est
probablement la basc nucléotidique qui stimule les lipides kinases impliquées dans le marquage
de ces lipides.

Huitidmement, le PA ot Ic PIP ne sont pas sujets & unc forte activité de
phosphorylation/déphosphorylation (chassc), contrairement aux lipides X, LPA ot LPIP qui
scmblent étre sujets 3 des cycles de phosphorylation ¢t de déphosphorylation. Quant au lipide
Y, laugmentation de son marguage aprés ajoul d'ATP peut &re expliqué que s'il est le produit
de la transformation d'un autre lipide marqué suite A I'ajout 'ATP. En cffet, d'apris e résultat
présenté dans la figure 4.15, on peut facidement imaginer que le lipide Y serait un dérivé du
lipide X suite 2 unc phosphorylation ou & unc hydrolysc d'un acide gras (lipasc A spéeifique
pour X) de cc dernier. La position de migration du lipide Y par rappont au lipide X (figure
4.14) ainsi que les cffets quasi similaires de divers facteurs chimiques et physiques (T°C, pH,
Mg®, Ca®, ATP non-radioactif) sur Iz phosphorylation de ces deux lipides semblent montrer
que le métabolisme de ces deux lipides est éiroitement lié. Nous remarquons €galement
qu'aprés 45 sccondes de chasse, lincorporation de P dans tous les lipides phosphorylés
augmente. Ce phénomene a €t€ obscrvé dans toutes les expériences de “pulsc and chase”
effectuces en présence ' ATP radioactif. 1L est difficilement explicable, et impliquerait soit une

biosynthise de [y-*P]ATP, soit une libération d'un poot de [y-*

PJATP fixé par des protéines
(heat shock protéine, NDPK), ou alors une suractivation des activités lipide-kinasiques 43
secondes aprés l'ajout d'ATP froid (chasse). Ce phénomeéne semble étre particulier an
métabolisme du chloroplaste ct a déja £té observé cn relation avec la phosphorylation des
protéines (Bovet, L., 1993).

Neuviémement, tinhibition des activités protéine-kinasiques de Tenvcloppe en
présence d'un inhibitcur de PI-3-kinase, nous indique que des lipides tel ¢ PIP ot les
phospholipides jouent probablement un e dons le contrdle des activités protéine-kinasiques
de [a membrane de l'enveloppe o, par conséquent, un réle modulatcur dans le contrble de

potentiels méeanismes de transmission de signaux au travers du chloroplaste ou d'enzymes
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impliqués dans des activités métaboliques (ATPases). Cette hypothése est corroborée par
différents travaux qui relaent que des phosphoinositides ct des phospholipides sont impliqués
dans la stimulation d'activités protéine-kinasiques et ATPasiques dans des systémes végélaux
{Karibe ct al., 1995; Martiny-Baron et Scherer, 1989; Schifer et al., 1985, Mcmon et al,, 1989,
Menwon et Boss, 1990). Bien quaucun travad ne relate un effet inhibiteur direct de la
wortmannin sur les protéines kinases, nous ne pouvons pas exclure cetie dernitre hypothése
comme explication de linhibition des activités protéine-Kinasiques de Ienveloppe en présenee
de deitc drogue, La wortmannin étant un inhibiteur des PI-3-kinascs, Vinhibition de
l'incorporation de P dans le PIP des membrancs de lenveloppe, due A cette drogue, suggire
fortcment la présence d'une activité de type PI-3-kinasique dans ces membranes,

Dixidmement, la présence des nucléotides triphosphatés ATP, CTP et GTP {voir
figure 4.16) dans le milien dincubstion stimulefinhibe, chacun, de manidre différente les
activités lipide-kinasiques de la membrane de I'enveloppe. Ce résultat nous indique que
Péquilibre des nuclotides triphosphatés auw sein du chloroplaste cst important. En effet, la
conceniration relative en auckotides pourrait &tre un moyen de réguler les activités lipide-
kinasiques de Tenveloppe du chloroplaste et d'orienter le métabolisme du chloroplaste vers
certaines voies métaboliques. Dans cet ordre d'idée, un enzyme tel la nucifeside diphosphate
kinase, présent dans les chloroplastes (Bovet et al, 1997), pourrait sc révéler trés importaut
dans [a régulation du métabolisme de cette organclle. Leffet stimulateur du GTP sur le
marquage du LPIP et du PIP (figurc 4.17) nous laisse envisager que des protéines de type G
{GTP-binding protein) scraient impliquées dans lactivation de la lipide kinase responsable de la
présence de ces lipides. Le lecteur se souviendra que cette activité lipide-Kinasique est
principalement localisée dans la membrane externc de lenveloppe (chapitre 3). Ainsi, unc
cascade de signaux (G-prot€inc — lipide kinase — protéine kinase —+ méiabolisme 7) qui
permet de transmettre des informations du cytosol au chloroplaste via la membranc de
I'eriveloppe est dés lors envisageable.

Nous pouvons conclure ce chapitre-en postutant quun tel degré de régulation des
activités lipide-kinasiques de lo membrane de lenveloppe (contr8lées par de nombreux
paramisres: T°C, Mg®, Ca™, pH, nucléotides bis ct triphosphatds) est, sans aucun doute, vital

aux fonetions du chloroplaste.
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CHAPITRE 5

X et Y, deux lipides phosphorylés d'identité inconnue de la membrane de
I'enveloppe: Loealisation, identifieation du substrat et dépendance vis-a-vis
de 1a NDPKII de Pactivité enzymatique catalysant 1'ineorporation de 3P
partir de [v-**PJATP dans ces deux lipides

5.1. Introduction

Une des informations majeures révélée dans le chapitre 4 est la présence de deux
lipides phosphorylés supplémentaires, d'identité inconnue, dans la membrane de I'enveloppe du
chloroplaste. Ces deux lipides X et Y portent le total des lipides phosphorylés de lenveloppe,
suite & une incubalion frt vitro en présence de [+-7PJATP, i six (PA, LPA, PIP, LPIP, X et Y).
L'incorporation de phosphate, en présence de faibles concentrations d'ATP (33 nMj, dans les
lipides X et Y, rcpréscntc les 74% du phosphate total accumulé dans les six lipides
phosphorylés de la membranc de l'enveloppe. Par contre, en préseace de concentrations plus
¢lcvées d'ATP (p.cx. 0.1 mM), lincorporation de phosphate dans X ¢t Y nc représenic plus
que les 5% dc lincorporation totalc de phosphate dans les six lipides phosphorylés de la

membrane de l'enveloppe (voir figure 5.1).

"
¥
k

I

Fig. 5.1. Incorporation de phosphate dans les
lipides de l'enveloppe en fonction de fa
concentration en ATP dans lc miliew,
L'incorporation dc phosphate dans un lipide
donné est exprimée cn pourcent du phosphale
total incorporé dans les lipides phosphoryl&s.
1E? = 1x107, etc.

tous es lipides phosphorylés

Phosphate incorperé dans
chaque lipide en % du
phosphate incorporé dans
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Celtc diminution relative de lincorporation de phosphate dans ces deux lipides, en
fonction de concentrations croissantes en ATP dans le milien d'incubation, suggére un
mécanisme de phosphorylation différent de cclui impliqué dans la phosphorylation des autres
lipides. En effes, lincorporation de phosphate dans ceux-ci (PA, LPA et PIP) augmente cn
présence de concentrations plus €levée d'ATP alors que celle des lipides X et Y diminue.

La présence d'activités lipide-kinasiques (Siegenthaler et al., 1997; voir chapitre 3
et 4) et protéine-kinasiques dans les membranes de l'enaveloppe du chloroplaste (Bovet, 1993)
suggdre que des systdmes de transmission de signaux, qui sont présents dans les cellules
animales et végétales (voir chapitre 1}, opdrent €galement dans le chloroplaste. Par contre, la
présence de lipides phosphorylés différents de ceux habituellement impliqués dans les sysimes
de transmission de signaux des végétaux comme le PA, LPA, PIP, PIP;, PPA ct PAP
(analoguc du PAF des animaux) révéle pout-£tre 1 présence d'un mécanisme de transmission
de signaux, impliquant les lipides X et Y, différent des autres et pasticulier aux chloroplastes.

Laffinité pour un nucléoside triphosphate donné ne semble pas éire la méme pour
toutes les activités lipide-kinasiques de la membrane de l'enveloppe (voir chapitre 4). Ainst,
Péquilibre des nucléosides iriphosphates au sein du chloroplaste semble &étre un moyen
important pour réguler les activités lipide-kinasiques de lenveloppe. Il existe ua cnzyme
capable de varier la proportion des "pools” de nucléosides triphosphates. I s'agit de Ja
nucléoside diphosphate kinase (NDPK). C'est un cnzyme ubiquitaire rccensé chez les
procaryotes (Almaula et al,, 1995) et ks eucaryotes (Jong et Ma, 1991, Gilles et al,, 1991). U
catalyse, par un méeanisme de type ping-pong, lc transfert du phosphate-y dun nucléoside

triphosphate sur un nucléoside diphospliate, comme indiqué ci-dessous:

{ ATP + NDPKII + XDP <> ADP + NDPKIIP+ XDP <= ADP + NDPKII + XTP[

Le role majeur de la NDPK est de maintenir & un certain niveau physiologique la
quantité de nucléosides triphosphates autres que TATP (Parks et Argawal, 1973; Gilles et al.,
1991). L'enzyme montre normalement peu de spéeificité vis-3-vis des bases des nucléotides et
transfére le phosphate via un intermédiaire trds labile, Ja phosphohistidine (Moréra et al.,
1994). La présence de cet enzyme dans une fraction soluble (stroma?%) de chloroplasic
d’Epinard a €t¢ établie par Bovet et Siegenthaler (1997); il s'agit de l'isoforme 11 de In NDPK
de I'Epinard qui a été cloné dans E.coli par Eggman (1997). In organelio, cetic NDPKIL
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chloroplastique montre unc plus grande spéeificité pour [UDP et le CDI* que pour le GDP et
YADP. Eb effet, lorsqu'on incube des chloroplastes en présence de ['r-”P]ATP et d'un mélange
de nucléosides diphosphates, les principaux nucléotides marqués en fonction du temps sont
IUTP et le CTP (Bovet et al, 1998). De plus, la déphosphorylation (in erganello) de la
NDPKII en fonction du temps est corrélée ave le marquage radioactif du CDP en [y-PICTP
au dépens de la disparition du ["{-32P]ATP présent dans i milieu. Ce mécanisme de transfert
préférentie] cst dépendant de la structure intacte du chloroplaste (communication du Dr. L.
Bovet, Laboratoirc de Physiologie Végétale de Neuchitel). Le chloropiaste posséde donc un
enzyme capable de maintenir un équilibre adéquat entre ke pool d'ATP formé par
photophosphorylation et le pool des autres nuclépsides triphosphates. Par ce biais-1, e
chloroplaste scrait capable de distribusr de maniére oricntée Iénergic disponible vers des voies
de biosynthéses (par exemple 1a biosynthése des galactolipides en produisant de 'UTP) etfou

des activités lipide-kinasiques et protéine-kinasiques de 'enveloppe.

5.2. But du chapitre

Les ¢tudes menées dans ce chapitre serviront essentiellement 4 déterminer:
i) Dans quelle membrane {(externe ou intcrne) de Ienveloppe se situe Iactivité lipide-kinasique
responsable de incorporation de phosphate dans les lipides X et Y,
i) Quelle est lidentité des lipides X et Y, et quel est e nucléotide préférentie! impliqué dans
leur phosphorylation.
iif) Si l'activité lipide-kinasique est eatalysée dircctement par la NDPKII du chioroplaste.

iv) Quel est le rdle de cette activité lipide-kinasique.

5.3, Résultats

Afin de déterminer la localisation des lipides X et Y dans les membranes de
lenveloppe, nous avons phosphorylé des membranes externes et internes de enveloppe dans
un milieu d'incubation standard dépourva CATP non-radioaetif. Les lipides phosphorylés sont

extraits puis séparés par CCM comme indiqué dans le chapitre 2. La figure 5.2 montre



l'autoradiographic de la séparation par CCM des lipides phosphorylés de membranes externes
et internes de lenveloppe incubées cn absenee d'ATP non-radioactif, D'unc manigre générale
nous pouvons voir que les lipides PA et LPA sont, dans nos conditions cxpérimentales,
principalement localisés dans Ja membrane interne (voir aussi la figure 3.4), Contrairement aux
résultats obtenus dans le chapitre 3 (figure 3.4), le PIP est principalement localisé dans la
membrane interne alors que le LPIP, reste quant 4 lui, plus marqué dans la membranc externe.
De plus, nous pouvons clairement distinguer la présence d'un autre lipide situé entre le Rf de
PIP et celui de PIP,. Curicusement, nous pouvans observer deux lipides marqués distinets gui
migrent au niveau du Rf correspondant A P1P,. Ces deux bandes sont peut-8tre le reflet de la
préscnce simultande de LPIP et PIP;. Ce résultat suggtre la préscnce de PIP: dans les
membranes cxtemes de lenveloppe; celui-ci serait principalement détectable dans des
conditions particulidres d'incubation (mcmbra?cs externes phosphorylées en absence d'ATP
froid). Le lipide X nc semble pas €irc spéeifiquernent localisé dans 'unc ou lawtre des
membrancs de Tenveloppe; par contre ke lipide Y, bicn que présent dans les deux membranes,

est environ six fois plus abondant (comptage Cerenkov) dans la membrane cxteme.

