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Tentative

Entre

Ce que je pense,

Ce que je veux dire,

Ce que je crois dire,

Ce que je dis,

Ce que vous avez envie d’entendre,

Ce que vous croyez entendre,

Ce que vous entendez,

Ce que vous avez envie de comprendre,
Ce que vous croyez comprendre

Ce que vous comprenez,

Il y a dix possibilités qu’on ait des difficultés a communiquer.

Mais essayons quand méme...

Bernard Werber, Encyclopédie du savoir relatif et absolu
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Figure 1. Origine de la théorie cellulaire. En 1665, Robert Hooke décrit un certain nombre d'objets
observés a l'aide d'un microscope rudimentaire de sa fabrication (dessin de gauche). Il observe un
fragment d'écorce et découvre une multitude de petites chambres qu'il nomme « cellules » (dessin de
droite). Les structures observées correspondent aux parois cellulaires des cellules mortes du liege.
D’apres, Micrographia, 1665.
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Figure 2. Photographie obtenue aprés observation en microscopie électronique des membranes
plasmiques de deux cellules voisines observées au niveau de leur zone de jonction. La membrane
plasmique apparait comme une région dense aux électrons (sombre). Deux feuillets, d’'une épaisseur
totale de 7-10 nm, sont visibles.



En 1665, Robert Hooke utilise ses connaissances en optique pour fabriquer I'un des
premiers microscopes a lentilles. Avec cet outil, il observe des coupes de liege et constate un
assemblage de milliers de petites sous-unités qu’il baptise « cellules » (par analogie avec les
chambres contigués des moines) et définit comme la plus petite unité structurelle du vivant
( ). Ainsi naquit la théorie cellulaire. C’est en 1675 que le naturaliste Antonie Van
Leeuwenhoek, premier a construire des microscopes en utilisant des lentilles biconvexes plus
performantes, observe des micro-organismes ciliés (protozoaires) et les appels
« animalcules ». Suites aux nombreuses observations de leurs prédécesseurs, en 1839, un
botaniste et un zoologiste (Matthias Schleiden et Théodore Schwann) établissent deux grands
axiomes de la théorie cellulaire selon lesquels tous les étres vivants (plantes et animaux) sont
faits de cellules, et réaffirment que les cellules sont la plus petite unité du vivant. C’est Rudolf
Virchow en 1858 qui rajoute le troisiéme axiome « Omnis cellula es cellula » signifiant qu’une
cellule ne peut étre engendrée que par une autre cellule. La découverte de ce dénominateur
commun a tous les étres vivants a provoqué le développement d’outils optiques de plus en
plus avancés afin d’en percer le fonctionnement. Mais I’observation de si petits objets dépend
de I’évolution technologique et de ses limites. C’est pour ca qu’il faudra attendre 1932 et

I’invention du microscope électronique pour étudier la structure fine des cellules.

L’élément commun a toutes les cellules est la membrane plasmique (MP) dont
I'universalité est comparable a celle de 'ADN. La MP a longtemps été percue comme une
simple séparation entre I'intérieur et I'extérieur de la cellule ; elle est, en fait, une véritable
interface dynamique permettant la détection et la réponse a des signaux environnementaux

biotiques et abiotiques.

1.1 La composition de la membrane plasmique

De la méme maniére que les avancées technologiques ont permis une meilleure
compréhension de la notion de cellules, elles ont accompagné des théories successives
concernant la composition de la membrane plasmique. Ainsi, Gorten et Grendell, en 1926, ont
observé que la quantité de lipides composant les érythrocytes hémolysés supposait une
disposition en double couche sur toute la surface de ces derniers. La microscopie électronique
a parallélement permis d’observer la présence d’une membrane plasmique de 6 a 10 nm
d’épaisseur chez toutes les cellules et de confirmer le modéle de la double couche lipidique

( ).






1.1.1Les lipides membranaires

Les lipides sont des corps gras insolubles dans I'eau et solubles dans les solvants
organiques non polaires. Ils sont constitués d’une téte polaire hydrophile et d’'une chaine
d’acide gras hydrophobe, ce qui en fait des molécules amphiphiles. Les lipides sont
extrémement divers et, sur une cellule unique, on peut en compter plus de 1000 especes
différentes (Van Meer, 2005). Les techniques les plus répandues pour évaluer la diversité des
composants lipidigues membranaires sont la chromatographie sur couche mince (TLC), la
chromatographie phase gazeuse (CPG) et la chromatographie phase liquide a haute
performance (HPLC). Pour des analyses plus fines, la CPG et la HPLC peuvent étre couplées a

un spectrometre de masse.

1.1.1.1 Les phospholipides

Les phospholipides font partie des lipides majoritaires de la MP. Par exemple, chez les
cellules de tabac, ils représentent 30 % des lipides de la MP (Cacas et al, 2015). La
phosphatidylcholine (PC) et la phosphatidyléthanolamine (PE) sont les phospholipides majeurs
des MP végétales (Mongrand et al, 2004).

La synthése des phospholipides est réalisée au sein du réticulum endoplasmique (RE ;
Ohlrogge & Browse, 1995) et commence avec |’acide phosphatidique (PA). Ce dernier est
produit par deux réactions d’acylations au niveau des C1 et C2 du glycérol-3-phosphate et
servira de précurseur a la synthése de tous les autres phospholipides. Cette caractéristique
fait du PA un régulateur de la synthése des autres phospholipides (Testerink & Munnik, 2011).
Le PA peut également étre obtenu par action des phospholipases D sur les phospholipides
préexistants ou par exemple, par action d’une diacylglycérol kinase sur le diacylglycérol (DAG,
Wang, 2006).

La premiére étape permettant la formation des autres phospholipides est la production
de DAG puis de cytidine diphosphate diacylglycérol. Les différents phospholipides seront
ensuite formés selon trois voies différentes le long desquelles I'attribution de tétes polaires

phosphatées différentes participera a leur diversité :

- Une voie dérivée de la cytidine diphosphate diacylglycérol permet la formation de

phosphatidyl inositol (Pl), phosphatidyl sérine (PS) ou phosphatidyl glycérol (PG)
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Figure 3. Structure générale des phospholipides les plus communs et des tétes polaires qui leur
sont associées. Les phospholipides sont constitués de deux chaines d’acides gras (en orange)
estérifiées en position C1 et C2 d’un glycérol (en bleu). Les chaines d’acides gras peuvent varier en
longueur et en niveau d’insaturation. Un groupement phosphate est attaché au glycérol par une
liaison phosphodiester au niveau du C3. Un groupement polaire (en gris) lui est lié. Les
groupements polaires les plus communs sont I’hydrogene (PA), I’éthanolamine (PE), la choline (PC),
la sérine (PS), le glycérol (PG), le phosphatidylglycérol (CL) et I'inositol (Pl). Modifié d’aprés Danne et

al, 2014.



- Une voie dérivée du DAG génére la PC et la PE

- La derniére voie de formation passe par des échanges de téte polaire entre
phospholipides (Bohn et al, 2001 ; Brown & DuPont, 1989 ; Grandmougin et al,
1989 ; Lynch & Steponkus, 1987 ; Norberg & Lijenberg, 1991 ; Palta et al, 1993 ;
Uemura et al, 1995 ; Uemura & Steponkus, 1994 ; Wright et al, 1982 ; Yoshida et al,
1986).

Les phospholipides sont donc formés a partir d’un squelette de glycérol estérifié par des
acides gras, sur lequel une téte polaire phosphatée est fixée ( ). Ces lipides sont trés
divers de par les différentes tétes polaires existantes. Leur représentativité respective est, elle
aussi, trés variable : par exemple, le PA, le Pl, la PS et le PG représentent 20 a 35 % des
phospholipides totaux alors que la PE et le PC, qui sont les phospholipides majoritaires chez
les cellules végétales, représentent 65 a 80 % des phospholipides (Wright et al, 1982 ; Brown
& DuPont, 1989 ; Grandmougin et al, 1989 ; Lynch & Steponkus, 1987 ; Norberg & Lijenberg,
1991 ; Palta et al, 1993 ; Uemura et al, 1995 ; Uemura & Steponkus, 1994). Enfin, la partie
hydrophobe des glycérophospholipides, qui correspond aux deux chaines d’acides gras
( ), est-elle aussi extrémement variable (longueur et nombre de doubles liaisons,
insaturations, etc.). Les chaines d’acide gras les plus représentées au sein des membranes
plasmiques végétales sont I'acide palmitique (16:0), I’acide linoléique (18:2(9,12)) et I'acide
linolénique (18:3(9,12,15)) (Norberg & Lijenberg, 1991 ; Palta et al, 1993 ; Bohn et al, 2001)

représentant respectivement 20, 60 et de 7 a 26 % des acides gras totaux.

1.1.1.2 Les sphingolipides

Les sphingolipides sont un groupe trés divers de lipides. Cette classe de lipides peut
représenter jusqu’a 10 % des lipides totaux présents chez Arabidopsis thaliana (Dunn et al,
2004), chez qui on en compte 168 espéces différentes (Markham & Jaworski, 2007). Les
sphingolipides sont regroupés en 4 grands groupes : les long chain base (LCB), les céramides,
les glycosylcéramides et les Glycosyl Inositol PhosphoCéramides (GIPC) qui représentent
respectivement 0, 5, 2, 34 et 64 % des sphingolipides totaux chez A. thaliana (Markham et al,
2006a). Dans des cellules de tabac BY-2, les GIPC peuvent représenter jusqu’a 40 % des lipides
de la MP (Cacas et al, 2016).
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Figure 4. Structure générale de quelques bases sphingoides présentes chez les plantes. Chez les
sphingolipides, un aminoalcool fixe un premier acide gras (en orange). Selon le nombre et la
position des insaturations (ovale grisé) portées par cet acide gras, la base sphingoide peut varier.
Modifié d’aprés Sperling and Heinz, 2003.



Les sphingolipides sont le fruit de I'association d’une sérine et de palmitoyl-CoA réalisée
par une palmitoyl-transférase (Chen et al, 2006). Leur synthése débute au niveau du RE et est
finie au niveau de I'appareil de Golgi (Van Meer, 1989 ; Vacaru et al, 2009 ; Breslow &
Weissman, 2010). Dans les cellules animales, les sphingolipides sont transportés de maniére
vésicule dépendante et indépendante. Par exemple, leur transport entre le RE et 'appareil de
Golgi peut étre réalisé via des protéines particuliéres : les ceramide transfert protein (CERT ;
Kudo et al, 2008). Chez les végétaux aucun équivalent de ces protéines CERT n’a été identifié
et les informations manquent sur le transport vésiculaire et non-vésiculaire des sphingolipides
(Hurlock et al, 2014). Cependant, ils ont été localisés au niveau des endosomes tardifs et du

tonoplaste ou ils comptent pour 10 a 20 % des lipides membranaires totaux.

Les 4 grands groupes existants sont formés a partir de 8 bases sphingoides différentes
(Sperling & Heinz, 2003 ; Dunn et al, 2004 ; ) et se différencient selon leur structure.

Ainsi :

- Les LCB sont le fruit de la condensation d’une sérine et de palmitoyl-CoA et
représentent 0,5 % des sphingolipides totaux chez les feuilles d’A. thaliana (Dunn et
al, 2004 ; Markham et al, 2006b).

- Les céramides, formées par amidification d’un LCB par un acide gras de 14 a 28
carbones (Dunn et al, 2004 ; Konig et al, 2012), représentent 2 % des sphingolipides
totaux dans les feuilles d’A. thaliana (Markham et al, 2006b).

- Les glycosylcéramides sont formés par I’'ajout d’un (ou plusieurs) résidus glycosylés
a une base céramide.

- Les GIPC dont la synthése débute par la fixation d'une téte polaire inositol
monophosphate sur une base sphingoide qui produit un inositol phosphocéramides
(IPC) dont I’association avec des résidus glycosylés donnera un glycosyl inositol

phosphocéramide (Spassieva & Hille, 2003 ; Dunn et al, 2004).

Les deux derniéres familles citées représentent 90 % des sphingolipides chez les

végétaux (Markham et al, 201 3).

Ces différentes classes et les modifications structurelles qu’elles peuvent subir sont a
I’origine des différents niveaux de solubilités, de charges, de formes et de tailles présentés

par les sphingolipides. En effet, en raison des nombreuses associations possibles entre téte
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R5 = B-D-Glu(1,4)-[3-D-Man(1,4)] ;- B-D-Glu-

GIPC (phytoglycolipides)

R6 = a-D-GIuN(1,4)-a-D-GIuA(1,2)-m-Ino(1-P)-
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R8 = [a-D-Man(1,2)]-a-D-GIuN(1,4)-a-D-GIuA 1,6)-m-Ino(1-P)-

Figure 5. Structure générale des sphingolipides présents chez les plantes. Les sphingolipides sont
des lipides complexes résultant de I'amidification d’un acide gras (en orange) sur une base
sphingoide (en bleu) comportant quatre modifications possibles (sur fond gris) : I'nydroxylation ou
la désaturation en (E) en C-4, et la désaturation en (E) ou (Z) en C-8, ce qui entraine sept LCB
fréquents. Ces LCB sont liés a plus de 10 groupes acyle gras différents (en orange), qui a leur tour
varient en a-hydroxylation, en longueur de chaine et en insaturation w9. Plusieurs classes sont
différenciées selon le radical ajouté a ces différentes bases (en vert). Modifié d’aprés Sperling and
Heinz, 2003.
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Figure 6. Structure des principaux phytostérols. La structure du noyau stérane est conservée. Un
groupe méthyle ou éthyle en C24 différencie respectivement le campestérol et les sitostérol et
stigmastérol. Ce dernier se caractérise en plus par une double liaison en position C22.



polaire et résidus glycosylés, une trés grande diversité peut étre observée avec, par exemple,
21 tétes polaires différentes identifiées chez les GIPC végétaux (Cacas et al, 2013 ; Buré et al,
2014 ; ). De plus, les différentes longueurs de chaines acyles possibles (composées de
16 a 26 atomes de carbones) augmentent encore les possibilités de diversification de cette
famille de lipides (Markham et al, 2006a).

1.1.1.3 Les stérols

Les stérols sont trés importants dans la composition de la MP. De fait, ils y sont trés
abondants, avec un taux variant de 20 a 50 % des lipides totaux selon I’espéce et I’organe
considérés (Tavernier et al, 1993 ; Warnecke & Heinz, 2003). Par exemple, dans la feuille la
proportion de stérols représente 38 % des lipides totaux chez A. thaliana (Uemura et al,

1995) ; elle estde 41 % chez le blé et monte a 47 % chez le seigle (Uemura & Steponkus, 1994).

Les stérols libres sont des dérivés d’isoprénoides synthétisés au niveau cellulaire dans
le RE via la voie du mévalonate (Valitova et al, 2016). Le fait que leur présence se situe
essentiellement au niveau de la MP et de I'appareil de Golgi (Hartmann & Benveniste, 1987)

laisse penser que leur transport depuis le RE se fait trés rapidement aprés leur syntheése.

Les stérols sont formés d’un noyau stérane (structure rigide composée de 4 cycles), d’un
groupement hydroxyle en position C3 et d’'une chaine latérale composée de 8 a 10 atomes de
carbone (Bloch, 1992 ; ). Dans le régne végétal, il en existe plus de 200 différents. lls
varient selon la position des doubles liaisons dans le noyau stérane et/ou la longueur et le
nombre d’insaturation(s) de la chaine latérale (Lefebvre et al, 2007 ; Mongrand et al, 2004 ;
Palta et al, 1993). Plus précisément, ils se différencient selon la présence d’une insaturation
en position 22 dans le cas du stigmastérol, et d’'une longueur différente de la chaine alkyle
greffée sur le carbone 24 : un seul carbone dans le cas du campestérol, deux pour le sitostérol

et le stigmastérol (Schaller, 2004 ; ).

Les formes libres des stérols représentent 70 a 90 % des stérols en fonction de I’espéce
et de I'organe considérés, et il peut y avoir jusqu’a environ 30 stérols libres différents au sein
d’une méme plante, comme par exemple dans les racines de mais (Valitova et al, 2016). Les
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Steryl glycosides Acyl steryl glycosides

Figure 7. Représentation schématique des stérols conjugués. La structure d’un steryl-glycoside (a
gauche) et d’un acyl-steryl- glycoside (a droite) présente, greffé(e)s en C3 sur le noyau stérane, a la
place du groupe hydroxyle normalement trouvé a cet endroit sur la forme libre des stérols, des
sucres et/ou des chaines acyled (montrés sur la figure par un cercle rouge). (Modifié d’aprés Ferrer
et al,2017).



principaux stérols rencontrés chez les végétaux sont le sitostérol, le campestérol, le
stigmastérol et le fucostérol. lls peuvent représenter différentes proportions de la MP en
fonction de I'espéce considérée. Chez A. thaliana, par exemple, il y a 64 % de sitostérol, 11 %
de campestérol, 6 % de stigmastérol et 3 % de fucostérol (Benveniste, 2004). Chez les cellules
de tabac BY-2, le sitostérol, le campestérol et le stigmastérol constituent 95 % des stérols
totaux (respectivement 32, 27 et 34 % ; Roche et al, 2008a).

On peut aussi trouver les différents stérols sous formes conjuguées a des sucres et/ou
des chaines acyles. Ainsi, les stérols conjugués, spécificité des membranes végétales, sont le
fruit de la condensation d’un stérol avec un ose au niveau de son groupe hydroxyle pour
donner des stéryl-glycosides (SG). Le principal ose qui compose les SG est le glucose, mais on
retrouve aussi le galactose, le xylose et le mannose (Kovganko et al, 1999). Les SG peuvent
ensuite eux-mémes étre modifiés par I’ajout d’un groupement acyle en position C6 de I'ose
pour former les acyl-stéryl-glycosides (ASG, ). Ces formes conjuguées représentent

généralement moins de 20 % des stérols totaux (Ferrer et al, 2017).

1.1.2Les protéines membranaires

Lorsque la tension interfaciale de la MP a été mesurée comme nulle, alors que celle d’une
interface eau-huile ne I'est pas, il a été suggéré que des protéines comptaient parmi les
composants de la MP, provoquant une chute de cette tension interfaciale (Danielli & Davson,
1935). Ce sont donc les protéines membranaires qui permettent de diminuer la tension de
surface de la MP, participant de ce fait a son intégrité. Selon leur structure, elles pourront
également influencer localement la courbure de la MP (Simunovic et al, 2016 ; Lee et al, 2005).
De plus, par leurs fonctions trés diverses, elles permettent a la MP d’étre plus qu’une simple

séparation entre la cellule et son environnement.

Dans les cellules de tabac BY-2, des analyses de MP purifiées ont démontré qu’il existe,
au sein de la MP, un rapport protéine/lipide de 1/1 (m/m ; Mongrand et al, 2004). Le rapport
molaire entre protéines et lipides est de I’ordre de 1 molécule de protéine pour 100 molécules
de lipides (Granner, 1996). On notera que ce rapport peut varier en fonction de I’espéce, du
type cellulaire ou des conditions de croissance. Ainsi, chez le riz et A. thaliana, des analyses
génomiques ont permis d’estimer a 20-30 % le nombre de génes codant des protéines qui

pourraient étre transmembranaires (Stevens & Arkin, 2000; Komatsu, 2008).

Les protéines membranaires peuvent étre séparées en deux grands groupes : les

protéines périphériques et intégrales. Les protéines périphériques ne pénétrent pas dans la
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Figure 8. Représentations schématiques de la membrane plasmique. A, Modele de la mosaique
fluide tel qu’imaginé par Singer et Nicolson en 1972. Dans ce modéle, une mer constituée d’une
bicouche homogéne de phospholipides forme le support au milieu duquel les protéines sont
enchassées. B, Modéle de la mosaique fluide tel que revisité par Nicolson en 2013. Dans cette
« nouvelle » représentation, la diversité des composants de la membrane et les interactions qu’ils
peuvent mettre en place sont considérées.



MP et ne lui sont liées que par des hélices alpha, des boucles hydrophobes ou des liaisons
électrostatiques avec des lipides (Harlan et al, 1995). Les protéines intégrales possédent une
région hydrophobe qui leur permet de pénétrer partiellement, ou d’étre enchassées dans la
MP. Chez A. thaliana et Nicotiana tabacum, respectivement, 51 et 61 % des protéines
membranaires possédent un (ou plusieurs) domaine(s) transmembranaire(s) (Marmagne et al,
2004 ; Morel et al, 2006). D’autres régions de ces protéines, hydrophiles, sont en contact avec
le cytoplasme ou le milieu extracellulaire. Les protéines peuvent également prendre la forme
de tonneaux béta qui, une fois enchassés dans la MP, permettront le passage de certaines
molécules (vers I'intérieur ou I’extérieur des cellules) de maniére relativement spécifique. Les
protéines membranaires peuvent donc remplir une grande diversité de fonctions. Elles vont
permettre de transmettre a I'intérieur de la cellule des informations sur le milieu extérieur,
mais aussi étre le point de départ de cascades de signalisations qui permettront a la cellule de

répondre de maniére appropriée aux variations de son environnement, biotique ou abiotique.