Fig. 5.2. Séparation des liptdes de membrances
exlernes (Mx) o interncs {Mi) d'enveloppes
phosphorylées dans des conditions standards
sans ATP non-radicactif. Les fieches indiguent
deux lipides phosphorylés <Iidenlité inconnue,
dont la présence ost pour la premidre fois
observée dans ce Iravail. Aclivité spéeifique de
I'ATP: 3000 Cifmmole.

La figure 5.3 représente les autoradiographics des lipides phosphorylés de
membrancs d'enveloppes ou de membranes plasmiques incubées en absence d'ATP non-
radioactif, en présence d'ATP 0.01 mM ou en présence de CTP 0.01 mM. Celte figure montre
que les lipides X et Y sont peu (Y), voire pas (X) présents dans les membranes plasmiques.

L'incarporation de P dans lcs lipides X et surtout Y de Ienveloppe est fortement stimulée
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(respectivement 1,3 fois et 37 fois) par la présence de CTP dans le milieu d'ineubation, par
rapport 2u milicu nc contenant ni CTP ni ATP. Celte observation n'est pas valable pour les
membrancs plasmiques. L'activité l}pidc-kinasiq.uc responsable de a préscnce des lipides X et

Y semble donc étre apanage des membrancs de l'enveloppe du chloroplaste.

Enveloppes M. plasmiques

Fig. 5.3. Séparation des lipides phosphorylés dc membrancs d'enveloppes (Enveloppes) et de membrancs
plasmiques (M. plasmiques) incubées en absence d'ATP non-radicactif (activité spéeifique de FATP: 3000
Citmmole), en présence d'ATP 0.01 mM, +ATP (acivité spécifique de IATP: 10 Cifminole) ou cn présence de CTP
0.01 mM, +CTP (activité spécifique de FPATP: 3000 Cifmmole).

L'effet stimulateur du CTP sur le marquage des lipides X et Y suggére que I
substrat nucléotidique de lenzyine responsable de la phosphorylation de X et Y cst
probablement le CTP. Nous avons memionné dans Fintroduction de ce chapitre que ke
chloroplaste posséde un enzyme capable de reeycler 'ATP en CTP, UTP, GTP ou XTP. Cet
enzyme, la NDPKII se tronve dans une fraction soluble du chloroplaste, probablement dans le
stroma. Nous avons donc déterminé si unc ou plusienres proléines du stroma pouvaicnt
stimuler lincorporation de phosphate radicactif dans les lipides X et Y. Dans cette optique, des
membrancs d'enveloppes ont été phosphorylées cn préscnce d'une fraction de stroma dialysé.

La figure 5.4 représente une antoradiegraphie de la CCM de lipides de membranes
d'enveloppes phosphorylées cn abscnee ou en présence de stroma dialysé. Nous temarquons
Ieffet stimulatcur de la fraction stromatique sur Uincorporation de P principalenient dans les
lipides X et Y. Cette expéricnce a €té réalisée trois fois avec trois préparations d'enveloppes
différentes. Bicn que Famplitnde de Ieffet stimnlateur du stroma sur lincorporation de P dans
ces deux lipides (X et Y) soit variable, les résultats obtenus lors dc ees trois expériences

montrent clairement une augmentation du marquage de X et Y en présence de stroma.
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ENV(ug) 100 100 100
STR (ug) 0 10 50
PA —
b4 —
LPA ~—
Yy — Fig. 5.4. Séparation des lipides de membranes
PIP — d'enveloppes phosphorylées dans des conditions
siandned (activiid spécifique de TATP: 10 Ci/mmote) ¢n
LPIP ~— abscnce ou en présence dunc fraction de stroma
dialysé, ENV, membranes d'enveloppes du
chloroplaste; STR, fraction de stroma dialysé, Les
o — quantiiés de stronta dialysé ajovtées sont indiquées
sur Ie haut de la figure,

La figurc 5.5 représente graphiquement leffct d'wne fraction de stroma sur Ja

phosphorylation des lipides de Yenveloppe.

Fig. 5.5. Histogrammes représcntant
graphiquement l'effet de Fajout dune
fraction stromalique sur Pincorporation de
P dans les lipides phosphorylés de
I'enveloppe (comptage Cerenkov).

Seclon ces résultats, on peut imaginer la présence d'une éventuelle lipide kinase dans
le stroma. Nous avons voulu vérifier cette hypothése en incubant, dans un milien contenant du
TX-100, un extrait lipidique total denveloppes en présence de stroma dialysé. La figure 5.6
montre que vraisemblablement aveune protéine du stroma n'est directement impliquée dans Ia
phosphoryletion des lipides de I'enveloppe.

Néanmeins, bien que le stroma lui-méme ne semble pas contenir une quelcongue

activité lipide-kinasique (figure 5.6), les résultats exposés ci-dessus (figures 5.3 et 5.4)
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démontrent que le CTP ¢t un facteur protéique du stroma sont impliqués dans le mécanisme de

phospherylation des lipides X et Y.

ENV
ELT
STR
PA
Fig. 5.6, Phosphorylation d'un extrait lipidique
X lotal (ELT) d'enveloppes en présence de stroma

diatysé. Colonne 1 Phosphorylation d¢

membrancs d'enveloppes dans des  conditions

LPA _‘1' : standard. Colonne 2: Phosphorylation d'un ELT

b de membranes d'enveloppes (0.2 mg} en présence

i de stroma dialysé dans un milicu d'incubation

LPIF —I5 compos¢ de Mops 50 mM pH 7.6, TX-100 0.03%,

' Na-deoxycholale 1mM, ATP 0.01mM, MgCl,

SmM et 10 pCi [+ 2PJATP. Activiié spécifique de
I'ATP; t0 Cifmmole,

Nous avons voulu déterminer dans quelle mesurc un enzyme tel la NDPKII, qui
pevt générer du CTP 3 partir de CDP et d'ATP, cst impliqué dans Ja phosphorylation des
lipides de leaveloppe du chloroplasie. A coite fin, nous avons incubé des membranes
d'enveloppes en présence d'ATP non-radioactif et de NDPKI recombinante de 'Epinard. La
figure 5.7 montre I'antoradiographic de la séparation par CCM des lipides de membrancs

d'enveloppes phosphorylées cn absence ou cn préscnce de NDPKII recombinanie.

Fig. 5.7. Autoradiographic de 1a séparation par CCM des
lipides de membranes d'enveloppes phosphorylées dans
des conditions standard ¢n abscace (-) ou en présence {+)
de | pg NDPKII recombinante. Activitd spécifique de
YATP: 10 Cifmmaole.
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D'upe manitre générale la NDPKI] stimule [incorporation de 2P dans les Lipides X
¢t Y. L'ajout dc cet enzyme 4 des membranes d'enveloppe nc semble pas affecter de fagon
significative le marquage radioactif des autres lipides phosphorylés. A ce stade de la recherche,
nous observons que le CTP ct la NDPKIT stimulent fortement lincorporation de P dacs les
lipides X et Y. Il s'agit donc d'établir un point commun entre ces deux facteurs (CTP et
NDPKII) et leur cffet sur 'incorporation de 2p dans les lipides X et Y. Etaat douné la nature
de l'activité cnzymatique de [a NDPKIL, lc lien unissant cette derniére et le CTP ne pouvait étre
que Je CDP. Nous avons donc phosphorylé des membranes d'enveloppes en absence ou en
présence de CDP et TATP noe-radioactif afin de détermincr Veffet du CDP sur la
phospherylation des lipides X ¢t Y. La figure 5.8 A montre l'autoradiographie des lipides de
membrancs d'enveloppes incubfes dans différentes conditions comprenant de I'ATP non-
radioactif et +/- CDP, ainsi que +/- NDPKIL La figurc 5.8.B représente ks résultats de la

figure 5.8.A sous la forme d'histogrammes.

A B CD
ATP + + + o+
coP - . + +
NDPKII . + - +

Ul

Fig. S5.8.A. Auroradiographic  d'une Fig. 5.8.B. Histogrammes représcniant les résultats
séparption par CCM  des lipides de monteés dans la figure 5.8.A. Cpm (%A): cpm mesurés
membranes  d'enveloppes  phospharylées pour un lipide dans une condition dennée/cpm du méme
dans des conditions standard en présence lipide mesurés dans Ia condition d'incubation standard
de +/- CDP ainsi que de +/- NDPKIL A: {A). Les cpm sont mesurds par comptage Cerenkov. A, B,
condifion standard d'incubation (3.05 mM C, D¢ conditions d'incubation déerites dans la légende de
ATP, Activité spéeifique de LIATP: 2 la Fig. 5.8.A.

Cifmmole), B: A + NDPKII {Ipg). C: A +

CDP 0.05 mM; D+ B + CDP 0.05 mM.
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Nous rematquons que le CDP stimule fortement lincorporation de P dans les
lipides X et Y. Par rapport a lajout de CDP seul, Fajout simultané de NDPKII et dc CDP
provoque un marquage encore plus intense des lipides X et Y.

Nous avons €galement déterminé l'effet conjoint du CDP et de la NDPKII sur la
phosphorylation des lipides X et Y en absence d'ATP non-radioactif. La figure 5.9 monire
l'effet de concentrations croissantes dc NDPKII, en présence d'unc concentration fixe en CDP,

sur la phosphorylation des lipides de l'enveloppe.

6 t Qpa

NDPKII (g} NDPKII (ug)

Fig 5.9. Effet de concentrations croissantes de NDPKII sur la phosphorylation des tipides des membranes
d'enveloppes. Des membrancs d'enveloppes sont incubées en absence d'ATP froid (Acivirg sp&eifique de I'ATP:
3000 Ci‘mmole) mais en présence de CDP 9.01 mM ot de concenteations croissantes de NDPKIL Les lipides sant
extraits cf séparés sur CCM comme indiqué dans fc chapitre 2. Nous avons représenté graphiquement
lincorporation de P dans les lipides X, Y, PA et PIP cn fonction de la guantité de NDPKIL ajouiée au milicu
d'incubation, V.R.: valeur rclative, représcntant l'incorporation de P en cpm pour un lipide donné cn présence
d'une quantité donnéc de NDPKIV Vincorporation de P en cpm pour l¢ méme lipide dans 1o condition
d'inrcubation sans NDPKIL

Sur cette figure, nous observons que l'addition de NDPKII & des concentrations
variées dans Je milieu d'incubation influence de Ja méme manitre fincorporation de *P dans les
lipides X ct Y. En effet, le marquage de ceux-ci est inhibé par de faibles quantités de NDPKII
(0.001 pg), alors que la présence de quantité 100 fois plus importanic de NDPKII (0.1 g}
stimule le marquage des lipides X ¢t Y dans des proportions quasi identiqucs (stimulation de
2.3 & 2.4 fois). Sur le graphique situé A droite de cettc méme figure, nous constatons que
Iincorporation de P dans PA est également stimuléc par la présence de concenirations
croissantes de NDPKIL. Contrairement 3 ce que I'on observe pour les lipides X et Y, cette
demitre stimule déjd le marquage du PA & de faibles concentrations (0.001 pg). La
stimulation, en préseace de NDPKII, de lincorporation de Yp dans Ic PA reste touicfois

proportionnellement plus faible (stimulation de 1.7 fois) que celle observée pour les lipides X
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et Y (stimulation de 2.3 2 2.4 fois). L'incorporation de **P dans le PIP cst, quant 4 clle, inhibée
par la présence de NDPKII dans le milieu d'incubation,

Les résultats présentés ci-dessus indiquent que la NDPKII, le CTP et lc CDP sont
impliqués dans le processus d'incorporation de *P dans les lipides X et Y. Sclon ces mémes
résultats, le CTP plutdt que I'ATP serait le substrat nucléotidique de la lipide kinase
responsable du marquage des hpides X ¢t Y. Alin de démontrer définitivement Iimplication du
CTP daps Ia phosphorylation de ces lipidcs, nous avons phosphorylé des membranes
d'enveloppes en présence de fy-"PICTP.