1.2 La structure de la membrane plasmique

1.2.1Lorganisation latérale des composants membranaires

1.2.1.1 Le premier modeéle de la mosaique fluide

Au niveau moléculaire, la MP est donc un assemblage, majoritairement, de lipides et de
protéines. L’'un des premiers modéles tentant de la décrire a été baptisé modeéle de la
mosaique fluide par Singer et Nicolson (1972). Dans ce modele des protéines intégrales,
pouvant se lier a des glucides (pour former des glycoprotéines) ou a des lipides (lipoprotéines),
sont séparées par de vastes zones composées de lipides (on parle de « mer de lipides »), cet
ensemble formant une mosaique de lipides et de protéines ( ). Ainsi leur hypothése
est que la membrane est un fluide visqueux bidimensionnel de protéines et de lipides en
équilibre thermodynamique (Singer & Nicolson, 1972). Les lipides forment ainsi la matrice et
servent de solvants aux protéines, et les différents composants peuvent alors présenter une
mobilité latérale. Ce modele anticipait déja des interactions entre protéines et de possibles
variations de I’épaisseur de la membrane en fonction de sa composition locale. Par contre, il
envisageait une distribution aléatoire des protéines a la surface des membranes, due a
I’observation de la localisation d’alpha globulines marquées par des anticorps liés a de la
ferritine (Singer & Nicolson, 1972).
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Forme du lipide Structure spontanée
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Cbne tronqueé Q

(Phosphatidylinositol) Cbne

Cone tronqué

Cylindre
Bicouche
(vésicule)

T 0

(Phosphatidylcholine)  Cylindre Couche lamellaire

5 A0

(Stérol) Cone inversé

Sphére inversée

Figure 9. Effet de la géométrie des différents lipides sur leur assemblage spontané. Les lipides en
forme de cone (comme le phosphatidylinositol) tendent a s’organiser en micelles sphériques. Ceux
en forme de cOne tronqué tendent a produire des micelles cylindriques, ou des bicouches qui se
vésicularisent, selon la largeur de leur base. Les lipides en forme de cylindre (dont nombre de
phospholipides, comme la phosphatidylcholine) tendent a s’assembler en lamelles, correspondant a
la bicouche a I'origine des membranes biologiques. Des lipides avec une géométrie de cone inversé
(comme les stérols) tendent a s’associer en sphere inversée avec leur téte polaire vers l'intérieur
d’une micelle inversée. Modifié d’aprés Leite et al, 2015.



Depuis, notre représentation de la MP a été largement complétée. De fait, la MP est un
systeme extrémement complexe et la vaste hétérogénéité de ses composants fut
(re)découverte au fil des avancées techniques, notamment en utilisant des méthodes de
purification et de visualisation de la MP (Mongrand et al, 2004 ; Van Leeuwen et al, 2007). Des
méthodes de suivi moléculaire, comme le Single Molecular Tracking, ont, par exemple, montré
la forte mobilité latérale des différents composants de la MP, lipides comme protéines (Li et
al, 2011 ; Sahl et al, 2010). Des approches de modélisation ou de biophysiques ont permis de
mettre en évidence les différentes interactions qui peuvent avoir lieu entre ces composants
(Rosetti & Pastorino, 2010 ; Krause et al, 2014), mais aussi avec d’autres structures cellulaires
(Chichili & Rodgers, 2009). Le modéle in fine a été revisité pour tenir compte de ces avancées,
tout en conservant son nom de « Fluid-Mosaic Membrane Model » afin de souligner

I'importance de I’aspect de mosaique (Nicolson, 2014 ; ).

1.2.1.2 La notion de degre d’ordre

De fait, les lipides sont des molécules amphiphiles constituées d’une téte polaire et de
chaines acyles hydrophobes. Selon la taille de la téte polaire et le niveau d’insaturation des
chaines hydrophobes, les lipides peuvent avoir des géométries différentes qui influenceront
I’encombrement stérique de la molécule (Seddon et al, 1997 ; Mouritsen, 2005 ; Frolov et al,
2011 ; Sprong et al, 2001 ; Cullis et al, 1986). Par exemple, les différentes tétes des
phospholipides ont des volumes trés différents (en A) variant de 9,8 pour le PA a 105,5 pour
le PI, méme si globalement ils se tiennent avec des volumes de 72,8, 61,6 et 40,8 pour PC, PS
et PE respectivement (DiNitto et al, 2003). Aussi, la hausse du nombre d’insaturations des
chaines acyles (en conformation cis, et présentant alors un « coude » dans la linéarité des
chaines d’acide gras) augmente I’encombrement stérique du lipide (Rosetti & Pastorino, 2010).
Certains lipides vont ainsi pouvoir s’imbriquer les uns avec les autres formant des structures
locales plus ordonnées. Par exemple, la minuscule téte hydrophile du cholestérol lui donne
une forme conique, alors que I’addition de divers substituants sur la téte polaire des
sphingolipides induit leur forme conique inversée (Israelachvili et al, 1980). Au contraire, un
rapport équilibré entre les espaces occupés respectivement par la téte polaire et la queue
hydrophobe confére une forme plutét cylindrique a un lipide tel que la PC. Cette derniére

structure est notamment responsable de la formation spontanée de liposomes ( ).

La cohésion de la bicouche lipidique dépend aussi des interactions entre les lipides
voisins. On peut citer principalement les forces de Van der Waals correspondant a des liaisons

de faible énergie (mais souvent nombreuses) entre les chaines hydrophobes, ou encore les
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ponts hydrogénes correspondant a des liaisons électrostatiques fortes entre les tétes polaires
(Pascher, 1976). Ainsi, en fonction de leur nature, les lipides vont s’organiser de maniére
particuliere, et des interactions fortes comme une structure complémentaire vont pouvoir
induire un agencement plus ou moins structuré et compact de la MP (Pandit et al, 2004 ; Xu &
London, 2000 ; Simons & lkonen, 2000). Il est a noter que cet agencement correspond a la
conformation de plus faible énergie (Mouritsen, 1991). Cependant, la grande diversité de leur
composition lipidique implique que les membranes biologiques présenteront obligatoirement
des imperfections dans cet agencement optimal. Un parameétre biophysique permet de
quantifier le niveau de structuration (ou de compaction) de la MP : le « degré d’ordre ». Le
degré d’ordre se base principalement sur les anomalies de [|’organisation et refléte
I’agencement collectif des lipides, mais aussi I'intensité et le nombre des interactions fortes
et faibles qui se forment entre les constituants membranaires (Kaiser et al, 2009 ; Owen et al,
2012).

1.2.2Séparation de phases sur membranes isolées

Le résultat de ces interactions préférentielles entre certaines espéces lipidiques est
I’existence d’une partition en deux phases au sein des membranes modéles. Celle-ci a été
identifiée pour la premiére fois en 1981 sur une membrane composée de PC et de cholestérol
(Recktenwald & McConnell, 1981). Ainsi il a été montré que l'organisation des bicouches

lipidiques n’est pas homogéne mais compartimentée.

1.2.2.1 Les difféerents états physiques et thermodynamiques des membranes

Afin de mieux comprendre les différents états de phase des lipides dans les membranes,
prenons I'exemple de I'eau. L’eau présente trois différents états de phase, solide en dessous
de 0°C, liquide entre 1 et 100°C et gazeux au-dessus de 100°C. Le passage d’une phase a une
autre est donc défini par ce qu’on appelle la température de transition de phase (Tm) et le
passage d’une phase a I'autre est réversible en modifiant la température. Dans le cas de 'eau,
la Tm est dépendante de la pression : la Tm entre I’état liquide et gazeux est plus faible si la
pression est moins importante (seulement 80°C en haut de I’Himalaya, par exemple). Mais la
Tm est également dépendante des solutés contenus dans I’eau, comme par exemple I'ajout
de sel sur la glace qui réduit la température a laquelle elle va fondre. Il est également important
de comprendre que la transition de phase est un phénomeéne coopératif entre les molécules.

Les différents états de phase de I’eau présentent également des niveaux d’organisation
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Figure 10. Effet de la température de transition de phase et de I'ajout de cholestérol sur I’état de
phase des membranes. L’augmentation de la température (au-dessus de celle de transition de phase
du lipide, Tm) provoque une baisse du niveau d’ordre des chaines acyles des phospholipides
(passage de la phase solide ordonnée, So a la phase liquide désordonnée, Ld). L’ajout de cholestérol
(en rouge) induit une augmentation du niveau d’ordre des chaines acyles et provoque un
changement de I'état de phase des membranes (passage de la phase Ld a la phase liquide
ordonnée, Lo). D’aprés Fantini et al, 2002.



différents : a I’état solide, les molécules sont plus ordonnées et présentent une disposition
réguliéere (comme le cas des cristaux) ; a I’état liquide, les molécules, bien qu’en contact les
unes avec les autres ont une mobilité latérale élevée. Tous ces principes physiques trés
généraux peuvent étre appliqués aux lipides, qu’ils soient disposés en monocouche ou en
bicouche (Mouritsen, 2005).

Ainsi la séparation de phases sur membranes modéles est le résultat d’un agencement
collectif d’une espéce de lipides. Cet agencement dépend de la nature de I'espéce lipidique,
de la température du systéme étudié et du niveau d’hydratation de la membrane considérée.
Ces agencements sont le fruit d’arrangements spatiaux des atomes des lipides (plus
particulierement entre les atomes de carbone des chaines acyles) dans la bicouche lipidique
(Lentz et al, 1980 ; Hjort Ipsen et al, 1987). L’association des lipides d’'une méme espeéce au
sein d’'une membrane modéle tend vers la conformation requérant le moins d’énergie. Dans
cette conformation, toutes les liaisons C-C des chaines acyles sont saturées, les interactions
entre chaines acyles des lipides sont maximales et la diffusion latérale des lipides est presque
nulle. Dans ce cas, la phase obtenue est dite phase gel ou solide ordonnée (So ; Mouritsen,
1991).

1.2.2.2 La notion de transition de phase

L’augmentation de la température d’un systéme provoque une hausse des mouvements
de rotation au niveau des liaisons C-C (Pucadyil & Chattopadhyay, 2007 ; Vaz et al, 1985). Ces
mouvements de rotation vont induire un état désordonné des chaines acyles. Ceci donnera
haissance a un nouvel état de phase dit liquide désordonné (Ld, ), au sein de laquelle

la diffusion latérale des lipides est plus élevée.

La température permettant a une membrane constituée d’une seule espéce lipidique de
passer d’une phase So a une phase Ld est la Tm (Mabrey & Sturtevant, 1976 ; Xie et al, 2002).
Cette température est spécifique pour chaque espéce lipidique. Elle est influencée par la
structure des lipides ; ainsi, la téte polaire (Pluschke & Overath, 1981 ; Blume & Ackermann,
1974), la longueur des chaines carbonées (Shimshick & Mcconnell, 1973 ; Marsh, 1991) et leur
hiveau d’insaturation (London & Brown, 2000 ; Silvius et al, 1979) seront déterminants pour
la valeur de Tm. Par exemple, plus les chaines acyles sont longues, plus la Tm est élevée et

plus les chaines acyles comportent d’insaturations, plus la Tm est faible.
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1.2.2.3 La phase liquide ordonnée

En poursuivant les expérimentations sur membranes modéles, un autre état de phase a
pu étre mis en évidence sur des mélanges plus complexes. En effet, sur des membranes
composées d’un lipide a chaine acyle saturée et de cholestérol, I’émergence d’une phase
intermédiaire entre So et Ld, dite phase liquide ordonnée (Lo) a été constatée en jouant sur la
concentration en cholestérol et en se placant au-dessus de la Tm du lipide considéré (Vist &
Davis, 1990 ; ). En dessous de la Tm du lipide, il y a une séparation entre la phase So
et la phase Lo si la concentration en stérols est augmentée. En se placant au-dessus de la Tm
du lipide, la concentration en cholestérol requise pour constater une séparation de phase Lo-
Ld est plus faible (Heberle et al, 2010). En fait, le cholestérol est a la fois miscible dans les
phases So et Ld, provoquant une désorganisation de la premiére et une organisation de la
seconde (Sparr et al, 2002). Cet effet paradoxal du cholestérol sur les phases Ld est dii a son
effet condensateur. En bref, la surface occupée par un méme nombre de molécules de
cholestérol et de phospholipides, mis en solution séparément, est plus importante que celle
d’un mélange des deux (Hancock, 2006). L'effet du cholestérol est dépendant du degré
d’insaturation des lipides qui I’environnent, un environnement riche en lipides a chaines acyles
saturées permettant un plus fort effet condensateur (Greenwood et al., 2006). Cette phase Lo,
« intermédiaire » entre So et Ld, est plus ordonnée que la phase Ld du point de vue de la
conformation des chaines acyles, mais plus désordonnée du point de vue de la position latérale
des molécules (Nielsen et al, 1999). D’autres études ont montré des propriétés particuliéres
pour ces phases Lo, comme une plus large épaisseur (Sankaram & Thompson, 1990 ; Pencer
et al, 2005), une organisation plus condensée et une structure plus rigide (Stottrup & Keller,
2006 ; Hancock, 2006). Ces phases Lo peuvent coexister dans une méme membrane avec les
phases Ld (Heberle & Feigenson, 2011). En conclusion, la seule définition consensuelle de ces
phases Lo propose que leur formation soit dépendante de la présence de cholestérol, et les
analyses de résonance magnétique nucléaire (RMN) montrent une conformation trans de
I’ensemble des chaines hydrocarbonées des lipides qui s’y trouvent (Polozov & Gawrisch, 2006
: Miao et al, 2002).