Le [v°PJCTP nétant pas disponible sur le marché, nous lavons produit
enzymatiquernent dans un milice composé de Mops 50 mM, CDP 2.5 uM, MgCl; 5 mM, [y
¥PIATP 1.7 UM et +/-NDPKII 1 pM. Aprés 10 minutes d'incubation & 23°C, les mitieux sont
filteés afin d'éliminer la NDPKII,
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Fig. 5.10. Préparation enzymatique
dune fraction mixte de [+-PPICTP
¢t de [+ PIATP ot phosphorylation
des  Jipides de  membranes
denveloppes en présence de ce
mélange de  huclfotides, A:
Séparntion sur CCM PEi-cellulose
des nucléotides oblenus & partir dun
miiicv  dincubation conicnant du
Mops 50 mM, CDP 2.5 uM, MgCl;
5 mM, [VPIATP 17 pM o
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L'analyse des radionucléotides présenis dans les filtrats est faite par CCM PEI-cellulose (voir

chapitre 2). Des membranes d'enveloppes sont ensuile ineubées en présence d'une fraction



aliquote de l'vn ([1-"PIATP) on lavtre (fy-""PICTE + [vP)ATP) des filtrats. Les lipides
phosphorylés sont extraits ct séparés sur CCM {voir chapitre 2). La figure 5.10 en A monire la
séparation sur CCM PEI-cellulose du [*{-JZP]CTP produit comme indiqué ci-dessus. Nous
constatons que si du [y P)CTP cst bel et bien produit, il reste malgré tout une forte
proportion de [+ PJATP. La figure 5.10 cn B montre I'autoradiographic de la CCM des
lipides de membrancs d'enveloppes phosphorylées en présence d'upe fraction aliguole
contenant du [y-”P]CT P/ATP ou du [vPJATP ct +- d'ATP non-radioactif, Nous
remarquons d'unc manitre générale que les lipides X et Y sont plus fortcment marqués (~5
fois) en présence de [y-""P)CTP/ATP (10300 cpm et 2600 cpm) quen présence de [v-’P]JATP
(2270 cpm et 432 cpm). Lincarporation de 2P dans PA, LPA, PIP ct LPIP est plus faible en
présence de [“,.'-32P]CI' P/ATP gu'en présence de [v-¥PJATP (voir figure 5.10 en O).

Afin de produire du [v-**P]CTP pur, nous avons incubé la NDPKII dans un milieu
contenant du CDP ¢n cxeds (100 uM). Comme nous pouvons le voir sur la figure 5.11 en A
représentant la séparation sur CCM PEI-cellulose des nucléotides radioactifs produits {[y-
2P| CTP non-purifié, NP), I'excés de CDP dans le milien d'incubation permet de produire quasi
intégralcment du [y-2PICTP. Afin détiminer k¢ CDP et le [y PJATP présent dans notre
échantillon de [y-P}CTP, nous avans gratt¢ le [y-"P]CTP de la plague de PEF-cellulose aprés
avoir séparé la tatalité de I'échantillon contenant les nucléotides radicactifs et le CDP. Le [y-
ZPICTP récupéré est ensuite élué de la cellulase par filtration. La figure 5.11 en A, colonne P,
représente la séparation sur CCM PEL-cellulose du [y-PICTP ainsi purifié, Nous remarquons
que le [y-""P)ATP n'est plus présent dans Iéchantillon purifié (P). Seul du phosphate radioactif
(Pi) et le [v-*PICTP subsiste dans cet échantillon purifié. De ccttc manidre nous avans
épalement éliminé le CDP contenu dans Iéchantillon de nucléotides non-purifié (NP). Nous
avons ensuite phosphorylé des mermbrancs d'enveloppes en présence de {+-PJCTP ou [y
¥PIATP 0.05 nM (5 nCi). La figure 5.11 en B représcate l'avtoradiographie des lipides
marqués radioaclivement issus de membrancs d'enveloppes phaspharylécs en présence de [y~
ZPICTP ou de [-PJATP, Cette figure indique claircment que lactivité lipidc-kinasique
responsable de lincorporation de P dans les lipides X ct Y ntilise préférenticllement le [y-
32pICTP comme substrat nuclatidique. Les autres activités lipide-kinasiques des membrancs
d'enveloppes ne sont que peu ou pas détectables en présence d'une si faible concentration (0.05
nM/5 nCi) en radionucléotides. L'enzyme responsable du marquage de X et Y semble done
posséder une trés forte affinité pour le CTP.
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Fig. 5.11. Préparation d'unc fraction pure de [¥ PICTP ct phosphorylation des lipides de niembranes denveloppes en
frésencc do celleci. A) NP: Séparation par CCM PEI-cellulose d'une fraction non-purifiée {NP) mais cnnchne en [+
PICTP préparée ¢n incubant la NDPKL dans un milieu l:onlcnanl du CDP cn cacés {100 pM) par rappert au ['f- "PJATP.
P: Séparation par CCM PEEcellulose dune fraction pure de [y P]CTP chteaus par grattape de h cellulose eontenant le
3PICTP suite & une premidre séparation sur PElcellulose de 'échantilion NP et élution du {y-P]CTP de la cellulose par
filtration. ) Autoradiographie d'unc séparation par CCM des lipides de mcmbmn:s d'enveloppes phosphorylées dans des
conditions standard dincubation sans ATP non-radivactif cn présenoe de [y-"PICTP ou [y "PJATP 0.05 nM (5 nCi).
Aclivité spécifique de 'ATP ou CTP: | Ci/mmole,

Nous avons mentionné (voir paragraphe 5.1) que mis & part le CTP, I'UTP était
fgalement préférentielicment produit in organelio par fa NDPKIL en présence d'un mélange de
nueléosides diphosphates. Nous avons donc voule déterminer si le [v**PJUTP pouvait
€galement €tre un substrat pour Factivité lipide-kinasique responsable du marquage des lipides
X et Y, Dans ce but nous avons phosphorylé des membranes d'enveloppes (E) ct des
membranes plasmiques (MP, pour comparaison), en présence soit de [y-ZPJUTP (5 nC0.05
nM) ou de [v-2PJCTP (5 nCi/0.05 nM). Sur la figure 5.12, nous voyons que le [v-"P]JUTP cst
un moins bon substrat que te [v-"PICTP pour la lipide kinase responsable de I'ineorporation de
%P dans les lipides X ct Y. Sur cette figure, nous abservons également que les membranes
plasmiques ne possédent pas (ou peu, éventuclle contamination par des membranes
d'cnveloppes) d'activité lipide-kinasique semblable b celle des membranes d'enveloppes utilisant

le [-**P]CTP comme substrat nuckotidique.



[y-2PJCTP [y-?P]UTP

Fig. 5.12. Phosphorylation des lipides de
membranes d'enveloppes ou de membranes
plasmiques en présence de [y PICTP ou
de [+*MUTP 5 nCi préparé comme
cxptigué dans fa figere 5.1 1. E: membranes
d'enveloppes. MP: membranes plasmiques.

Afin de déterrniner si les lipides X et Y subissent un cyele de
phosphorylation/déphosphorylation, nous avens precédé & une expérience de "pulse and
chase”. Des membranes d'enveloppes sont phosphorylées en présence de [y-nP]CT P pendant 5
minutes (pulse), puis l'on ajoute 1 mM CTP dans le milien d'ineubation (chasc). La figure
5.13.A montre Tautoradiographic, aprés séparation par CCM, des lipides phosphorylés suite &
Fexpérience de "pulse and chase". Nous pouvens voir que Ie lipide X est sujet 2 une forte et
rapide déphasphorylation (53% en 15 secondes). Contrairement & celle du lipide X,
Tincorporation de **P dans Je lipide Y cst fortement et rapidement stimulée par Yajout de CTP 1
mM (445% cn 15 sccondes). Nous remarquons égalernent que le PA et le LPA sont faiblernent
marqués en présence de {[v-*PJCTP. Lincorporation de *P dans ces deux Lipides ne varic que
trés peu aprés Iajout de CTP 1 mM dans le milieu. La figure 5.13.B représente graphiquement
les résultats montrés par la figure 5.13.A,
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Fig. 5.13. Expérience de “pulsc-chase” sur des membranes d'enveloppes du chloroplate d'Epinard. La
phosphorylation des lipides de I'enveloppe est réalisée dans un mifteu composé de Mops 50 mM, MgCly 5 mM,
membranes d'enveloppes 0.6 mg, [YIPICTP 100 nCi. Une fraction aliquotc ost récoliéc aprés 5 minutes
d'incubation, puis on ajowie au resie du milicy diacubation unc concentration finale de 1 mM CTP non-
radioactif. Des [eactions aliquotes sont récolifes durant les dernigres 255 secondes de 'expéricnce. Les lipides
des dilférentes [ractions ainsi récoltées sont casuite analysés de manidre classique selon |a méthode indiquée
dans le chapitre 2. A) Autoradiographic de la séparation des lipides par CCM. B) Représentation graphique des
résullats obtenus aprés comptage Cerenkov de incorporation de *P dans les lipides X, Y ct PA,

A cc stade de notre recherche, nous connaissons I substrat nucléotidique de la
lipide Kinasc qui cst responsable de lincorporation dc *P dans les lipides X et Y. 11 s'agit
maintenant de détcrmincer lidentité des lipides X ¢t Y. Dans le systéme de solvant acide (voir
chapitre 2), Ics lipides X et Y ne comigrent avec aucun iipidc phosphorylé {issu d'une activité
lipide-kinasique} connu. Ainsi, les Rfs de X et Y ne correspondent ni i cclui du PPA, ni i celui
du PAP (FAF) et ni 3 celui du céramide-1-P. Dans le systéme de solvant acide, Jo fipide X
possede un Rf scmblable d celui du PG, alors que le Rf du lipide Y st trés proche du CDP-
DAG (cytiding-5-diphospho-diacylglycérol). Afin de confirmer ou d'infirmer la similarité des
Ris des lipides X ¢t Y avee ccux des lipides sus-mentionnés, nous avons séparé Ics lipides X et
Y purs ainsi que des lipides de référence dans un autre systtme de solvant qui contient de
I'ammoniaque (solvant basique). La figurc 5.14 rcprésente lautoradiographic des lipides X et Y
séparés A laide du solvant basique. Nous pouvons veir sur cette figure que les lipides X et Y

nc migrent ni avec le PG, ni avec le CDP-DAG, en présence de ¢c solvant.
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Fig. 5.14. Séparation des lipides X ¢t Y par CCM
cn présence dun solvanl basique composé de
chloroformefinélthanol/ammoniague/can
(90:90:7:22, w/viv/v). Les lipides X ¢1 Y sonl gratiés
¢t extraits & partir d'wnc plaque de CCM sur laquelle
on fait migrer un exirait de lipides phosphorytés de
I'enveloppe & T'aide du solvanl de migration aeide,
Les lipides X et Y sonl cnsvite déposés sur une
nouvelic plaque de CCM qui cst développée celte
fois en préscace du solvanl basigue.

Afin dc désigner un candidat lipidique susceptible d'étre phosphoryl€, nous avons
répertorié les lipides connus que T'on trouve dans les membranes de enveloppe et comparé fes
Rfs de ccux-ci avec les lipides X ct Y. En effet, sachant que Fincorporation d'un phosphate sur
un lipide diminue le Rf de ce demnier, nous avons cherché quel(s) lipide(s) connu(s) de
Fenveloppe, possédant un Rf supérieur 4 X et Y, é1ait susceptible d'étre phosphorylé. Les deux
sculs lipides possédant un RI supérieur au RE de X, dans notre systéme de solvant acide, sont
(mis-2-part les pigments) le DAG et le MGDG (voir chapitre 3). Le DAG étant le substrat
lipidique de la DG-kinase, nous avons donc supposé que le MGDG pourrait &tre le substrat de
la lipidc kinase qui produit le lipide X.

Le gaiactose contenu dans le MGDG est susceptible d'accepter un phosphate sur
un de ces groupements OH. Afin de déterminer si nous pouvons inhiber compétitiverncnt
l'incorporation de P dans le lipide X en présence de galactose, nous avons phosphorylé des
membranes d'enveloppes dans un milieu contenant des concentrations différentes en galactose.
La figure 5.15 nous montre un graphique représentant Fincorporation de **P dans les lipides X,
Y, PA ct LPA en foncrion de la concentration de galactose dans le milicn. Nous voyons gue
l'incorporation de P dans les lipides X et Y, par rapport A celle dans les lipides PA et LPA, est
fortement inhibée par Ia présence de galactose dans le milieu d'incubation. Alnsi le galactose

semblec inhiber de manitre assez spéeifique Iincorporation de **P dans les lipides X et Y.
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Fig. 5.15. Phosphorylation des lipides
de membranes d'enveloppes dans un
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Dans le but de déicrminer si le MGDG pouvait servir de substrat lipidique 2 la
lipide kinase produisant le lipide X, nous avons pliosphorylé des membranes d'enveloppes dans
un milien d'incubation contenant do TX-100 0.06%, du BPG (1 mM) ¢t +- de MGDG (1
mM). La figure 5.16 représente l'autoradiographic de la CCM des lipides de membranes
d'enveloppes phosphorylées en absence ou en présence de MGDG. D'une fagon générale, nous
observons que l'ajowt de MGDG stimle lincorporation de ™P dans les lipides X et Y de
respectivement 7 3 10 fois par rapport 4 un témoin sans MGDG, L'incorperation de P daas Je
PA est également stimulée (1,8 fois) par la présence de MGDG dans le milien d'incubation,

Les deux résultats exposés dans les figures 5.15 et 5.16, suggtrent fortement que
le substrat de Ia lipide kinase produisant le lipide X serait le MGDG. D'antres expériences,
comme le traitement de membranes d'enveloppes avec des enzymes qui hydrolysent le MGDG
(B-galactosidase et LRA), suggérent également que le MGDG est ie précursenr du lipide X
(voir également le chapitre. 6, traitement avec la thermolysine). En effet, de tels traitcments
inhibent partiellement (B-galactosidase) ou totalement (LRA) lincorporation de P dans le
lipide X (résultats non-montrés).
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Fig. 5.16. Phosphorylation des lipides de membranes
d'envcloppes en absence {-) ou en présence (+) de 1 mM de
MGDG. Des membranes d'enveloppes sont incubées dans un
milieu contenant du TX-100 0.06%, du BPG (1 mM), +/- de
MGDG (1 mM), Mops 50 mM, MgCl; 5 mM et [y-"P)ATP
1 1Ci (activité spéeifique de I'ATP: 3000 Ciimmole). Les lipides
sont extraits el séparés par CCM comme indiqué dans le
chapitre 2.

Afin de déterminer si le lipide X est bet ¢t bien du MG DG (MGDG phosphorylé)
nous avons fragmenté cclui-ci (X) pour nows assurer qu'il contient bien du galactose-P. A cetie
fin, nous avons procédé 4 une hydrolyse acide (voir chapitre 2) du lipide X permettamt de
rompre la liaison B-1,4 entre Ie DAG et le galactose du MGDG (cc traitement chimique 3 é1é
mis au point avec le Dr T. Chuard de l'institut de Chimic de I'université de Neuchitel). Nous
avons d'abord procédé i quelques tests préliminaires dont le but était de vérifier que le
traiternent infligé (i) hydrolysait la liaison ether entre le DAG et Je galactose du MGDG, (i) ne
rompait pas la laison cster entre le phosphate et le galactose du galactose-6-P. La figure 5,17
représente une plaque de CCM sur laquelle nous avons fait migrer des hexoses (galactose,
galactosc-6-P) ainsi que du MGDG et du galactosc-6-P ayant subit une hydrolysc acide, Nous
obscrvons que le MGDG est bel et bien hydrolysé en glycérol ot en galactose (colonne 5), alors
que la liais._on cster du galactose-6-P n'est que particllement rompuc (colonne 6). Nous avons
donc procédé i I'hydrolyse acide des lipides X et Y, puis nous avons séparé par CCM (avee
deux types de solvant, voir chapitre 2) les produits de cctte hydrolyse en présence de
marqueurs non-radicactifs (galactose, glucose, galaciose-6-P, glucose-6-P, galactose-1-P,

glucose-1-P) et radioactifs (galactose-6-"P et glucase-6-"2P).
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Fig. 5.18. Hydrolyse ncide des lipides X et Y, séparation ct identification des produits d'hydrolyse par
CCM. A) Séparation des preduits dhydrolyse pac CCMHP sur plague de silice 3 'aide d'un solvant
composé de méthanotleau {40:10) contenant 52 mM HCOOH/1mM EDTA-Na, B) Séparation des
produits 'hydrolyse par CCM sur plaque de cellulose 3 l'aide d'un solvant composé de méthanol/acide
formiquefeau (85:15:5). GaléP: Galaciose-6-phosphate]?P). Glu6P: Glucose-6-phosphate[P). Gal6P™:
Galactose-6-phosphate{"’P] + 100 nmoles galactose-6-phosphate. X: lipide X hydroiysé. X" lipides X
hydrolysé + 100 nmoles galacose-6-phosphate.

Comme nous l'avons déjd mentienné dans le chapitre 4, les activités lipide-
kinasiques de Yenveloppe du chloroplaste sont fertement régulées par divers facteurs chimiques
et physiques. Les produits de ces activités (les lipides phosphorylés) servent eertainement aux
fonctions vitales du chloroplaste. Nous avons tenté de déterminer si activité lipide-kinasique
responsable duv marquage des lipides X et Y pouvait étre impliquée/stimulée dans/par un
éventuel mécanisme de transmission de signaux. Dans ce but, nous avons incubé des
membranes d'enveloppes en présence d'un activateur des protéines G (protéine impliquée dans
le mécanisme classique de transmission de signaux, voir paragraphe 1.5.2), le mastoparan. Les
figures 5.19 ¢t 5.20 représentent graphiquement ke poureentage d'activation (par rapport & un
témoin sans mastoparan) de lincorporation de **P dans les lipides de Penveloppe en présence
de 10 uM de mastoparan et 0.01mM d'ATP (figure 5.19) ou de 10 pM de mastoparan sans
ATP non-radioactif (figurc 5.20). Nous pouvons voir sur ces deux figures que le mastoparan

stimule fortement (1.5 3 1.9 fois) lncorporation de **P dans les Lipides X et Y. L'incorporation

13



de P dans ks autres lipides phosphorylés dc la membrane de l'enveloppe est moins stimulée

{activation variant de -1.1 & 1.6 fois) par 1a présence de 10 pM de mastoparan.

10 UM mastoporan 10 uM mastoparan

g g

3 E

g 3

2 8

:; ®
Fig. 5.19. Phosphorylation des lipides Fig. 5.20. Phosphorylation des lipides de
de membranes d'enveloppes dans des membrancs  d'enveloppes dans des
conditions standards (0.0F mM ATP) conditions standards sans ATP non-
en préscpee de 10 M mastoparan, radicactif en présence de 10 pM
Histogramme représentant le pourcent mastoparan. Histogramme représentant e
dactivation de Fincorporation de ¥P pourcenl d'activation de Fincorporamion de
dans les lipides PA, LPA, X, Y et PIP P dans tes lipides PA, LPA, X, Y, PIP &
par rapport A un t6moin incubé sans LPIP par rapport } un témoin incub$ sans
mastoparan. mastoparan.

Selon ces résultats, ka lipide kinase responsable de la phosphorylation de X et Y
pourrait &tre stimulée de maniére directe ou indirecte par des prot€ines G. Ces observations
suggérent A nouveau fortement qgue des lipides phosphorylés de lenvcloppe sont impliqués

dans des mécanismes de transmission de signaux.
5.4. Discussion

Les résuliats obtenus dans ce chapitre nous ont permis de micux caractériser
Factivité lipide-kinasique qui produit les lipides phosphorylés X ct Y dans les membranes de

Fenveloppe du chloroplaste. Nous pouvons ainsi mentionner que:

1) L'activité lipide-kinasique de l'enveloppe du chloroplasie responsable de lincorporation de

P dans Ic lipide X est uniformément préscate dans les deux membranes, extemes et internes,
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de lenveloppe. Par contre lactivité lipide-kinasique responsable de lincarparation de ¥P dans

le lipide Y est préférenticllement localisée dans la membranc exiemne {vorr figure 5.2),

2) L'activit¢é cnzymatique.sus-mentionnée est stimulée par la présence de CTP dans le milieu
d'incubation (voir figure 5.3). Elle n'est pas ou pea présente dans les membranes plasmiques
dont les diverses activités lipide-kinasiques (DG-kinasique, PA-kinasigne, PI-kinasique, PIP-
kinasique)} ont fait ct font actucllcment encore Fobjet de nombreuses recherches. L'activité(s)
lipide-kinasigue(s) étudiée dans ce chapitre semble(nt) done étre spécifique 4 la membrane de
T'enveloppe (voir.€galement le point 7}. En effet, nous n'avons trouv€ aucune information dans
la bibliographie faisant part dnne teile activité lipide-kinasiqne dans d'autres systémes
membranaires ou d'autres compartiments cellulaires. Il s'agit 3 notre connaissance de la
premiére fois que lon fait état d'une activité lipide-kinasique utilisant préférenticllement le CTP
comme substrat nueléctidique (voir point 7 du paragraphe 5;4). Ainsi, et jusqu'd preuve da
contraire, cette activité lipide-kinasique pourrait servir de marqueur spéeifique des membranes

de l'enveloppe.

3) Un facteur protéigue du stroma (stroma dialysé) semble stimuler T'activité lipide-kinasique
spécifique 2 Tenveloppe du chloroplaste (fig. 5.4). En effet, lincorporation de P dans les
lipides X ot Y est stimulée par I'ajout de stroma dans le milieu dineubation (fig 5.4). Ce
résuliat, ainsi que la stimulation de cette activité lipidc-kinasiquc par du CTP exogdne, suggere
fortement qu'un enzyme tel la NDPKII est impliqué dans la régulation de lincorporation de
phosphate dans les lipides X et Y. En effet, ia NDPKII peut-varier Ia balance nucléotidique an
sein du chloroplaste an profit du CTP (Bovet et al, 1998) et de cette manidre réguler Factivité
lipide-kinasique propee ¥ l'enveloppe du chloraplaste. Selon le résultat montré dans la figure
5.6, le stroma Jui-méme ne comprend aucune activité lipide-kinasique soluble pouvant utiliser

comme substrat un ELT (extrait lipidique total) de membranes d'enveloppes.

4) Comme nous I'avons mentionné dans le point 3, la NDPKII (recombinante) semble réguler
de manidre positive (stimulation) l'activité lipide-kinasique respoasable de lincorporation de **P
dans les lipides X et Y. Dans le point 3 nous mentionnons également que le stroma ne contient
pas d'activité lipide-kinasigue responsable de incorporation de *P dans les Lipides X et Y. Ce
résnltat suggére foriement que la NDPKII n'est pas capable de catalyser directement VIc

transfert de phosphate sur du MGDG (supposé substrat de Tactivité lipide-kinasique propre
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aux mcmbranes d'enveloppes; voir point 9). Cette dernidre assertion doit cncore éire
considérée avee prudence. En effet, certaincs expériences en cours dans notrc laboratoire
suggerent fortement l'existence d'unce activité de phosphotransfert (ir virre) de la NDPKII sur
du galactose (test enzymatiquc photométrique de Lascu et al., 1983, ol lc XDP est remplacé
par du galactose; voir schéma ci-dessous) et sur du MGDG (test enzymatigue de
phesphotransfert avec de la NDPKII marquée au “P). L'activité de phosphotransfert de la
NDPKII en présence de MGDG cst cependant trop faible pour étre prisc en compte. D'autres
expéricnces scront cneore nécessaires pour {rouver le milieu d'incubation (détergent, sels cte.)
dans lequel la NDPKI peut transférer de manidre optimale sen phosphate labile sur le

groupement galactose du MGDG.

NDPK

ATP + XDP (accepteur) — ADP + XTP
ADP + PEP(prossosrcinmva)—»  ATP + pyruvate

pyrwvate + NADH ~ —» lactate + NAD

Tig. 5.2). Principe du test enzymatique photométrique de Easeu ct af, (1983} pour mesurer Vactivité de ia
NDPK. Afin de démontrer que la NDPKII peut transférer du phosphate sur du galactose, nous avons remplacé
le XDP par du galactose dans le milicy d'incebation. NDPK: Nucléoside diphosphate kinase, PK: Pyruvate
kinase, LDH: Lactate déhydrogénase,

5) La présencc dc CDP dans le milicu d'incubation contenant de 'ATP non-radioactif stimule
fortement T'activité lipide-kinasique spécifique & la membranc de Fenveloppe. Cette stimulation
cst plus conséguente que ccllc obtenue par Fajout de NDPKII scul. La présence sinultanée de
CDP ct de NDPKII provoque une énorme stimulation (100 & 600 fois) dc l'activité lipide-
kinasique responsable de Yincorporation de P dans les Jipides X ct Y. Ces résuhats {fig. 5.8)
signifient que du CTP est impliqué dans le mécanisme de phosphorylation de ces deux lipides,
En effet, la présence simultanée de NDPKII, de CDP et d'ATP dans le milicu favorise la
formation de CTP. La stimulation de lincorporation de P dans les lipides X et Y, obtcnue cn
présence dc CDP scul, est probablement duc 3 la préscnce de NDPKI endogéne dans nos
préparations de membrancs d'enveloppes. La préscnce de cet enzyme dans nos enveloppes peut

étre Ie reflet d'une contamination des enveloppes par du stroms, méme si la présence de

116



NDPKII située dans Fespace intermembranaire ne peut pas &tre exclue (communication

personnelte du Dr Lucien Bovet).

6) L'incorporation de *?F dans les lipides X et Y en présence de [y-PJATP ¢t dc CDP est
stimulée de manidre identique (intensité identique) par lajout de quantités croissantes de
NDPKII (fig. 5.9). Ce résultat suggdre linplication d'une méme lipide kinase, dont le substrat
nucléotidique serait le CTP, dans le processus de phosphorylation des lipides X et Y,

7) Les résultats monteés dans les figures 5.10, 5.11 et 5.12 indiquent sans équivoque que lc.
substrat nucléotidique de Ia lipide kinase spécifique 3 I'enveloppe est le CTP. Ces résultats {fig.
5.12} confirment également que cette activité lipide-kinasique n'est pas présente dans les
membranes plasmiques. La DG-kinase de la membranc de lenveloppe semble également
pouvoir utiliser le CTP comme substrat. Méme si cette activité DG-kinasique en présence de
CTP est trés faible, cet enzyme semble quand méme posséder unc affinité plus forte pour le
CTP que la DG-kinase de la membranc plasmique. Cette observation neus parait impertante,
car cllc permet de différencicr la DG-kinase de la membrane de l'enveloppe de celie de la

membrane plasmique.