1.2.2.4 Observations de séparation de phases sur systemes artificiels

Les propriétés biophysiques des phases Lo ont été étudiées principalement sur
membranes modeéles, par exemple par microscopie a force atomique (AFM). Cet outil, via la
mesure de la réponse engendrée par une déformation physique de la membrane a I’aide d’une

fine pointe, a permis d’une part d’évaluer I’élasticité de surface des phases Lo comme trés
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restreinte (Giocondi et al, 2009), et d’autre part d’évaluer la taille de ces phases entre 15 et
70 nm selon la composition lipidique de la membrane modéle étudiée (Milhiet et al, 2001).
Sur des bicouches supportées fabriquées a partir de dioléoylphosphatidylcholine (DOPC)/
Sphingomyéline (SM ; 1/1, mol/mol) comportant différentes proportions de cholestérol, I’AFM
a permis d’identifier des régions de membrane plus « rigides », d’une taille de 10 a 100 nm,
surélevées de 1 nm et occupant 21 % de la surface de la membrane. Sur ces membranes, I’ajout
de 2, 5, 10 ou 15 % (mol) de cholestérol ne provoque pas de changement dans I'apparence
des domaines, excepté peut-étre une légere augmentation de leur taille. Avec 25 % de
cholestérol, les domaines sont bien plus larges (jusqu’a 1 pm) et moins réguliers et couvrent
environ 41 % de la surface de la membrane. Avec 30 % de cholestérol, les domaines couvrent
58 % de la bicouche et la différence de hauteur entre les deux types de domaine diminue a 0,6
nm. A 50 % (mol) de cholestérol, les domaines atteignent une taille supérieure a 10 pm,
couvrent environ 50 % de la surface de la membrane et la différence de hauteur entre les
domaines est de 0,4 nm. La SM et le DOPC sont saturés par le cholestérol, mais une séparation
de phases reste observable (Rinia & De Kruijff, 2001). Ces résultats ont permis de déterminer
que la taille des phases Lo pouvait étre influencée par la concentration de cholestérol. Mais
I'influence de la température a également été étudiée. Sur des GUV ternaires de DOPC/1,2-
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)/cholestérol, des expériences de RMN couplées a de la
microscopie ont permis de montrer qu’il existait une partition de phases. Dans ce systéme,
les phases Lo montrent un diamétre variable selon la température. Ainsi, pour des
températures inférieures a la Tm, les phases Lo sont plus étendues qu’a une température
supérieure a la Tm (Veatch et al, 2004). L'utilisation de la « Férster resonance energy transfer »
(FRET) sur des LUV binaires de PC/cholestérol ou ternaires de 1-palmitoyl,2-oléoyl-sn-
glycerophospho-choline (POPC)/ N-palmitoyl-D-sphingo-myéline (PSM)/cholestérol a permis
d’observer la présence de phases Lo de 20 a 100 nm (sur les LUV binaires) et supérieures a
100 nm (sur les LUV ternaires ; De Almeida et al, 2005). Ainsi, la formation et les dimensions
des phases Lo sont influencées par la concentration en cholestérol et la température du

systéme étudié.

Le comportement du cholestérol au sein de membranes modéles est bien décrit dans la
littérature. Cependant, les MP végétales contiennent un trés grand nombre de stérols
différents, qui peuvent de plus étre trouvés sous forme conjuguée. Ces phytostérols ont des
capacités variables a former des phases Lo, les plus efficaces étant le campestérol et le
sitostérol. Le stigmastérol, quant a lui, ne montre aucune propension a promouvoir la
formation des phases Lo (Grosjean et al, 2015). De méme, les SG et les ASG vont voir leurs
propriétés biophysiques modifiées (Ferrer et al, 2017), avec une considérable augmentation

de leur capacité a interagir avec leur environnement membranaire et a former des phases Lo
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(Grosjean et al, 2015). D’autres stérols issus d’algues, notamment le fucostérol et le
desmostérol ont été étudiés sur GUV de DOPC/DPPC/stérols (ratio molaire 2/2/1) et
promeuvent la formation de phases Lo, mais de maniere moins efficace que le cholestérol
(Mouritsen et al, 2017).

De fait, les stérols, quels qu’ils soient, sont des molécules non polaires constituées
d’un anneau tétracyclique doté d’un radical hydroxyle a ’'une de leurs extrémités et une courte
chaine hydrocarbonée a 'autre. Dans les membranes (modéles ou biologiques), les stérols
sont positionnés de facon telle que le radical hydroxyle est situé juste en dessous de I'interface
aqueuse alors que la courte chaine carbonée est dirigée vers le centre de la bicouche lipidique.
L’axe de la longueur des stérols est ainsi a peu prés paralléle aux chaine d’acides gras des
lipides environnants (Khelashvili & Harries, 2012). Cette disposition place [|’anneau
tétracyclique rigide du stérol au niveau de la partie haute des chaines carbonées des lipides
environnants. Cette configuration spatiale induit alors une réduction du mouvement des
chaines carbonée et une hausse du degré d’ordre, de I'épaisseur et de la rigidité de la
membrane considérée (McMullen et al, 2004). La microscopie a force atomique (AFM) a
confirmé I'importance des stérols dans la formation et le compactage des phases Lo. De fait,
la déplétion d’une molécule de cholestérol nécessite plus d’énergie dans une phase Lo que
dans le reste de la membrane (Stetter et al, 2014). De maniére intéressante, le cholestérol
précipite a partir des bicouches de PC uniquement lorsque sa fraction molaire est de 66 %.
Une analyse thermodynamique par une simulation de Monte-Carlo révéle que |'énergie
d’interactions entre le cholestérol et 4 PC différentes ne permet pas d’expliquer un saut du
cholestérol hors de la bicouche. Un autre modele peut étre proposé. Dans le « Umbrella
model » (modeéle parapluie), la grosse téte polaire des phospholipides vient couvrir la téte
apolaire du cholestérol, réduisant ainsi son exposition au milieu aqueux (Huang & Feigenson,
1999 ; Ramstedt & Slotte, 1999 ; Fantini et al, 2013). Une augmentation de la proportion de
cholestérol dans la bicouche induit alors une réorientation des tétes des phospholipides afin
de couvrir plus de surface, provoquant une hausse du niveau d’ordre des chaines acyles et du
cholestérol. Si la quantité de cholestérol augmente encore, le nombre d’interactions
cholestérol-cholestérol croit aux dépens des interactions entre cholestérol et chaines acyles
des phospholipides, augmentant le colit énergétique des interactions cholestérol-cholestérol.
Lorsque la limite de couverture des phospholipides est atteinte, le cholestérol est exposé a
I’eau et pour diminuer le niveau d’énergie libre global (entropie) du systéme, le cholestérol

précipite. La différence de fraction molaire a partir de laquelle le cholestérol précipite entre
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Figure 11. A, Représentation schématique de I'effet des associations préférentielles entre
cholestérol et sphingolipides au sein de membranes modéles. Dans une membrane modeéle
constituée de phospholipides, sphingolipides et stérols, les affinités entre lipides différent et des
associations privilégiées entre sphingolipides et stérols se mettent en place. Un enrichissement
local de ces deux familles et leur forte interaction provoquent la formation de phases Lo. D’aprés
Fantini et al, 2002. B, Représentation schématique des interactions existant entre une molécule de
cholestérol et un sphingolipide. Modélisation des liaisons hydrogénes (en jaune) et des forces de
Van der Waals (en bleu) liant le cholestérol et un sphingolipide. Ce type de représentation montre
aussi le recouvrement possible de la petite téte du cholestérol par la grosse téte du sphingolipide
lorsqu’ils sont enchassés dans la bicouche. Modifié d’aprés Fantini et al, 2016.



les bicouches de PC et PE (55 %) pourrait traduire la différence de tailles entre les tétes polaires
de ces deux phospholipides. Ce modele permettrait ainsi d’expliquer physiquement I'effet

condensateur du cholestérol sur les membranes (Huang & Feigenson, 1999).

La conformation trans des chaines acyles permet un plus grand nombre de liaisons de
Van der Waals entre les lipides et les stérols, privilégiant ainsi les associations entre stérols et
lipides a chaines acyles saturées (Huster et al, 1998). Récemment, une étude trés compléte
sur les interactions entre cholestérol et phospholipides a montré I'étendue de I'influence de
I’affinité différentielle du cholestérol pour les différents phospholipides sur la formation de
phases Lo au sein de membranes modéles binaires. En utilisant I'acide trans-parinaric, les
interactions (le nombre de liaison hydrogénes notamment) entre cholestérol et phospholipides
ont été mesurées par RMN, et I'influence de celles-ci sur la capacité a promouvoir la formation
des phases Lo démontrée (Engberg et al, 2016). Parallelement, le DPPC, qui comporte deux
chaines acyles saturées, interagit plus fortement avec le cholestérol qu’avec le cholest-4-en-3-
one, dont le groupe polaire supplémentaire en position 3- réduit la capacité a former des
liaisons hydrogénes (Neuvonen et al, 2014). Ainsi, au sein de bicouches planes de DPPC, la
présence de cholestérol induit la formation de zones enrichies en stérols, alors que le cholest-
4-en-3-one, incapable de s’attacher aux lipides environnants, est distribué aléatoirement dans
la bicouche (Ben-Yashar & Barenholz, 1989). L’ensemble de ces exemples illustre I'importance
de la structure des différents composants membranaires dans leurs capacités a interagir et in

fine I'influence de ces interactions dans la formation de phases Lo.