8} Les résultats cxposés dans 1a figure 5.13 montrent que le lipide X est sujet & un cycle rapide
de phosphorylation et déphosphorylation. En effet, i est possible de chasser le **P fixé sur cc
lipide 3 faide de CIP aon-radioactif. Ce résultat suggére donc la présence dunc lipide X
phosphatase dans les membranes de I'enveloppe du chloroplaste. La présence d'un tei enzyme
(¢'est-A-dire une phospholipide phosphatase) dans les membranes d'enveloppes du chioroplaste
n'est pas invraisemblable. En effet, Malherbe et al. (1995) ont purifié une PA phosphatase
impliquée dans le métabolisme des glycérolipides (voir chapitre 13 3 partir de membranes
d'enveloppes. Lincorporation de 2P dans I lipide Y est par contre stimulée par la présence de
CTP non-radicactif. Cec résultat peut étre expliqué de deux manidres différentes. 1}
Lincorporation de P dans le lipide Y est trés fortement stimulée par la présence de CTP.
Cette stimulation est plas importante que [cffet de dilution du CTP radicactif ¢t provoque
donc 'nugmentation de P dans Iz lipide Y. Ce phénomene serait le corollaire de celui observé
pour les lipides PA, LPA ct PIP en présence d'ATP non-radipactif (veir chapitrc 4). 2) Le
lipide Y est un sous-produit du lipide X (lysoX ou X phosphorylé) qui nc peut plus &tre sujet &

unc déphosphorylation ultéricure via unc phosphatase. En présence d'une grande quantité de
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CTP, le lipide X serait done transformé en lipide Y par une lipide kinase ou une lipase A
spéeifique 3 X. Cette deuxidme hypothise est illustrée par le schéma ci-dessous. Dans ce

schéma, nous admettons i nouveaw gue le lipide X est en fait du MGDG phosphorylé (vair

point 93,
CTP1mM
* ........ ey
oty IR UGS A
HEDG Hnuse W el
MGDG + [v-2PICTP zi’zPJMGPDG <. accumulation
Moo reieeeee e y
MGPDG plosphatase %‘6& [JZP]MGPPDG E ?L#

Fig. 5.22. Représentation schématique de Uinterprétation N°2 concernant Paccumulation du lipide Y aprds ajout
de | mM CTP lors de I'expérience de "pulse and ehase” dont les résultats sont itlustcds par la figure 5.13 (voir
explication dans le texte, point B). [PPJMG'DG=(X): MGDG phosphorylé ca présence de {+PICTP,
P*PIMG™DG=(Y): ["PIMG'DG phospherylé suite 2 I stimulation d'une hypothétique MG'DG kinase par fe
CTP, lyso [FPIMG'DG=(lysaY): lysodérivd issu du [PPJMGDG suite A Iactivation par te¢ CTP dune
éventuclle [MPIMGTDG lipase A,

9) Les figures 5.14, 5.15 et 5.16 suggdrent que le lipide X serait cn fait du MGDG phosphorylé
probablement sur le groupement palactose. Le Rf du lipide X, séparé dans nos conditions de
CCM, laisse apparaitre que scul le MGDG (mis A part les pigments) pourrait étre Je Ipide
préeurseur non-phosphorylé A lorigine du lipide X. En effet, le MGDG posséde un Rf
supéricur au lipide X et son groupement galactose fait de Jui un bon substrat poteatiel pour une
kinase, Des cxpériences d'inlubition spécifique de lincorporation de P dans le lipide X avec
du galactose, ainsi que Teffet stimulateur de [ajout de MGDG sur la phosphorylation du lipide
X, loissent supposer que le lipide X est en fait du MGTDG. L'identification d'un composé
marqué au P, issu de I'hydrolyse acide (rompant les Liaisons ethers) des lipides X ou Y,

comme étant du galactose-6-phosphate, corrobore en cffet cette supposition (fig. 5.17 et 5.18).

10) L'effct activateur du mastoparan (un activateur des protéines G ¢t de la NDPK, Klinker ct
al., 1996) sur l'incorporation de **P dans les lipides de Ienveloppe et plus particuli#rement dans
les lipides X et Y, suggere limplication de protéines G dans 1a régulation des activités lipide-

kinasiques de lenveloppe. L'effet activateur du mastoparan ainsi que [implication de la
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NDPKII, sur/dans les activités lipide-kinasiques de la membranc de l'enveloppe, permettent
d'envisager une €ventuclle participation des lipides issus de ces activités lipide-kinasiques dans
des processus de transmission de signaux. En effet, Klinker et al. {1996) mentionnent que Ia
NDPK pourrait, en stimulant les protéines G indirectement, jouer un réle autrement plus

important dans des processus de transmission de signaux gue ce qu'on pensait jusqu'd présent,
En conclusion, nous pouvons spécifier que:

A) Le lipide X est probablement issu du MGDG, suite 3 unc plosphorylation de ce dernicr par
une lipide kinase spécifique qui uiilise préférenticllement Je CTP comme substrat nucléotidique.
Bien que le lipide Y conticane également du galactose-6-phosphate, nous ne pouvons que
postuler sur son identité. Dans Pétat actuel de nos connaissances, et vu le résultat obtenu par
lexpérience de “pulse-chase”, le lipide Y scrait en fait un dérivé du lipide X (lysoX ou X
phosphorylé).

B} La trés grande affinité de la MGDG-kinase pour le CTP, ainsi que la forte incarporation de
phosphate dans les lipides X ¢t Y ¢n présence de faibles concentrations I ATP (voir fig. 5.1 et
le chapitre 4), laissent supposer un rdle important pour ces deux lipides lorsque la quantité en
ATP dans lc milieu est faible ou lersque la balance nucléotidique est déséquilibrée an profit du
CTP. La dépendance dg Iactivitd MGDG-kinasique vis-3-vis du CTP &t de facto vis-3-vis de la
NDPKII pourrait reftéter la présence d'un nouveau systéme de transmission de signaux propre
au chloroplaste dont le messager secondaire serait Je MGFDG. En effet, il se peut que la
NDPKU soit régulée par un méeanisme impliquant les protéines G, unc fois activé cet enzyme
produirait préférenticllement du CTP (comme on peut ['observer in organello) ct de cc fait
activerait Ia MGDG-kinase. Le MG DG pourrait alors A son tour activer d'autres systdmes
enzymatiques, ou alors, de part scs propriétés chimiques différentes (charge négative) de celle
du MGDG, il pourrait medificr 1a conformation de la membrane de 'enveloppe. Une éventuclle
modification de [a conformation de Ia membrane de l'enveloppe (accolement des membranes,
formation de sites de contacts) pourrait étre hautement bénéfique dans des processus de

transports tcls que Fimport de protéines d'origine cytoplasmique.

C) Le galactose phosphorylé contenu dans je MG DG confre également 2 ce lipide un réle de

stockage d'énergic transitoire au nivean de 1a membranc, Cette énergie pourrait &tre récupérée
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ultéricurcment par un enzyme (phosphoglucomutase, NDPKII) capable d'échanger le
phosphate sur une autrc molécule {(sucre, nucléoside cte.) et utilisée & d'autres fins. Nous
pouvons &galcment imaginer qu'un enzyme hydrolytique (galactosidase) peut libérer lc
galactose-6-phosphate conteny dans le MG'DG et ainsi fournir au métabalisme du chloroplaste

de I'énergic sous forme d'un sucre phosphorylé,

D) Ce phénomiuc montre pour la premidre fois limplication directe de la NDPKII dans la
régulation d'une activité enzymatique chloreplastique. En effet, la NDPKII peut, en raisen de
son activité de phosphotransfert sue les nucléosides diphosphatés, réguler positivernent on
négativemnent Factivité MGDG-kinasique CTP dépendante de Yenveloppe du chloroplaste.
Actucllement, et bien qu'in virro il soit possible de transférer du P de la NDPKII sur du
galactose ou du MGDG (expériences préliminaires), nous ne pouvens affirmer que I'activité
MGDG-kinasique est catalysée par la NDPKIL En effet, cette activité de phosphotransfert
observée in vitro est trop faible comparée ) Y'activité lipide-kinasigue que l'on observe in
membrano. Cependant, le transfert préférenticl de phosphate sur le CDP catalysé in organello
par la NDPKII, aiusi que la présence d'une activité lipide-kinasique qui dépend du CTP dans la
membrane de lenveloppe du chloroplaste, semblent montrer une interdépendance de ces deux
activités enzymatigues, Ainsi, le véritable réle physiclogique au sein du chioroplaste de

I'interdépendance de ces deux activités enzymatiques doit cncore étre détermingé,

Finalement, nous sommes convaincus que celte(ces) activité(s) lipide-kinasique(s) exhibée(s)
par les membranes de Fenveloppe du chloraplaste, utilisant du CTP de manitre spéeifique, doat
la présence (du CTP) dépend d'un enzyme (NDPKII) qui est connu pour interagir avec les
protéines G elles-mémes impliquées dans des mécanismes de transmission de signaux (Klinker
ct al., 1994, Klinker et al., 1996}, reflétent la présence, si ce w'cst d'un nouveau mécanisme de

transmission de signaux, du moins d'un mécanisme indispensable aux fonctions du chloroplaste.



CHAPITRE 6

Phosphorylation in organello des lipides de I'enveloppe du chloroplaste
d'Epinard

6.1. Introduction

Les chapitres 3, 4 ¢t 5 de ce Mémoire mettent clairement en évidence la préscnce
d'activités lipide-kinasiques dans les membranes de l'enveloppe du chloroplaste dEpinard.
Selon les résultats oblenus dans ces chapitres, nous pouvons distinguer au minimum trois types
d'activités lipide-kinasiques. Parmi cclles-ci, deux sont déjd bien caractérisées dans les
membranes plasmigues (DG-kinase et PI-kinase) ou dans des fractions solubles (PI-kinase) des
cellules végétales (voir chapitre 1). La troisiéme activité lipide-kinasique, que nous avons mise
en évidence dans les membranes d'enveloppes {chapitre 5), n'a, A notre connaissance, jamais été
obscrvée dans d'autres types de membrancs ou d'autres compartiments cellulaires. Cette
activité¢ lipide-kinasique catalyse la phosphorylation du MGDG cn MGPDG (MGDG
phosphorylg sur le groupement galactose) et utilise préféreniiellement du CTP comme substrat
nucléotidique. L'activité de cet enzyme, de part son sub;:trat nucléotidique, est dépendante ou
peut-&tre méme régulée de/par la NDPKI soluble du chloroplaste (voir chapitre 5).

Le chloroplaste est le sigge de nombreuses activités biosynthétiques. L'enveloppe
dec celui-ci est notamment impliquée dans la biosynthése des acides gras et des lipides dits
chloroplastiques (voir chapitre 1), Les études des activités enzymatiques liées a fenveloppe du
chloroplaste, au cours désqucllcs nous avons utilis€é des membranes purifiées sclon les
méthodes classiques décrites dans le chapitre 2, ne reflétent pas toujours ce qui se passe i
vive. En cffet, une préparation de membranes d'enveloppes cst une entité que l'on sépare d'un
tout (le chloroplaste} et doat lcs activités enzymatiques ont souvent besoin dudit tout afin
détre réguldes. Un bon exemple illustrant les propos tenus ci-dessus st celui de la
galactolipide: galactolipide galactosyltransférase (GGGT, localisée dans la membrane externe

de Tenveleppe) dont Tactivité nlest plus régulée lorsque lon préparc des membranes
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d'enveloppes. Ainsi, les quantités de diacylglycérol, de monogalactosyl-diacylglycérol et de
digalactosyl-diacylglycérol mesurées dans une préparation de membrane d'enveloppes de
chloroplaste d'Epinard (in vitro) ne correspondent pas anx quantités réelles (in vivo) de ces
trois glycérolipides contenues dans les mermbranes d'enveloppes (Dorne et al., 1982; Douce et
al., 1984). Ces aotenrs ont proposé un traitement & la thermolysine des préparations de
chloroplastes qui permet de digérer la GGGT (la thermolysine a pour effet dhydrolyser les
protéines situdes A la surface de l'enveloppe du chloroplasic sans endommager cetie dernitre)
et ainsi de supprimer Factivité non-régulée de celle-ci lors de la purification des memibranes
d'enveloppes.

En conclusion des faiis cxposés ei-dessus, nous retenons qu'il est indispensable de
s'assuter que les activités enzymatiques mesurées in vitre dans des préparatioos de membranes

d'enveloppes de chloroplaste reflétent bien ce qui se passe in organello.

6.2 But du chapitre

Les études imenées dans ce chapitre serviront essenticllement 3 déterminer:
i} Si les activités lipide-kinasiques mesurées in virre qui sont décrites dans les chapitres
précédents peuvent étre déeelées in organetlo.
i) Si lATP généré par photophospherylation au niveau des membranes thylacoidales peut
servir de substrat aux activités lipide-kinasiques de la membrane de I'enveloppe.
i) Si les activiiés lipide-kinasiques mesurées in organello peuvent étre modulées via des

hormones ou des activatears de transmission de signaux.

6.3 Résultats

Nous avons .toul d'abord voulu déterminer si Ja membrane thylecoidale posséde
également unc ou des aclivités lipide-kinasiques. En effet, sil s'avére que la membrane de
teavcloppe du chloroplaste est la scule strueture de cetie organelle qui exhibe des activités
lipide-kinasiques, nous n'aurens pas 3 isoler par R suite les membranes de Fenveloppe aprds la
phosphorylation in organello dans le but dextraire uniquement les lipides phosphorylés de

cette membrane. La figure 6.1 montre lantoradiographie de Iz séparation par CCM des lipides
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phospherylés de membranes d'enveloppes, de membranes thylacoidales non-purififes et de

membranes thylacoidales purififcs.

Fig. 6.}. Auvloradiographie de ta séparation par
CCM des tipides phosphorylés de membrancs
thytacoidales et d'enveloppes (0.1 mg) incubées
en présence de [¥PJATP 0.01 mM (10 pCi),
Mops 50 mM pH 7.6 et MgCl, 5 mM durani §
minutes 4 23 °C. E: lipides phosphorylés de
membrancs d'enveloppes. Twe: lipides
phosphorylés de membranes 1hylacoidales non-
purifiées. Tz lipides phosphorylés de membrancs
lhylacoidales  purifiées. Pour ftes  délails
concernanl la  préparation des  dillérenles
fraclions membranaires vlilisées, sc réffrer av
chapitre 2.

Sur cette figure, nous observons que les membrancs thylacoidales purifides
conticnnent pas ou peu d'aclivités lipide-kinasigues par rapport aux membranes de l'enveloppe.
Les membrancs thylacoidales non purifiées ¢t qui provicnnent de chloroplastes également non-
purifiés (voir chapitre 2) contiennent une activité PI-kinasique relativement €levée. Celle-ci est
probablement due 2 la présence de contaminations de membranes cxiraplastidiales. Ces
résultats montreat done qu'il 'est pas nécessaire d'isoler la membrane de lenveloppe des autres
metnbranes du chloroplaste dans ke but de déterminer Ics activités lipide-kinasiques de cette
dernitre in organetlo. Nous pouvons dés lors, dans le but de mesurer les activités lipide-
kinasiques dc Ja membrane de l'enveloppe in erganello, phosphoryler des chloroplasics cn
présence de (y-"PJATP puis cn extraire Ics lipides totaux ct analyser ceux-ci par CCM.

Afin de vérifter si les activités lipide-kinasiques de la membrane de T'enveloppe
s'observent €galement in organello, nous avons incubé des chloroplastes en présence de [v-
FpJATP durant 4 ou 12 minutes A une température dincubation de 4°C cu 23°C. La figure 6.2
montre l'autoradiographie de fa séparation des fipides totaux de chloroplaste par CCM aprés
phosphorylation in organello en présence de [y-?PJATP ct 0.05 mM ATP non-radioactif.

123



4°C 23°C

4min 12 min 4min 12 min

FERt

Fig. 6.2, Autaradiographie de la séparation par CCM des lipides de chloroplastes d'Epinard (0.4 mg
chlorophylle) phosphorylés suile b une incubation in erganefio tn présence de [y "PJATP 0.05 mM (10 uCi),
MgClz {0 mM, CaCly 2 mM, sorbitol 330 mM, Mops 30 mM pH 7.6, EDTA-Na; 2mM cf iscascorbale 2 mM
durant 4 ou 12 minutes 2 4°C ou 23°C 2 |'obscurité. Activité spécifique de ATP 2 Cirmmole.

D'ure manitre générale, cette figurc nous montre que la phosphorylation des
lipides de Yenveloppe se déroule &galement in organeilo. Nous constatons aussi quc les
activités lipide-kinasiques sont scnsibles A la température d'incubation. Ainsi, une température
dincubation de 23°C cst plus optimalc gu'une tcmpérature dincubation de 4°C pour les
aclivités lipide-kinasiques catalysant lincorporation de P dans les lipides PA, LPA, Y ct FIP.
Seule I'activité lipide-kinasique catalysant ¥incorporation dc P dans Ic lipide X scmble étre
moins scnsible 3 la température du milicu d'incubation. Un temps d'incubation de 4 minntes est,
contrairement A lincubation in vifro (voir chapitre 4), larpement insuffisant pour obtenir lc
maximum d'incorporation de **P dans les lipides phosphorylés. En cffet, sus la igure 6.2, nous
voyons une trds prande différence dinlensité d'incorporation de P, surtout pour unc
température d'incubation de 23°C, entce les Echantitlons incubés durant 4 minnies ¢1 ceux
incubés durant 12 minutes.

1} £tait important de déicriminer si Vintégrité structurale des chloroplasics pouvait
influcncer lintensité de lincorporation de P A partir de [v-*PJATP dans les lipides
phospliorylés. Dans ce but, nous avons comparé la phosphorylation des lipides de chloroplastes

intacts et brisés incubés cn présence de [7-”P]ATP. La figurc 6.3 illustre le résultat obtenu.
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Fig. 6.3. Avtoradiographie de {a séparation par CCM des lipides
de chloroplastes d'Epinard (0.1 mg chlorophylle) phosphorylés
suitc A une incubation in organello cn présence de I [y ?PIATP
(10 pCi), MgCly 20 mM, sorbitol 330 mM ¢t Mops 50 mM pH
7.6 ou L) [°?PIATP (10 pCi), MpCl, 20 mM et Mops 50 mM
pH 7.6 durant 5 minuies 4 4°C. I. chloroplastes intacts. L:
chloroplastes lysés. CP: chloroplasics. Aclivité spécifiquc de
'ATP 3000 Ci/mmole.

D'une fagon générale, nous remarquons que {intensité de lincorporation de *p
dans tous les lipides phosphorylés de la membrane de fenveloppe varie en fonction de
lintégrité structurale du chloroplaste. En effct, lincorporation de #p dans les lipides X, LPA et
PIP dc chloroplastes brisés est respectivement 2.3, 2.1 et 2.3 fois plus élevée (comptage
Cerenkov) par rapport 2 Fincorporation de *P dans les mémes lipides dc chloroplastes intacts.
Par contre, lincorporation de P dans ks lipides PA et Y de chloroplastes brisés est
respectivement 0.9 ct 0.8 fois plus basse par rapport 4 lincorporation de 2P dans les mémes
lipides de chloroplastes intacts. En ce qui concerne incorporation de P dans le lipide LPIP,
clle est faible voire nulle dans les chloroplastes brisés.

Comme nous lavons mentionné dans le chapitre 5, un léger doute subsiste
concernant la localisation des activités Pl-kinasiques ¢t MGDG-kinasiques an scin de la
membrane de Tcnveloppe. En effet, I'activité PI-kinasique, suivant la présence ou non J'ATP
froid dans le miliew d'incubation, est localisée, soit dans la membrane externe, soit dans la
membrane internc de Tenvcloppe. Quant A lactivité MGDG-kinasique, elle semble étrc
uniformément répartie dans ces deux types de membrancs de lenveloppe. Nous avens
égnlement mentionné dans le paragraphe 6.1 que l'activité GGGT, responsable de la synthése
de DGDG et DAG 2 partic de deux molécules de MGDG, n'était plus régulée dans des
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préparations de membranes d'enveloppes. Ainsi, nous avons traité des chloroplastes avee de Io

thermolysine dans le but de déterminer si un tel traitement:

i) Inhibe Pactivité PI-kinasique et, dans ce cas, démontrerait que la PI-kinase de la membrane

de l'enveloppe se trouve dans la membrane extemne, face au cytosol.

it) Qui inkibe l'activit€ de la GGGT peut, stimuler Tactivité MGDG-Kinasique, étant donné que

des envecloppes provenant de chloroplasies traités 3 la thermolysine contiennent plus de
MGDG.

iii) Inhibe ou active I'activité DG-kinasique.

La figure 6.4 illustre I'effet d'un traitement des chioroplastes par la thermolysine sur
I'incorporation in organelio (A) ou in vifro (B) de **P dans les Lipides de Ia membrane de

I'enveloppe.
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Fig. 6.4. Histogramme représeniant les % d'activationfinhibition de Iincorporation de ¥ a partir de 1y
3P]ATP dans les lipides phosphorylés exlraits de chloroplastes traités A la thermolysine puis phosphorylés in
organeile ou de membranes d'enveloppes {issues des chioropiastes traités A la thermolysiae) phosphorytées in
vitra, par rapport 3 respectivement, l'incorporation de P dans les lipides phosphorylés extraits de chloroplastes
non-traités 3 (a thermolysine phosphorylés in erganello ou de membranes d'enveloppes (issucs des
chioroplastes non-irait€s 3 la thermolysine) phosphoryiées in vitre, # nous parait important de rendre le lecreur
attentif au fait que Uexpression “non-teaité & la thermolysing® signifie que le troitement comprend de ia
thermolysine mais que 'activité protéasique de celle-ci est inhibée par la présencé d'EGTA-Na; 1 mM et
d'inhibitears de protéases (PMSF 0.5 mM, BZA 1 mM, AHA 2 mM).

Nous remarquons que les activités lipide-kinasiques in organeilo, responsables de

l'incorporation de P dans les lipides PA, LPA, PIP et LPIP, sont inhibées lorsque les
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chloroplastes sont traités avec de Ja thermolysine. La plus forte inhibition de Iincorporation de
2p concome les lipides PA {(74% oinhibition) et LPIP (58% d'inhibition). L'incorporation de
2P in organello dans les lipides X et Y ne semble pas ftre influencée par un traitement des
chloroplastes avec de Ia thermolysine. Les activités lipide-kinasiques mesurées in vitre dans des
membranes d'enveloppes issucs de chloroplastes traités 4 la thermolysine, comparées A des
activités lipide-kinasiques mesurées in vitre dans des membranes d'enveloppes non-traitées,
montrent deux types de réponses vis-2-vis dun tel traitement. La premidre réponse esi une
inhibition de lincorporation de P dans les lipides PA (49% d'inhibition), PIP (39%
d'tnhibition) et LPIP (44% d'inhibition); la deuxidéme est une activation de l'ncorporation de P
dans Ics lipides X (71% d'activation) et Y (63% dactivation). De plus, les quantités de MGDG
que nous avons mesurées dans ees deux types de préparations de membranes d'enveloppes sont
trés différentes. En cffet, les membrancs denveloppes issues de chloroplastes traités & la
thermolysine conticnnent 3 3 4 fois plus de MGDG par rapport aux membranes d'enveloppes
issues de chloroplasies non-traités a la thermolysine. Ce résultat suggtre que la GGGT,
hydrolysée aprés un tel traitement, empéche la mnétabolisation non-régulée par celle-ci de deux
molécules, A savoir la transformation de deux MGDG ¢n DGDG et DAG durant {isolement
des membranes d'enveloppes (voir paragraphe 6.1).

La figure 6.5 illustre l'effet d'un inhibiteur de PI-3-kinase sur la phosphorylation in

organello des lipides de 1a membrane de 'enveloppe.

Wortmannin

Fig. 6.5. Autoradiographic de la séparation par
CCM des fipides de chloroplastes ¢'Epinard (0.2
mg chiorophylle) phosphorylés suite a une
incubation in organetlo en présence de (- 2pJATP
(10 pCi), MgCh 10 mM, sorbitol 330 mM, Mops
S0 mM pH 7.6 ¢t 10 UM wortinannin 3 4°C
pendant 5 minutes. —: chlosoplastes incubés en
absence de worimannin. +: chloroplasies incubés
en présence de 10 pM wortmannin. La flache (=)
indique la position du lipide PIF  domt
lincorporation de ™ est fortement inhibée par ta
worlmannin.  Activité  spécifigue de TATP 2

Cifmmole.
Sur  cette figure nous

observons que l'activité Pl-kinasique (in organello) de la membranc de lenveloppe est trés
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fortement inhibée (93% dinhibition, comptage Cerenkov) par la wortmannin. Les antres
activités lipide-kinasiques (in erganello) sont beaucoup moins inkibées par la présence de 10
puM wortmannin (de 15 2 40% d'inhibition, comptage Cerenkov).

Nous avons déterminé dans quclle mesure 'ATP généré par photophosphorylation
pouvait &tre le substrat des différentes activités lipide-kinasiques de la membrane de
'enveloppe. A cette fin, nous avons incobé des chloroplastes intacts & la lumitre pendant 5
mintes en présence de Pl et de NaHCO;. La figure 6.6 illustre I'autoradiographic de la
séparation par CCM des lipides marqués radioactivement au **P de chloroplastes pliosphorylés
in organeflo par du [y-"'PJATP généré par photophosphorylation ¢n présence de *Pi, de
NaHCO; et de lumitre on du [y-"FJATP donné artificiellement.

Fig. 6.6. Autoradiographic dc |a séparation par CCM
des lipides de chloroplastes d'Epinard (0.i2 mg
chlorophylic) phosphorylés suite & une incubation i
arganeile en présence de [ PIATP (10 uCh), MgCl,
10 mM, sorbirol 330 mM, Mops 50 mM pH 7.6 &
Pobscurité 4 4°C ou de PPi (50 uCi), MgCl; 10 mM,
sorbitol 330 mM, Mops S0 mM pH 7.6 ¢t NaHCO, |
mM & Iz lumidre 307000 lux (1 Ix (Jux} = | candéla x
stéradian x m?, dans Tunit¢ SI) 2 20°C. Pour
comparaison, nous indiquons que Ia lumitre du soleil
cst £gale & [00'000 lux et que l'obscusité alteinte lors
de nos cxpéricnees éait de < 2 Ix. Le temps
d'incubation est de 5 minutes.