Dans des vésicules artificielles, le cholestérol présente une plus forte affinité avec les
sphingolipides qu’avec les phospholipides (Ramstedt & Slotte, 2006 ; Pinto et al, 2013 ;
Collado et al, 2005 ; Sankaram & Thompson, 1990 ; Frazier et al, 2007 ; ), et ce,
méme a longueurs de chaines acyles équivalentes. Ainsi, la longueur des chaines acyles n’est
pas le seul élément déterminant dans les interactions préférentielles entre stérols et lipides
(Lonnfors et al, 2011). Dans une membrane artificielle ternaire composée de phospholipides,
stérols et sphingolipides, des interactions privilégiées entre ces deux dernieres familles
géneérent la formation (De La Serna et al, 2004) et stabilisent la structuration de phases Lo.
Les groupements hydroxyles et amines des tétes polaires des sphingolipides permettent
d’établir un réseau complexe de liaisons hydrogénes avec le groupement hydroxyle du
cholestérol (Ramstedt & Slotte, 2002; Pascher, 1976; Mombelli et al, 2003). Des liaisons de
faibles énergies (de Van des Waals) entre les chaines acyles des sphingolipides et le cholestérol

participent et confortent ces interactions ( ). Ces éléments, démontrés a la fois par
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Figure 12. Séparation de phases sur membrane biologique. Photographie d’une observation en
microscopie confocale d'une vésicule purifiée a partir de surfactant pulmonaire de porc et marquée
avec du DilC18 (rouge) et du bodipy-PC (vert). Le DilC18 marque spécifiquement les phases Lo et le
BODIPY-PC les phases Ld. L’apparition de zones bien délimitées, a 37°C, démontre la coexistence de
ces deux phases au sein d'une méme membrane. Image modifiée a partir de Bagatolli et Mouritsen,
2013.



simulation informatique et méthode expérimentales, expliquent I’association forte au sein des
membranes artificielles et biologiques entre certains stérols et les sphingolipides (Ramstedt &
Slotte, 2002 ; Pascher, 1976 ; Mombelli et al, 2003). La caractérisation des propriétés
biophysiques de LUV de DOPC/DPPC/phytosphingolipides/phytostérol (ratio molaire
0,5/0,5/1/1) a montré que ce type d’association privilégiée est conservée chez les lipides

végétaux (Grosjean et al, 2015).

1.2.2.5 Observations de séparation de phases sur membranes biologiques

Les membranes de composition lipidiques artificielles, quel que soit le niveau de
complexité des mélanges, ne permettent pas d’atteindre celui des membranes biologiques.
L’utilisation de sondes fluorescentes présentant des affinités distinctes pour les phases Lo ou
Ld a permis d’observer une séparation de phases sur membranes modeéles d’origine
biologique. Pour exemples remarquables, le co-marquage par le DilC18 (présentant une
affinité pour les phases Lo) et le BODIPY-PC (présentant une affinité avec les phases Ld) montre
la coexistence de ces phases sur des membranes purifiées a partir de surfactant pulmonaire
de porc (Bagatolli & Mouritsen, 2013 ; ). De méme, le marquage avec du
naphthopyréne ou du CTB (Cholera-Toxin-B, pour marquer les phases Lo) et le R-DOPE (1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine), le DilC16 et I’annexin V (couplés a la PS, pour
marquer les phases Ld) montre en microscopie confocale une séparation de phase sur des
vésicules géantes de MP (GPMV) produites a partir de cellules basophiles leucémiques et de
fibroblastes de rat (Baumgart et al, 2007). De maniére intéressante, les GPMV sont composées
d’un mélange naturel de lipides, et contiennent également un trés grand nombre des protéines
de la MP dont ils sont issus. Marquées, ces protéines membranaires présentent également des
affinités différentes pour les phases Lo et Ld (Baumgart et al, 2007). Ce systéme modeéle a
permis de montrer I’existence d’une séparation de phase sur de nombreuses membranes
biologiques différentes et leurs études a démontré, a I'instar des systémes artificiels, la
nécessité de la présence du cholestérol pour former les phases Lo (Levental et al, 2011 ; Sezgin
etal, 2012 ; Hammond et al, 2005 ; Winkler et al, 2017).

La microscopie bi-photonique combinée a un marquage avec du Laurdan (une sonde
fluorescente sensible a son environnement) a permis de proposer une séparation de phase
directement sur des macrophages THP-1 et des fibroblastes (Gaus et al, 2003 ; Klymchenko &
Kreder, 2014). Sur des membranes végétales, en utilisant la sonde di-4-ANEPPDHQ), la présence

de domaines Lo enrichis en stérols a été montrée a la surface du tube pollinique de Picea
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meyeri (Liu et al, 2009) ou des cellules de tabac BY-2 cultivées en suspension (Gerbeau-Pissot
etal, 2013).

1.2.3Les fractions résistantes aux détergents

Moins d’un an aprés la publication de I’article de Singer et Nicolson sur le modéle de la
mosaique fluide, une étude biochimique observait la coexistence de fractions solubles et
insolubles aux détergents lors de la purification de fractions de MP d ‘A. thaliana (Yu et al,
1973), suggérant ainsi que des sous-populations de membranes possédent des propriétés
biophysiques différentes. De fait, de fortes interactions locales entre lipides rendent des sous-
domaines particuliers moins accessibles a d’autres molécules, dont les détergents tels que le
triton X-100, méme a faible température, ce qui permet leur purification sous forme de
fractions membranaires insolubles (ou DRM pour Detergent Resistant Membranes ; Mongrand
et al, 2004). Des DRM ont été purifiés, par exemple, chez le tabac (Moscatelli et al, 2015), A.
thaliana (Borner et al, 2005) et Medicago truncatula (Lefebvre et al, 2007), démontrant ainsi
leur existence sur de nombreux modeéles végétaux. La caractérisation des fractions DRM révéle
leur enrichissement en stérols et en sphingolipides (Borner et al, 2005), mais aussi en certaines
protéines comme par exemple la flotiline 1 (Li et al, 2012) et la remorine (Szymanski et al,
2015) chez A. thaliana. On notera de maniéere intéressante que la formation de clusters de
remorine est dépendante de la présence de stérols chez le tabac, deux des composants
enrichis dans les DRM (Raffaele et al, 2009). Ainsi, des similarités entre les DRM, les phases
Lo et les domaines membranaires ont conduit a penser que les DRM pourraient étre la

contrepartie biochimique des domaines protéiques observés in vivo.

Cette approche a cependant été I’objet d’une controverse. En effet, des articles ont été
publiés alertant sur le fait que les DRM ne doivent pas étre confondus avec des radeaux
membranaires (Lichtenberg et al, 2005 ; Goni et al, 1986 ; London & Brown, 2000 ; Schuck et
al, 2003 ; Korzeniowski et al, 2003). Les DRM sont le résultat d’une solubilisation incompléte
de la MP par des détergents, aussi, ils ne peuvent pas étre considérés comme des structures
membranaires préexistantes aux traitements détergents, la résistance aux détergents étant
tres dépendante de facteurs thermodynamiques ou de la durée des traitements détergents
(Schuck et al, 2003 ; Lichtenberg et al, 2005).
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Stérols Phospholipides a Phospholipides a
chaines acyles chaines acyles
insaturées saturées

Figure 13. Représentation schématique de I'organisation de la MP selon le modéle des
« lipid raft ». Dans ce modele, sur la mer de phospholipides (dont différentes
catégories sont discriminées selon un code couleur), flottent des domaines
d’enrichissement locaux pour certains d’entre eux (notamment ceux a chaines acyles
saturées). Les stérols (en rouge) et certaines protéines (de formes géométriques
variables, enchassées dans la bicouche) sont aussi enrichis dans ces radeaux
lipidiques. L’ensemble justifie la formation d’une bicouche hétérogeéne.



1.2.4Les différents modeles mécanistiques expliquant la

formation de domaines membranaires

1.2.4.1 Le modéeéle des radeaux lipidiques

Plusieurs explications peuvent étre avancées concernant la formation de domaines
particuliers et de la mosaique qui en résulte a la surface de la MP. Parmi celles-ci, I’hypothése
de fortes affinités entre certains lipides et/ou protéines, menant a des rapprochements locaux,
a conduit a la formulation du modeéle dit des « radeaux membranaires » ( ). En effet,
I’existence de DRM, isolés a partir de cellules, a conduit la communauté scientifique a proposé
que les phases Lo, caractérisées principalement sur membrane modéle, puissent avoir une
signification biologique. Le concept de radeaux membranaires établit un lien entre la mise en
évidence de phases Lo sur membranes modeéles, I’existence des DRM et I'observation de
régions enrichies en lipides ou protéines particulieres sur la MP de cellules. De fait, des
protéines que I'on retrouve enrichies dans les DRM ont la capacité a former des clusters a la
surface de la MP. Par exemple, dans les cellules animales, les récepteurs aux interleukines 2
se regroupent pour former des clusters a la MP et sont retrouvés enrichis dans les DRM
(Lamaze et al, 2001). Les radeaux membranaires ont ainsi été définis comme de petites zones
de la membrane (entre 10 et 100 nm) enrichies en stérols et sphingolipides, hétérogénes et
trés dynamiques. Cette définition des radeaux lipidiques a fait 'objet d’un consensus lors du
« Keystone symposium on lipid raft and cell fonction » a Steamboat Springs, Colorado en 2006
(Harder et al, 1998 ; Janes et al, 1999 ; Friedrichson & Kurzchalia, 1998 ; Pralle et al, 2000 ;
Lenne et al, 2006 ; Suzuki et al, 2007). Des données récentes, obtenues par marquage a la di-
4-ANNEPDHQ et au Laurdan et visualisation par FLIM-microscopie confocale, indiquent une
grande importance des domaines ordonnés, allant jusqu’a suggérer que ces domaines
membranaires puissent, en fait, couvrir la majorité de la MP (76 % Lo, 24 % Ld dans les cellules
Hela ; Owen et al, 2012).

Plusieurs indices semblent favoriser leur existence dans la MP des végétaux. Il a, par
exemple, été possible d’isoler des fractions DRM enrichies en stérols et en sphingolipides a
partir de MP de cellules de tabac (Mongrand et al, 2004) et de cellules d’A. thaliana (Carmona-
Salazar et al, 2011). La flotilline-1, enrichie dans les DRM de MP d’A. thaliana, se présente de
plus sous forme d’agglomérats d’environ 100 nm de diamétre. La remorine, de maniére
similaire, est retrouvée enrichie dans les DRM et présente une distribution groupée en
domaines d’environ 75 nm de diamétre a la surface de la MP des cellules de tabac. De plus,
leur distribution est dépendante de la présence de stérols (Raffaele et al, 2009). L’existence

de domaines ordonnés ayant des dimensions nanométriques a déja été observée sur MP de
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Figure 14. Représentation schématique de I'organisation de la MP selon le modéle des « protein
island ». Dans ce modeéle, toutes les protéines associées a la MP (de formes géométriques variables,
enchassées dans la bicouche) sont regroupées en filots (lipides verts et oranges) entourés par une
mer de membrane sans protéines (lipides jaunes). Les « protein islands » peuvent étre différenciés
entre flots correspondant a des radeaux membranaires (lipides verts a chaines acyles saturées) et
flots hors radeaux membranaires (lipides oranges) selon leur composition lipidique et protéique
(illustrés respectivement par les structures bleues et grises). Les Tlots protéiques sont connectés au
cytosquelette (bleu clair). D’aprés Lillemeier et al, 2006.



cellules végétales (Gerbeau-Pissot et al, 2013). Des résultats publiés par le laboratoire
récemment montrent également que les interactions lipides-protéines jouent un réle majeur
dans la régulation du degré d’ordre des membranes (Grosjean et al, 2018). Tous ces résultats
tendent a démontrer I’hétérogénéité de la MP végétale, ainsi que I’existence de domaines

membranaires nanométriques aux propriétés spécifiques sur celle-ci ( ).