Sur cette figure les lipides PIP et LPIP apparaissent moins fortement ou pas du
tout marqués lorsqu'on phosphoryle des chloroplastes en présence de Pi. Nous ne ponvons
comparer les deux types d'incubations étant donué qu'elles diffdrent fortement; eependant, nons
pouvons eomparer les rapports de lincorparation de **P dans un Lipide/Iincorporation totale de
2P dans les Tiptdes marqués dons les mémes conditions avec les mémes rapports mesurés dans
I'autre condition d‘incubatior'a. Ainsi, dans la condition dineubation avee le *Pi, I PA
représente Jes 30%, le LPA les 23%, ke lipide X les 29%, le lipide Y les 17% ct le PIP les ~[ %
de lincorporation totale de P dans les lipides phosphorylés; par contre, dans la condition
d'incubation en présence de [v-"’PJATP, Ic PA représente les 5%, ke LPA les 13%, le lipide X
les 47%, le lipide Y les 30%, le PIP les 3% et le LPIP les 2% de lincorporation totale de *’p
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Nous avons également testé Feffet du mastoparan (un activateur de protéines G)
sur lincorporation in organello de Tp dans les hipides phosphorylés de la membrane de
enveloppe du chloroplaste. La figure 6.8 illustre par un histogramme l'effet du mastoparan sur

les activités lipide-kinasiques de l'enveloppe.

Mastoparan
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Fig. 6.8. Effet du mastoparan sur I'incorporation in organello de P dans les quatres lipides phesphorylés
majeurs du chloroplaste. Le milien d'incubation conticnt des chloroplastes d'Epinard (0.12 mg de chlorophylle),
du P'Pi (50 uCi), MgCly 10 mM, sorbitol 330 mM, Mops 50 mM pH 7.6 ¢t NaHCO; § mM et se déroule 3 la
Tumitre 30'000 fux & 20°C durant 5 minutes. Le graphique représente le % d'activation de Fincorporation de 2P

par repport 4 un imoin sans mastoparan dans le milien d'incubation. Mastoparan: mastoparan 10 uM. Ces
expériences ont €18 réalisées que deux fois.

Nous constatons que ¢e composé a un effet trés positif sur la phosphorylation in
organello des lipides de lenveloppe du chloroplastc d'Epinard. L'effet stimulateur du
mastoparan, mesuré in vitro, sur les activités lipide-kinasiques de la membrane de l'enveloppe
(voir chapiire 5) est donc épalement obscrvé lorsquon phosphoryle des chloroplastes in
organello en présencc de *Ipi. Nous n'avons pas mentionné Ieffet dc ce composé sur
lincorporation de **P dans le PIP, car I'activité PI-kinasique (in organello en présence de “Pi)

cst trop faible pour étre comparée dins ces deux conditions (+ mastoparan} d'incubation.

6.4. Discussion
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D'une manitre générale ce chapitre nous permet d'affirmer que les activités Ipide-
kinasiques observées jusqulici in vitro dans les membrancs de Tenveloppe du chloroplaste
sexpriment égalcment in organello. Les résultats oblenus dans ee chapitre permettent de tirer

les conclusions suivantes:

1) Les activités lipidc-kinasiques mesurées in organello dons les cliloroplasies sont localisées
uniquement dans Ia membrane de I'enveloppe. En effet, sclon la figure 6.1, les membranes
thylacoidales nc conticnnent pas d'activité lipide-kinasique, et lcs éventuclles traces d'activités
décelées sont certainement dues i des contaminations des membrancs thylacoidales par des
membranes d'cnveloppes. En effet, Rawyler et al. (1995) ont démontré quc malgré la
purification des mcmbranes thylacoidales, celles-ci contienment toujours ~1% de

contaminations par des membranes d'enveloppes.

2) Les activités lipidc-kinasiques, mesurées in organello en présence de [y-"PJATP, sont
sensibles 3 Ja température d'incubation (figure 6.2). Ces activités nécessitent un lemps
d'incubation plus long (12 minuies), en comparaison des activités mesurées in vitro (chapitre

4), pour atteindre un maximum d'incorporation de **P dans les lipides phosphorylés.

3) L'intensité des activités lipide-kinasiques mesurécs in organello en préscnce de [y-*PIATP

dépend, dans une certainc mesure, de I'intégrité structurale du chloroplaste (figure 6.3).

4) Les résultats obtenus par le traitement des chloroplastes par Ia thermolysine (voir figure 6.4)
suggdrent que lesctivité Pl-kinasique dc Ja membrane de Yeaveloppe sc situe sur Ia face
cytosolique de la membrane externe. En cffet, Ia thermolysine hydrolyse les peptides qui se
trouvent i la sucface du chloroplaste; lichibition de Factivité PI-kinasique suitc & un traitement
des chloroplastes par la thermolysine suggére donc que celle-ci est hydrolysée par cette
protéase.

L'inhibition de l'activité DG-kinasique, mesurée in organello, suite au méinc traitement est
difficilement cxplicablc. Cette activité lipide-kinasique sc situe dans la membrane interne de
lenveloppe du chloroplaste (chapitre 3 et 5) et ne devrait logiquement pas étre hydrolysée par
la thermolysine. Si tel est le cas, alors, I'inhibition de Incorporation de P dans le PA signale
peut-8tre la présence d'un cofacteur protéique de la DG-kinase situé dans lo membrane externe

de l'cuveloppe. On peut également imaginer quc le wraitement par la thermolysine affecte d'une
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mani¢re ou d'une autre (digestion du transporteur ADP/ATP) le transport de ATP vers In DG-
kinase situde dans la membrane interne de l'envelappe. Nous pouvons également supposer que
Ia thermolysine hydrolyse les enzymes impliqués dans la biosynthése du diacylglyeérol dans Ia
membrane cxterne. Alnsi, durant heure d'incubation en présence de thermolysine, plus aucune
moléeule de diacylglycérol ne serait produile. Nous pouvons alors imaginer que le pool
endogne de diacylglycdrol diminuerait rapidement ¢t que cette diminution de subsizat serait 3
l'origine de l'inhibition de l'activité DG-kinasique observée.

La stimuluion de lactivité lipide-kinasique respoasable de lincorporation de *P dans les
lipides X et Y, mesurée in vitro dans des membranes d'enveloppes issucs de chloroplastes
traités 3 la thermolysine, confirme lidentité de cette lipide kinasc comme étant une MGDG-
kinase. En effct, nous avons mentionné que les membranes d'enveloppes issues des
chloroplastes traités 3 la thermolysine conticnnent 3 3 4 fois plus de MGDG. Ainsi un tel
traitement augmente i pool de substrat endogdne pour la MGDG-kinase ¢t conduit, par
conséquent, 2 une augmentation de lincorporatian de P dans les lipides X et Y.

Les enveloppes issues de chloroplastes traités & In thermolysine contiennent également moins
de diacylglycéral par rapport aux membranes d'enveloppes isolées de chloroplastes non-traités
4 la thermolysine. En effet, [hydrolyse de Ia GGGT a pour conséquence de diminuer Ia quantité
de DGDG et de DAG produits par cet enzyme, Comme nous lc voyoes sur la figure 6.4,
lincorporation de *P dans le PA est inhibéc in vitro par un traitement 3 la thermolysine. Cetlc
inhibition serait done la conséquence indirecte du traitement des chloroplastes avec de la
thermolysine qui provoque une diminution de la quantité de DAG dans la membranc de
T'enveloppe.

La diminution de I'activité PI-kinasique dans des membranes denveloppes issues dc
chloroplastes traités & [a thermolysine, par rapport 3 des enveloppes isalées 4 partir de
chloroplastes non-traités, indique clairement que cette activiié se trouve dans la membrane

externe {coté cytosolique) de l'enveloppe.

5} L'inhibition de-Tactivité PI-kinasique, cn pré;cncc dun inhibitcur de PI-3-kinase {figure 6.5},
suggdre la présence soil dune activité PE-3-kinasique, ou alors d'unc activité PI-4-kinasique
senasible & la wortmannin (Meyers et al., 1997), dans les membrancs d'enveloppes. Cetle
observation correspond aux résultats obtenus au sujet de la présence d'une activité PI-3-

kinasique dans les membranes d'enveloppes (voir chapitres 3 et 4),
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6) La plupart des activités lipide-kinasiques de la membranc de Tenveloppe {(DG-kinase et
MGDG-kinasc) utiliscat 'ATP généré par la photophosphorylation dans le chloroplaste (figure
6.6). Seulc la PI-kinase de la membranc de lenveloppe a de la peine 3 wiiliser fATP produit
dans lc chloroplaste comme substrat nucléotidigue. Inversement, IATP fourni par voie
exogéne, s'il est un bon substrat pour la Pl-kinase, l'est neltement moins pour la DG-kinase.
Ces résultats suggerent que les activités de ces enzymes, mesurées in organetlo, dépendent
fortement du transport de FATP via e transporteur ATP/ADP de la membranc de lenveloppe
¢t de la localisation de celles-ci dans Jenveloppe. On peut ¢n eifet imaginer que dans le cas de
la phosphorylation in organetio, le {y-"PIATP produit par photophosphorylation reste
principalement & lintéricur du chloroplaste car le milieu extérieur (milicu d'incubation) ne
conticnt pas ADP qui permettrait, via le transporteur ATP/ADP, une sortic de fy-’PJATP.
Ainst, le {v-?PIATP produit par photophosphorylation ne pourra pas (ou que trds peu) entrer
cn coontact avec la Pl-kinase, Inversement, le ['y-”P]ATP fourni dang lc milieu d'incubation
n'entrera que trés peu dans le chloroplaste via le transporteur ATP/ADP. En fait, l'entrée de [y-
%P)ATP dépendra principalement de la quantité 'ADP contenue dans le chloroplasie. Ainsi,
ce seront principalement les kinases situées dans la membrane externe ou lespace
intermembranaire qui pourront utiliser le [y-“P]ATP contenu dans Je milieu d'incubation. Ea
définitive, nous pouvons situer une kinase dans lenveloppe (membrane interne, membrane
externe, cspace intezmembranaire) suivant 'activité de celle-ci en fonction de la localisation de
la source de [v-PJATP fournic. Ainsi. selon los résultats obtenus dans la figure 6.6, nous

confirmons que:

i) La DG-kinase sc situc dans la membrane interne (facc interne, car elle cst peu active cn

présence de [v-*PJATP exogine).
ii) La Pl-kinasc se situc dans 1a membrane extemc {coté cytosolique, voir point 4).

1i1y La MGDG-kinase s¢ silue entre ces deux membranes, soit dans Vespace intermembranaire,

soit au niveaw des sites de contact ou alors dans les deux membrancs.
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Ces résultats nous permettent de penser gu'in vivo lactivité des lipides kinases de la membrane
de l'enveloppe du chloroplaste dépend fortement de I'état énergélique (ATP/ADP x Pi) du

chloraplaste,

7) Les lipides X et Y incorporent rapidement {dans les premitres sccondes) du P in organello
3 partir de (y-*P)JATP produit de manitre endogéne par photophosphorylation, puis subissent
une déphosphorylation aprés deux minuies d'incubation (figure 6.7). Ce mécanisme rapide de
phosphorylation puis déphosphorylation suggdre que ees lipides sont impliqués dans des
mécanismes de transmission de signaux liés & la photophosphorylation. On pewt en effet
imaginer que le chloroplaste utilise ees deux lipides comme messagers reflétant son état
d'énergétisation. Ainsi, le reste de la cellule serait informée sur l'activité métabolique du
chloroplaste via un signal véhiculé par ces deux lipides.

La lipide kinase respansable de Tincorparation de P dans les lipides X et Y semble &tre la
méme. En effet, ces deux lipides ont une einétique dincorporation du **P trés semblable durant
les deux premitres minutes dincubation. Par eontre, la déphosphorylation de ces deux lipides
est différente; elle est plus rapide pour le lipide X que pour le lipide Y. La disparition du lipide
X peut &ire expliguée de deux fagons:

i) Le lipide X est déphospharylé par une phosphatase spécifique. Dans ce cas, il fant que la
lipide kinase, responsable de lincorporation de **P dans le lipide X, diminue d'activité aprés
deux minutes; ou que Ia lipide X phosphatase soit stimulée de telle sorte gu'aprés deux minutes

d'incubation, elle posséde un "tumover” plus grand que Ia lipide kinase.

ii) Le Lpide X est métabolisé (catabolisé) en Lipide Y. Ceite hypothése sous-cntend que la
lipide kinase, responsable de Fineorporation de P dans le lipide X, diminue d'activité aprés
deux minutes d'incubation, et que le lipide X est métabolisé, via unc lipase A; ou une lipide X-

kinase, en lipide Y (voir ehapitre 5).

Les lipides PA et LPA incorporent le **P de maniére beaucoup plus lente que les lipides X et Y
et nécessitent un temps d'ineubation de plus de 16 minutes pour atteindre le maximum
dincorporation de P (fig. 6.7). La lipide kinase, responsable de lincarporation de P dans les
lipides PA et LPA, est probablement la méme, malgré le fait que ees deux lipides n'ont pas

exactement la méme einétique dincorporation du *P (le LPA apparait plus rapidement que le
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PA). Selon le chapitre 4, l'incorporation de **P dans ces deux lipides varie de la méme fagon en
fonction de divers facteurs chimiques et physiques. Néammoins, nous ne pouvons pas
déterminer de manidre siire si le LPA est plutSt issu du PA via une phospholipasc A;, ou du
lysoDAG via la DG-kinasc ou une lysoDAG-kinase. Les résultats obtenus dans le chapitre 4,
ainsi que ccux obtenus en incubant des membranes d'enveloppes (chapitre 5) et des
chioroplastes (figure 6.8) avec du mastoparan (un activateur des protéines G et des lipases), o@t
Ton voit que Fincorporation de P dans lc LPA est plus fortement stimulée par un tel
traitement que lincorporation de P dans lc PA, suggdrent plutdt que le LPA est issu du PA

via unc phospholipase A;.