1.2.4.2 Le modéeéle des ilots protéiques

D’autres modeéles sont parallelement avancés pour expliquer I’hétérogénéité de la MP.
Dans I’'un d’eux, les protéines de la MP sont regroupées en ilots au sein de la « mer de lipides »
qui les entoure (Saka et al, 2014 ; Sieber et al, 2007 ; ). L'observation en microscopie
électronique a transmission couplée avec une biotinylation des protéines puis un marquage
avec de la streptavidine a montré que, sur des cellules T activées de souris, toutes les protéines
marquées ou presque sont regroupées en cluster (Lillemeier et al, 2006), et est a I'origine de
ce modeéle. Cette ségrégation des protéines serait liée a leur fonction et dépendante de la
nature de leur environnement lipidique. De fait, le cholestérol est drastiquement enrichi dans
ces flots protéiques (Lillemeier et al, 2010). De méme, la méthode des SMALP (Styrene Maleic
Acid Lipid Particles) chez E. coli, qui permet de co-isoler des protéines avec leur environnement
lipidique proche (sur une zone d’environs 10 a 12 nm de diamétre), a montré que
I’environnement proche de la protéine SecYEG (translocase située sur la membrane interne)
présente un enrichissement spécifique en lipides chargés négativement (PG et cardiolipine).
Cet enrichissement en lipides spécifiques dans I’environnement directe de la protéine est de
plus nécessaire a son bon fonctionnement dans les cellules animales (Prabudiansyah et al,
2015). Dans ce modele, les radeaux membranaires, enrichis en cholestérol et certaines

protéines, sont ainsi une sous population des ilots protéiques.

1.2.4.3 Le modele de « I’hydrophobic mismatch »

Un autre modeéle, I’« hydrophobic mismatch », implique un cas particulier d’interactions
entre lipides et protéines (Mouritsen & Bloom, 1984 ; Niemeld et al, 2010). Il arrive ainsi que
le(s) domaine(s) transmembranaire(s) d’une protéine ai(en)t une taille différente de I’épaisseur
de la zone lipidique de MP dans laquelle la protéine est enchassée. La perturbation de
I’organisation transversale de la bicouche de la MP qui en résulte serait responsable d’une
hétérogénéité de surface localisée aux environs de la protéine considérée (Kaiser et al, 2011).

En effet, pour s’adapter a cette perturbation, un réarrangement de la composition des lipides
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Figure 15. Représentation
schématique de deux types de
mésappariements hydrophobes et
des possibles conséquences sur
les lipides de la MP. A, Un
mésappariement négatif est le
résultat d’un domaine
transmembranaire  (dTM) plus
petit que [I'épaisseur de Ila
membrane dans laquelle il réside
(dHT). Ce type d’interaction
induit un désordre des lipides
annulaires et une diminution de

la Tm locale. B, Un
mésappariement positif est, a
contrario, induit quand le

domaine transmembranaire de la
protéine est plus grand que
I’épaisseur de la membrane. Les
lipides annulaires se retrouvent
alors étirés pour que leur taille
corresponde au mieux a celle du
domaine transmembranaire.
Cette adaptation induit un plus
haut niveau d’ordre des lipides
autour de la protéine ainsi qu’'une
hausse de la Tm. Adapté d’aprés
Rao et al, 2017.



situés dans I’environnement direct de la protéine est proposé (ou lipides annulaires ; Lee,
2004). Des associations entre protéines possédant un domaine transmembranaire
relativement grand et des lipides ayant une chaine acyle longue et saturée ( ), et, a
I’inverse, des protéines ayant de petits domaines transmembranaires et des lipides a chaines
acyle courtes délimitent alors des zones de taille entre 3 et 10 nm (Kusumi et al, 2011). Un
adressage des protéines a ces régions, dépendant des lipides s’associant avec elles a été

avancé (Anderson and Jacobson, 2002).

1.2.4.4 L’implication du cytosquelette et le modele du « picket-fence »

Un autre modeéle est proposé pour expliquer les enrichissements locaux de protéines et
lipides observés sur cellules, le modéle du « picket-fence » ( ). Celui-ci postule que
des protéines transmembranaires (formant des « piquets » ; Nakada et al, 2003) interagissent
avec le cytosquelette (ce dernier formant une cloture ; Murase et al, 2004) pour constituer des
zones de confinement qui piégent protéines et lipides de la MP (Kusumi et al, 1993 ; Sako &
Kusumi, 1994). Dans ce modeéle, les composants membranaires voient leurs mouvements
restreints a ces zones, d’une taille entre 40 et 300 nm (Kusumi et al, 2011), et ne peuvent
passer d’une zone a sa voisine que par des mouvement de « hop diffusion » (Fujiwara et al,
2002). Par exemple, la protéine CD44, retrouvée a une forte densité chez les phagocytes, peut
interagir avec le cytosquelette cortical d’actine. En utilisant la microscopie a déplétion par
émission stimulée (STED, STimulated-Emission-depletion) et un marquage des CD16, 32 et 44
sur des macrophages, la mobilité des récepteurs CD16 et 32 a été montrée plus élevée chez
les macrophages n’exprimant pas CD44 (Freeman et al, 2019), suggérant un role de piquet

pour cette derniére.

1.2.4.5 Une organisation de la membrane plasmique a différentes échelles

Il est admis qu’aucun modéle ne peut expliquer a lui seul I'organisation latérale de la
MP, et tous s’accordent sur le fait que la MP est un environnement dynamique au sein duquel
la composition et la mobilité de toutes les molécules sont finement régulées de facon a assurer
un état physiologique optimal aux cellules. Ainsi, des modeles intégratifs considérent une
organisation globale de la MP et parfois différente en fonction de I’échelle d’observation. Ces
modéles proposent notamment la coexistence de plusieurs des modeles décrits dans le

paragraphe précédent, chacun participant a I’organisation de la MP a son échelle. Par exemple,
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Figure 16. Représentation schématique de I’organisation de la MP selon le modéle des « picket-
fence ». Les protéines membranaires, et notamment celles traversant la MP, forment un réseau de
structures assimilées a des piquets délimitant des champs (chacun étant différencié ici par une
couleur de phospholipides différente) correspondant a une zone spécifique au niveau de la MP. En
vue de dessous, on représente les liaisons de ces protéines au cytosquelette (filaments bleu clair),
qui forme les barrieres qui délimitent ces champs.



le modéle de la pagode prend en considération 3 échelles d’organisation : i) la plus petite (3
a 10 nm de diamétre) rend compte de possibles dimérisation/oligomérisation des protéines
membranaires, ii) la seconde (2 a 20 nm de diamétre) de I’organisation des lipides et des
protéines en radeaux membranaire, et iii) la plus large d’une compartimentation de la MP en
zones confinées (40 a 300 nm) selon le modéle du picket-fence (Kusumi et al, 2011 ;

). En appui de ce modéle, la distribution de la protéine CD44 a la surface de cellules
ovariennes de hamster a révélé une organisation en groupes a I’échelle nanométrique, et en
un réseau disposé le long du cytosquelette a I’échelle micrométrique (Sil et al, 2019).
Cependant, chez les cellules végétales en particulier, ’existence de certains de ces différents

modeéles n’est toujours pas démontrée.

Une métaphore de I’organisation membranaire comparée a celle de la société humaine
est particuliéerement intéressante (Bernardino de la Serna et al, 2016). En effet, les deux sont
hautement complexes et dynamiques, incluant des activités difficiles a étudier, etc. Par
exemple, les regroupements qui ont lieu au sein de la société humaine surviennent a
différentes échelles, les regroupements d’individus en familles pourraient étre appréhendés
comme un premier niveau d’organisation a I’échelle nanométrique. La création de groupes
plus larges d’individus réunis autour d’un intérét commun (sport, politique, domaines
professionnels, etc.) ferait écho a une organisation a I’échelle intermédiaire, tandis que
I’organisation en villages, villes et pays évoque une organisation a I’échelle macroscopique.
La formation de ces groupes dépend de nombreux facteurs ; intrinséques, comme les
interactions entre individus, leur santé, leur mobilité ainsi que la situation économique, et
extrinseques, comme la situation géographique (plaines, montagnes, etc.), le climat et les
catastrophes naturelles. Le but de I'auteur dans cette métaphore est de souligner que, méme
si les facteurs intrinséques et extrinséques sont connus en détails, il est virtuellement
impossible de prédire le comportement de grands groupes d’individus en utilisant un modéle
unique aussi, le couplage des différents modéles permet de concilier les preuves de leur
existence. D’aprés l'auteur, si I'on en revient a la MP, il est impossible d’en expliquer

I’organisation en se basant sur un seul modele.

En conclusion, les domaines membranaires pourraient étre définis comme des ilots, ou
des territoires, enrichis en composants membranaires spécifiques et caractérisés par leur
propriétés biophysiques (élasticité, épaisseur, organisation en phase Lo ou Ld, diffusion
latérale de leurs composants, etc.). En méme temps que la caractérisation de ces domaines

s’améliorait, la mesure de leur taille s’affinait. Et, la présence de nano-domaines correspondant
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3) Oligomérisation de protéines
membranaires (2 a 10 nm)

2) Formation et disruption des domaines
membranaires (2 a 20 nm)

1) Compartimentation de la MP par
le cytosquelette (40 a 300 nm)

Figure 17. Représentation schématique de I'organisation de la MP selon le modéle de la « pagode »,
une association a différentes échelles de certains des modéles existants. 1) Les protéines
membranaires, et notamment celles traversant la MP, en association avec le cytosquelette, forment
un réseau de structures assimilées a des piquets et des barrieres délimitant des champs
correspondant a une zone spécifique au niveau de la MP d’une taille de 40 a 300nm. 2) Au sein des
compartiments, les radeaux membranaires forment des structures de 2 a 20 nm. La limite de 20 nm
est indicative, la taille des domaines étant limitée par la taille des compartiments dans ce modéle.