8) Le mastoparan peut également moduler la phosphorylation in organello des lipides de la
mcmbrane de Tenveloppe. Cet cffet stirmulateur du mastoparan est intéressant si I'on stipule que
lcs activités lipide-kinasiques sont impliquées dans des processus de transmission de signanx
(voir chapitre 5). Dc plus, Factivation de lincorporation de 2p dany les lipides LPA ot Y est
plus importante que daus les lipides PA ¢t X, Cette différence de stimulation indique quc les
lipides LPA et Y sont probablement les produits d'une phospholipase A; (PLAg)ou Lipase A,
En cffet, lc mastoparan est un activateur des protéines G et également des lipases (Argiolas ct
al., 1983).

Au terme de ce chapitre nous pouvons confirmer que les activités lipide-kinastques,
mesurées in virro dans les membranes de I'enveloppe du chloroplaste (chapitre 3, 4 ct 5), sont
également détectables in organello svite & une incubation de chioroplastes cn préscnce de p
et de lumigre. Ces activités utilisent pour la plupart (DG-kinase et MGDG-kinasc) FATP
produit par photophasphorylation tandis gue d'antres (PI-kinase, LPI-kinase), se situant sur la
face externe de la membrane cxterne de Fenveloppe, utilisent préférentielement 'ATP cxogéne.
Ce phénomine est certainement li€ au transport d'ATP via fe translocateur d'ATP/ADP de la
membrane de Fenveloppe. En effet, la sortic de [y-7P]ATP, formé par photophosphorylation
dans le chloroplaste, est probablement faible, voire nulle, étant donné que lc milien d'incubatior:
nc contient pas ¢'ADP. Les activités lipide-kinasiques semblent &tre régulées par des
mécanismes impliquant l'action de protéines de type G. Cette dernigre observation suggére
fortement quc des activités lipide-kinasiques de la membrane de l'enveloppe du chloroplaste

sont impliquées dans des processus de transmission de signaux.
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CHAPITRE 7

Discussion générale et projets futurs

7.1. Quelques réflexions générales sur l'ensemble des résultats consignés dans ce

Mémoire

A notre connaissance, il sagit de la premitre éiude détaillée consacrée 4 ha
phosphorylation in vitro et in organello des lipides de l'enveloppe du chloroplaste d'Epinard.
Les résultats obtenus dans ce travail répondent aux buts que nous nous étions fixés (voir
chapitre 1). Ainst, nous pouvons affirmer que:

A) Les membranes d'enveloppes du chloroplaste recdlent au moins irois activités lipide-
kinasiques (DG-kinase, PI-kinase et MGDG-kinase).

B) Les activités lipide-kinasiques ne sont pas répartics de manitre uniforme dans les deux
membranes de I'cnveloppe.

C) Chacune de ces activités dépend de divers paramétres physiques ¢t chimiques.

D) Ces activitds sont probablement impliquées dans des mécanismes dc transmission de
signaux.

Les lysodérivés LPA, LPIP des lipides phosphorylés PA, PIP suggtrent fortement
qu'une phospholipase A; ou uae lipase A, est préseate dans Jles membranes d'enveloppe.

Dans ¢c travail, nous avons £galement mis en évidence un nouveau type d'activité
lipide-kinasique. Les résultats obtenus dans le chapitre 5 nons indiquent qu'il s'agit trds
probablement d'unc activité MGDG-kinasique qui produit du MGPDG. Si nous somimes aussi
prudents dans notre manitre d'affirmer quil s'agit d'une MGDG-kinase, c'est que jusqu'a
présent aucun travail n'a fait état ni d'unc telle activité kinasique, ni de la présence dun tel
lipide phosphorylé. Unc preuve définitive concernant lideatité du lipide X ne pourra étre
apportée gu'une fois cc lipide analysé par spectroscopie de masse comme Wissing et al. (1993)
lont fait pour le lipide PPA. A notre avis, cctte activité lipide-kinasique, spéeifique aux

memmbranes d'enveloppe du chloroplaste, mérite une attention particuliére. En effet il s'agit de [a
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premigre fois que lon fait état d'une activité lipide-kinasique, voire m€me d'woc activité
kinasique, dont le substrat préférenticl cst le CTP. De surcroft, cette activité peut &tre
indirectement (voire mfme directement) modulée par Ja NDPKII. Cet enzyme semble étre
également activé par des protéines G. Ces derniers faits suggstent fortement que cette MGDG-
kinase est impliquée dans des processus de tramsmission de signaux. 11 reste maintenant
€lucider, comme e'est &galement le cas pour les autres activités lipide-kinasiques de la
membrane de l'enveloppe, le réle cxact joué par cette activité Lipide-kinasique dans l'enveloppe

du chloroplaste.

7.2. Projets futurs

Comme mentionné ei-dessus, les résultats que nous avons ebtenus prendront toute
leur signification lorsque le role physiologique de ces activités lipide-kinasiques au sein du
ehloroplaste sera micux compris. Dans eet ordre d’idée, nous pourrions proposer les projets de

recherehes suivants:

A) Isoler et cloner ics Jipides kinascs qui phosphorylent le DG, le PI. Mentionnons que des
cssais préliminaires d'immunodéteetion de lipides kinases & I'aide d'anticorps anti-DG-kinase de
E.coli, anti-PI-4-kinase humaine sensible 4 la wortmannin et 2 fanti-PI-3-kinase (vps 34 de C.
elegans) nous ont permis d'identifier plusieurs protéines lipides kinascs potenticlics dans les
membrancs de 'enveloppe. Ainsi 'anticorps anti-DG-kinase reconnalt une protéine de 19 kDa
et une protéine de 14 kDa situées prineipalement dans la membrane interne de l'enveloppe.
Quant aux anticorps anti-PI-kinase, ils reeonnaissent une protéine de 110 kDa et également
une autre de 75 kDa.

A rotre avis, tenter de purifier ees activitds lipide-kinasiques A partic de membranes
denveloppes m'est pas Ja bonne voic expérimentale pour ientifier ees enzymes. 11 nous semble
plus judicicux d'epter pour une approche utilisant les outils de la biclogie moléculaire afin
d'isoler les génes codant pour la DG- et Pl-kinase de lenveloppe du chloroplastc ct ainsi
déterminer quelles protéines de lenveloppe du chloroplaste sont responsables des activités

lipide-kinasigues.
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B) Purifier la MGDG-kinase, la séquencer et obtenir le géne codant 3 I'aide d'une sonde

nucléotidique synthétisée & partir d'une séquence intemc 1 1a protéine.
C) Une fois isolés, étudier les caractéristiques biochimiques de ces enzymes (lipides kinases).

D) Produire des anticorps contre ces enzymes et déterminer par immunofluorescence et

immunocytochimie Ia Jocalisation exacte de ces protéines dans les membranes du cliloroplaste-

E) Etudier la phosphorylation de ces lipides in vivo en incubant des (euitles entigres d'Epinard
en présence de pj et de lumidre. Varier los paramdires du milien d'incubation (lumidre,
hormones, phosphate, osmolarité, CG, etc...}) et observer les variations du degré de

phospharylation des lipides au nivean dc Ja membranc de l'enveloppe du chloroplaste.

F) Etudier !a variation des activités lipide-kinasiques in organello de Tenveloppe du
chloroplaste en fonction de limport protéique, du transport de phosphate, du transport de

divers métabolites, d'un stress osmotique, de la présence d'hormones végétales, cte.

G) Incuber des chlaroplastes en présence de wortmannin et étudier l'effet de eet inhibiteur des
activités PI-3-kinases sur les fonctions physiologiques du chlioroplaste (importation ct

exportation de métabolites, import de protéines, biosynthése, photosynthésc, cte...).

A Theure actuelie, seul un de ces projets st en cours de recherche au Laboratoire
de Physiologic Végétale. Ii s'agit d'unc expérience qui tente d'établii_un lien entre Fimport
protéique ct la phosphorylation du lipide X (MG"DG).

A mon grand rcgret et par la force des choses, il apparait que les projets mentionnés ei-dessus,
qui seraient la suite logique du travail de thése qui m'a maintenu en haleine durant pas moins de
quatre années, ne sont pas réalisables. En effet, 1a fin de mon travail de thése coincide avec un
changement radical d'orientation de recherche au sein du Laboratoire de Physiologie Végétale
de Neuchitel. En effet, lc Professevr P.A. Siegenthaler directenr de ma thése, a passé o

"témoin" i son successeur, le Professeur E. Martinoia.
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Abréviations

A:
ADN: acide desoxynbonucléique
ADP: adénosine diphosphate
ARN: acide ribonucléique
ATP: adénosine triphosphate
[v-?P]ATE: adlénosine triphosphate avee du *P en position y
B:
BPG: bisphosphatidylglycérol
BSA: albumine sérique dc boeuf
C:
CCM: chromatographic sur couche mince
CCMHP: chromatographie sur couche mince de haute performance
CDp: cytidinc diphosphate
CDP-DAG: eytidine diphosphate-diacylglycéral
chl: chlorophylle
CMP: cytidine monophosphate
CTP: cytidine triphosphate
[1-PICTE: cytidine triphosphate avee du *P en position ¥
D:
DAG: diacylglycérol
DG: diacylglycérol
DGDG: digalactosyldiacylglycérol
DGPP: diacylglycérol pyrophosphate
DTT: dithiothréitol
E:
EDTA-Nay: éthylene diaminc tétra acétate de sodium
EF-lo: "elongation factor 1o
EGTA-Na;: éthylene glycol-bis{B-aminométhyléther)tétra acétate de sodium
F:
FAD: flavine adénine dinucléotide
G:
GGGT: galactolipide-galactolipide galactosyl transférase
GP: glycérophosphate
GPC: glycérophosphorylcholine
GPG: glycérophosphorylglyeérol
GPL glycérophosphorylinositol
GPIF: glycérophosphorylinositol 4-monophosphate
GPIP;: glycérophosphorylinositol 4,5-bisphosphate
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GPS: glycérophosphorylsérine

GTP: guanosine triphosphalte
H:
Hsp: "heat shock protein”
I
IEF: "inner envelope protein®
Ins: inositol
10D: densité optique intégrée
K:
kDa: kilodalton
L:
LHC: "light harvesting complex”
LPA: acide lysophosphatidique
LPL: lysophosphatidylinositol
LPIP: lysophosphatidylinositol 4-monophosphate
LRA: lipase de Rhizopus arrhizus
LS: "large subunit™
M:
MES: acide morpholinoéthane-sulfonique
MGDG: monogalactosyldiacylglyedrol
MGFDG: monogalactosylmonophosphate diacylglycérol
MG DG: monogalactosylpyrophosphate diacylglycérol
Mi: mecmbranc inteme de Fenveloppe du chloroplaste
Mops. acide morphalinopropane-sulfonique
MP: membrane plasmique d’Epinard
Mx: mecmbranc extemne de I'enveloppe du chloroplaste
N:
NADPH: nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, forme réduite
NDPK: nucléoside diphosphate kinase
O:
0: origine de migration
OEP: “ouler envelope protein”
P:
PA: acidc phosphatidique {phosphatidate)
PAF: "platelet activating factor"
PAGE: “polyacrylamide gel clectrophoresis™
PAP: “proton transport activating phospholipid™
PC: phosphatidyleholine
PE: phosphatidyléthanolamine
PEL pelyéthylénimine
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PG:
PI:
Bipj,
PIK-A49:
PIP:
PIP;:
PKC:
PLA:I
PLC:
PLD:
PPA:
PS:
PSI:
PSII:

R:
RE:
Rf:
RubisCO:

S:
3DS:
s
SQDG:
$S:

T:
TEMED:
Tricine:
Tris:
TX-100:

U:
UDP:
UTP:
y-¥PJUTP:
uv.

X:
XDP.
XTP:

phosphatidylglycérol
phosphatidylinositol

isotope radioactif de I'orthophosphate
"phosphatidylinositol-kinase activating protein 49"
phosphatidylinositol 4-monophosphate
phosphatidylinosital 4,5-bisphosphate
protéine kinase C

phosphliipase Az

phosphalipase C

phospholipase D

diacylglycérol pyraphosphate
phaosphatidylsérine

photosystéme I, Pago

photosysiéme I, Pgso

réticulum endoplasmique
"retention factor™
ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase-oxygénase

sodium dodecyl sulfate
“standard nomenclature”
sulfoquinavosyldiacylglycérol
"small subunit”

tétraméthyl-&thylRnediamine
N-tris-(hydroxyméthyl)}-méthylglycine
N-tris-(hydroxyméthyl)-aminoméihane
triton X-100

uridine diphosphate

uridine triphosphate

uridine triphosphate avec du *P en position
rayon ultraviolet ’

nucléoside diphophate quelcongue
nucléoside triphosphate quelconque
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