3) Association protéines-protéines, pouvant exister de maniére transitoire.



a des agrégats de protéines et/ou de lipides a été observée (Ziomkiewicz et al, 2015). Sur
cellules vivantes, a I’état de repos, les techniques classiques de microscopie a fluorescence ne
permettaient pas d’observer de compartimentation a la surface de la MP, et, par exemple, les
marqueurs des DRM semblaient répartis de maniére homogéne (Brown & London, 1998;
London & Brown, 2000). Les avancées technologiques ont rendu possible des observations en
dessous de la limite de diffraction de la lumiére. Ainsi, ’'AFM permet de visualiser des
domaines de quelques dizaines de nanomeétres sur cellules animales (Mayor & Rao, 2004),
suggérant que les domaines, sur cellules au repos, soient d’une taille inférieure a la limite de
résolution optique (qui est d’environ 300 nm). La technique de FRET a concomitamment
permis d’observer que les protéines a ancre GPI sont présentes sous forme de monomeéres,
exceptées pour 20 a 40 % d’entre elles qui sont sous forme d’agrégats d’environ 5 nm et ce,
de facon cholestérol dépendante (Sharma et al, 2004). La technique de STED a permis de
proposer in vivo la présence de complexes moléculaires d’environs 20 nm de diamétre,
dépendant de la présence de stérols et composés de sphingolipides et de protéines a ancre
GPI (Eggeling et al, 2009).

Dans les cellules végétales, certaines protéines sont retrouvées sous forme de cluster,
d’environ 100 nm pour la flotilline-1 (Morrow & Parton, 2005) et de 75 nm pour la remorine
(Raffaele et al, 2009). Des domaines de lipides a dimensions nanométriques ont aussi été mis
en évidence. C’est le cas, par exemple, des GIPC qui forment des domaines de 37 nm sur des

vésicules de MP de cellules de tabac (Cacas et al, 2016).

1.2.5Les fonctions biologiques des domaines membranaires

Dans les systemes animaux, les domaines membranaires permettraient de
compartimenter les processus cellulaires en présentant des fonctions distinctes (Bagnat et al,
2000 ; Janes et al, 1999 ; Suzuki et al, 2007 ; Levental et al, 2010). Certains petits domaines
peuvent ainsi étre stabilisés et coalescer pour former des plateformes plus larges via des

interactions lipides-lipides ou lipides-protéines (Pike, 2006).

Chez le soja, une protéine de régulation de la nodulation, GmFLW1, est associée aux
domaines ordonnés, et quand cette protéine n’est plus exprimée, le nombre de nodules est
drastiquement affecté (Qiao et al, 2017). Cette observation supporte lI'implication des
protéines associées aux domaines ordonnés durant le développement des nodules. Dans le
tube pollinique du conifere P. meyeri, le marquage des stérols par la fillipine (sonde spécifique
des stérols, 10 uM) a montré un fort enrichissement en stérols au niveau apical du tube
pollinique et le marquage a la di-4-ANEPPDHQ un plus fort degré d’ordre a cet endroit.
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L’utilisation d’une concentration plus forte de fillipine (afin de séquestrer les stérols) diminue
le degré d’ordre et provoque conjointement un arrét de la croissance du tube pollinique (Liu
et al, 2009). Dans des cellules de tabac BY-2, un marquage métabolique "*N/"°N couplé a une
analyse par spectrométrie de masse montre que 4 protéines liées au trafic vésiculaire sont
exclues des DRM (Dynamine 1-A, 1-E, 2-A et 2-B) aprés une exposition a un stress biotique,
une seule y est retrouvée spécifiquement enrichie (une protéine de type 14-3-3), indiquant que
les domaines pourraient jouer un réle dans les événements de signalisation liés a la mise en
place réponses de défense (Stanislas et al, 2009). De méme, la protéine de résistance RPW8
est localisée dans la région de la MP en contact avec I’agent pathogéne, et la syntaxine PEN1
(Faulkner, 2015a), ou la remorine, protéine enrichie dans les DRM (Bozkurt et al, 2014), y sont
relocalisées en réponse a la détection d’un agent pathogéne. Des marquages a la fillipine ont

montré une accumulation de stérols au niveau de cette zone.

Ensemble, ces exemples montrent I'importance de domaines membranaires ordonnés
dans la régulation de phénomeénes physiologiques essentiels pour les cellules végétales.
Différentes hypothéses proposent que la formation de ces domaines ordonnés permettrait de
modifier les propriétés biophysiques de la membrane et de recruter alors spécifiqguement les

protéines qui leurs sont liées.

1.3 L’environnement proche de la membrane plasmique

1.3.1La paroi

1.3.1.1 Description

La paroi des cellules végétales est une couche protectrice semi-perméable composée de
fibres de cellulose, d’hémicellulose et de pectine. La cellulose est un assemblage de glucanes
reliés par des liaisons B-1,4 interagissant entre eux via des ponts hydrogenes. L’ensemble
forme des microfibrilles cristallines (Somerville, 2006) d’un diameétre d’environ 7 nm (Kohorn,
2000), correspondant a la charpente pariétale. Une matrice polysaccharidique de pectine et
d’hémicellulose permet de positionner, complexifier et lier le réseau de microfibrilles (Scheller
& Ulvskov, 2010). L’hémicellulose inclut des polymeéres de xylose, galactose et fucose présents
en surface et/ou intercalés dans la paroi. La pectine, quant a elle, est une famille d’acides
polygalacturoniques qui va former un gel, assimilable a une matrice intercalée entre les fibres

de cellulose et d’hémicellulose (Keegstra, 2010).
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Desmotubule
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Figure 18. A, Photographie d’une observation en microscopie électronique d’un plasmodesme de
cellules d’A. thaliana, obtenue aprés cryofixation des préparations. D’aprés Grison et al, 2015 B,
Représentation schématique d’un plasmodesme. RE (réticulmum endoplasmique, en marron), PD
(plasmodesme), MP (membrane plasmique, en bleu), PD-MP (Membrane plasmique revétant le
plasmodesme). D’aprés Salmon and Bayer, 2013.



1.3.1.2 Rdle

Le premier réle de la paroi des cellules végétales est celui d’un support qui permet de
controdler la direction de la croissance des cellules et de leur donner leur forme (Roberts, 1990).
La rigidité de la paroi conduit a la pression de turgescence des cellules. De fait, quand la
concentration intra-cellulaire est forte, la MP se retrouve apposée contre la paroi. D’ailleurs,
cette pression et cette forte proximité sont telles que la mobilité des protéines membranaires
en est affectée. En effet, des expériences de FRAP menées chez A. thaliana sur des protéines
fluorescentes possédant un domaine d’ancrage a la MP ont montré qu’elles sont quasiment
immobiles (Martiniere et al, 2012). De nombreux autres roles peuvent lui étre affectés. Parmi
eux, dans le cadre d’une interaction plante-agent pathogeéene, la paroi fait partie des premiéres
lignes de défense en tant que barriére constitutive au méme titre que la cuticule (Apone et al,
2010 ; Serrano et al, 2014 ; Mellersh & Heath, 2001).

1.3.1.3 Les plasmodesmes

La paroi n’est pas linéaire et continue, des plasmodesmes (PD), pores formés par un
continuum membranaire entre deux cellules adjacentes, la traversent (Maule et al, 2011). La
structure de ces PD a été étudiée par microscopie électronique a transmission (Botha et al,
1993 ; ). lls sont formés, en partie, de desmotubules dérivés du, et en continuité
avec, le RE ( ). Chez A. thaliana, ’obtention de fractions membranaires enrichies en
PD a permis leur analyse biochimique (selon des méthodes basées sur la spectrométrie de
masse). Ainsi, un enrichissement des PD en phytostérols (tous, les proportions entre chacun
n’y étant pas modifiées), en sphingolipides a chaines acyles saturées longues, et en
phospholipides a chaines acyles saturées a été rapporté (Grison et al, 2015). En utilisant le
marquage a I’or, 86 % des particules d’or marquant la callose sont retrouvés au niveau des PD,
et, 83 % des particules d’or marquant une pompe a proton (PMA2) sont situés au niveau de la
MP, proposant que les PD soient des régions de membrane spécialisées possédant une
composition lipidique et protéique distincte de celle de la MP (Grison et al, 2015). En lien avec
ces observations, trois protéines d’attachement de la famille des synaptotagmines ont été
identifiées spécifiguement au niveau des PD chez A. thaliana : SYT1, SYT5 et SYT7 (Ishikawa
et al, 2019). Chez les mutants n’exprimant pas I'une de ces protéines, la liaison entre la MP
et le RE ne s’effectue pas (Ishikawa et al, 2019). La majorité des composants des PD identifiés
passe par le trafic sécrétoire pour arriver et s’enrichir sur leur lieu de destination (Sagi et al,
2005 ; Thomas et al, 2008). Par exemple, I'unique domaine transmembranaire des
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Figure 19. Organisation du cytosquelette dans une cellule végétale. A, Localisation des filaments
d’actine. Le réseau de filaments d’actine est marqué par une taline (protéine interagissant avec
I'actine)-GFP (Green Fluorescent Protein, en vert). N = noyau de la cellule. B, Localisation des
microtubules, le réseau de microtubules est marqué par une MAP4 (protéine interagissant avec les
microtubules) -GFP (en vert). En rouge, on peut voir 'autofluorescence des chloroplastes.



PlasmoDesmata Located Protein (PDL) contient toutes les informations nécessaires pour leur
ciblage vers les PD (Thomas et al, 2008).

Cette zone de contact entre la MP et la paroi permet une continuité de cellules a cellules
et le passage des molécules dit symplasmique. De fait, un espace entre les desmotubules et
la MP autorise le passage spécifique de certaines molécules. Cette manche cytoplasmique, par
des variations de sa taille, définit notamment la taille limite d’exclusion des molécules (Vatén
etal, 2011). Le transport au travers des PD permet ainsi une communication a longue distance
entre les cellules, et conséquemment l'intégration de réponses locales au niveau de
I’organisme entier (Brunkard & Zambryski, 2017). La présence a leur niveau de RLK (receptor-
like kinases) associées aux mouvement viraux (Amari et al, 2010) conforte une implication
dans des éveénements de signalisation (Jo et al, 2011). De méme, I’établissement de la SAR
(Systemic Acquired Resistance) utilise les PD pour le passage de molécules de signalisation,
comme le glycérol-3-phosphate et I’acide salycilique (SA ; Lim et al, 2016). Cependant, les PD
peuvent aussi étre exploités par les agents pathogeénes lors d’une infection pour se propager
de cellules en cellules (Lee et al, 2011 ; Niehl & Heinlein, 2011). Ainsi, I’hyphe du champignon
hémibiotrophique Magnaporthe oryzae utilise préférentiellement les PD pour se développer

dans des plantes de riz infectées (Kankanala et al, 2007).

1.3.2Le cytosquelette

De concert avec la paroi, le cytosquelette est impliqué dans la croissance et le controle
de la forme de la cellule. Il est aussi le principal acteur responsable de la distribution spatiale
des différents compartiments intracellulaires. Chez les cellules végétales, le cytosquelette est

constitué de deux composantes principales : les filaments d’actine et les microtubules.

1.3.2.1 Les filaments d’actine

Les filaments d’actine sont constitués d’actine filamenteuse (actine f), correspondant a
des assemblages de monomeéres d’actine globulaire (actine-g) en filaments hélicoidaux d’une
longueur d’environ 37 nm et d’un diamétre de 8 nm. Ces filaments forment un réseau épais
et dense autour du noyau et dont les extrémités vont s’étendre jusqu’a la MP ou ils sont plus

fins et moins denses ( ).

Ils sont impliqués dans de nombreux aspects du développement et de la morphogénése

des cellules, ainsi que dans I'établissement de la polarité des cellules (Wang & Hussey, 2015).
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Ils sont également en interactions avec la plupart des organites cellulaires dont certains,
comme le RE ou la vacuole, leur doivent I’essentiel de leurs propriétés dynamiques (Sparkes
et al, 2011 ; Sheahan et al, 2007). De méme, dans les cellules du tube pollinique de N.
tabacum, la formation de la paroi est sous le controle d’une arrivée de matériel actine-
dépendante (Wang et al, 2013). En réponse a une blessure chez I'algue unicellulaire Nitella
flexilis, une exocytose dépendante de la dynamique des filaments d’actine est constatée,
confortant I'implication des filaments d’actine dans le trafic membranaire (Klima & Foissner,
2011). Dans les cellules méristématiques de mais, I’endocytose de la pectine pariétale est
inhibée lorsque les filaments d’actine sont déstabilisés par un traitement pharmacologique a
la latrunculine B (Palme et al, 2002). Pour citer un dernier exemple, dans des poils racinaires
d’'A. thaliana, les mouvements et la présence des endosomes sont dépendants de filaments

d’actine fonctionnels (Voigt et al, 2005).

1.3.2.2 Les microtubules

Les microtubules sont des cylindres creux mesurant environ 24 nm de diametre,
constitués de 13 protofilaments, chacun résultant de ’'assemblage d’hétérodiméres d’a- et B-
tubuline. Ensemble, les microtubules forment un maillage a travers toute la cellule, mais sont

localisés majoritairement a sa périphérie (Chuong et al, 2006 ; ).

La fonction biologique des microtubules a été peu étudiée chez les cellules végétales, et
leur role dans le trafic membranaire commence seulement a étre clarifié. De fait, les
microtubules participent aux mouvements de certains organites de la cellule comme les
mitochondries, I'appareil de Golgi et les chloroplastes, pour lesquels ils auraient un réle de
frein et d’ancrage (Brandizzi & Wasteneys, 2013). L'implication des microtubules dans le
transport vésiculaire a aussi été proposée. lls serviraient de support au transport des vésicules
issues du trafic, qui y seraient fixées via des protéines trés dynamiques : les kinésines. Ce
déplacement serait treés rapide, de I'ordre de 0,4 pm.s"' (Zhu & Dixit, 2011). Les complexes
protéiques appelés cellulose synthase et chargés de synthétiser la cellulose de la paroi se
déplacent le long de cette voie. En effet, la trajectoire de ces complexes protéiques est affectée
lorsque la stabilité des microtubules est inhibée par de I’oryzaline, molécule empéchant la

polymérisation des microtubules (Hashimoto, 2015).

Fait intéressant, sur des cellules de coléoptile d’orge, les microtubules et les filaments
d’actine vont se réorganiser afin de former un réseau radial au niveau du point d’attaque par
le champignon pathogéne Erysiphe pisi (Kobayashi et al, 1997), laissant penser que le trafic

membranaire pourrait étre modifié dans le cadre d’une interaction plante-agent pathogéne.
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Figure 20. Fonctionnement général du trafic membranaire. Le transport des vésicules entre les
différents compartiments cellulaires est médié selon les étapes suivantes : ® Le bourgeonnement
d’une vésicule de transport est initié a partir de la membrane du compartiment donneur par des
protéines manteau ; @ La vésicule de transport est ensuite adressée a la membrane cible ; ® Les
protéines d’attachement, sous la régulation de Rab GTPases, vont permettre le rapprochement
des deux membranes ; @ La fusion entre la vésicule et la membrane cible est assurée par des
protéines SNARE. Ce type de transport peut avoir lieu de maniere bidirectionnelle.



1.3.3Les endomembranes

1.3.3.1 Le trafic membranaire

Le trafic membranaire est un réseau d’échanges dynamiques et rapides de composants
entre les différents organites de la cellule. Il permet ainsi un remaniement de la composition
de la MP et des membranes des organites comme le RE, I'appareil de Golgi, la vacuole ou les
endosomes précoces et tardifs. Ces échanges, bidirectionnels, sont essentiels au maintien des
fonctions cellulaires et a la capacité de la cellule a répondre aux différents stimuli imposés par

son environnement.

Tous ces échanges sont principalement médiés via des vésicules qui transportent leur
cargo de facon antérograde (du RE vers I’organite cible, ici la MP) ou rétrograde (d’un organite
vers le RE). Ces vésicules sont formées a partir de la membrane du compartiment donneur, et,
pour assurer la spécificité du transport de la vésicule vers la membrane cible, des protéines
dites d’adressage y sont enrichies. Leurs partenaires sont aussi situés sur la membrane cible,
permettant la reconnaissance et la fusion spécifique de la vésicule avec la membrane cible
(Inada & Ueda, 2014 ; ). La premiére étape de la formation de vésicules chez les
végétaux est la déformation de la membrane du compartiment donneur par des facteurs de
ribosylation ADP (ARF factors ; Nielsen et al, 2008) ou des complexes protéiques qui formeront
un manteau autour de la vésicule comme COPI et COPII (Brandizzi & Barlowe, 2013) ou la
clathrine (Paul & Frigerio, 2007 ; Faini et al, 2013 ; ). Une fois que la déformation
forme une dévagination suffisante, des « GTPases dynamin-related proteins » permettront la
scission de ce qui devient une vésicule de transport. Amenée jusqu’a la membrane cible, la
fusion de la vésicule est réalisée sous I’action de protéines SNARE (N-ethylmaleimide-sensitive-
factor attachment protein receptors). A I'instar des protéines d’adressage, des SNARE sont
situées a la fois sur la membrane de la vésicules (v-SNARE) et sur la membrane cible (t-SNARE,
Jahn & Scheller, 2006), et c’est leur association qui permet de former un pont qui permettra
la fusion des deux membranes (Saito & Ueda, 2009 ; Bassham & Blatt, 2008 ; ).

La voie sécrétoire permet le transport des protéines nouvellement formées a la MP (
). Le RE est le lieu de la synthése et de la maturation des protéines (Saijo, 2010) et des

lipides (Vacaru et al, 2009 ; Breslow & Weissman, 2010 ; Valitova et al, 2016). Ces composants
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Figure 21. Schéma représentant les différentes voies du trafic membranaire. La voie exocytique
(fleches rouges) démarre au niveau du RE (en bleu) et se poursuit vers I'appareil de Golgi (en
orange), puis passe par les endosomes précoces, puis, tardifs (en vert) avant d’atteindre la MP (en
jaune). La voie exocytique peut également se faire directement depuis le RE et I'appareil de Golgi
(fleches rouges en pointillés). La voie endocytique (fleche bleue) part de la MP pour rejoindre les
endosomes tardifs, a partir desquels le matériel interné pourra soit étre recyclé (fleche orange, soit

étre détruit par voie de dégradation (fleche grise en pointillés) vers la vacuole (en violet). Modifié
d’aprés Law, Shen and Jiang, 2013.



sont ensuite adressés a I’appareil de Golgi, via des vésicules, ou ils pourront poursuivre leur
maturation avant de rejoindre le réseau trans-Golgien (TGN), plateforme de distribution vers
les différentes voies du trafic membranaire, dont le trafic sécrétoire vers la MP (Uemura &
Nakano, 2013 ; Viotti et al, 2010). De maniére intéressante, il a récemment été suggéré que
le TGN soit composé de domaines membranaires fonctionnels (Asaoka et al, 2013 ; Choi et al,
2013). Chez les végétaux uniquement, certaines vésicules peuvent également étre adressées
directement a la MP depuis le RE (Drakakaki & Dandekar, 2013), ou directement depuis le Golgi
vers la MP (Crowell et al, 2009, ).

La voie endocytique est chargée de la destruction de matériel plasmalemmique (

). Elle consiste ainsi en I'internalisation de matériels plasmalemmique et extracellulaire via
des vésicules, principalement a clathrine (Baisa et al, 2013) vers les endosomes précoces
(Uemura & Nakano, 2013). Ensuite, soit le matériel internalisé sera recyclé vers la MP (Kleine-
Vehn & Friml, 2008), comme, par exemple, les transporteurs d’auxine PIN (Kleine-Vehn et al,

2011) soit il sera envoyé vers la vacuole pour dégradation (Kleine-Vehn & Friml, 2008).

La voie de recyclage consiste en l’internalisation de matériel plasmalemmique de
maniére dépendante ou indépendante de la clathrine vers les endosomes, et leur
remobilisation/relocalisation a la MP (Onelli et al, 2008). Le recyclage survient de maniére
constitutive lors du développement des plantes, par exemple, au niveau des cellules de garde
des stomates, le transporteur de potassium KAT1 est internalisé via des vésicules
endocytiques et recyclé a la MP de maniére constitutive (Meckel et al, 2004). Les transporteurs
d’auxine PINT, PIN2 et AUX1 sont recyclés de maniére continue entre les endosomes et la MP,
ce recyclage participant a leur polarisation, et ce de maniére cytosquelette dépendante
(Geldner et al, 2001, 2003 ; Boutté et al, 2006 ; Kleine-Vehn et al, 2011 ; Kleine-Vehn et al,
2006 ; Dhonukshe et al, 2010). De maniere intéressante, le recyclage de AUX1 et PIN2 est
aussi stérols dépendant (Kleine-Vehn et al, 2006 ; Men et al, 2008). Plusieurs voies possibles
existent en effet chez A. thaliana, ou les protéines AUX1 et PIN1 sont recyclées par deux voies
différentes (Kleine-Vehn et al, 2006).

Ces événements de recyclage peuvent étre observés a différentes échelles de temps

selon les mécanismes dont ils dépendent, par exemple, certaines vésicules vont pouvoir
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fusionner partiellement avec la MP de facon trés transitoire (de I’ordre d’environ 1 s ; Weise et
al, 2000), alors que les vésicules a clathrine ont un temps de demi-vie d’environ 50 s entre le

début et la fin de leur fusion avec la MP (Homann, 2006).

1.3.3.2 Les zones de contact direct entre RE et MP

A coté de ces flux de membranes, des observations menées sur des cellules de racine
de laitue en microscopie électronique aprés marquage a I’'osmium par RF-FS (Rapid Freezing
and Freeze Substitution) ont permis de mettre en évidence des zones de contact oti la MP et
le RE sont intimement associés (Hepler, 1981). Les EPCS (Endoplasmic reticulum-Plasma
membrane Contact Site) sont en fait des points ou le RE est attaché a la MP (Hepler et al, 1990).
Chez la levure, Sacl (une Pl phosphatase) et Scs2 (une Vesicle-Associated membrane protein-
associated Protein) sont deux protéines localisées aux EPCS (Manford et al, 2012). Certains de
leurs interactants, dont Ist 2 (un membre de la famille des canaux ioniques TMEM16), Tcb1 et
Tcb3 (deux orthologues de la large famille des synaptotagmines, des protéines liées au
transport vésiculaire), présentent d’une part des fonctions liées au métabolisme des lipides,
et d’autre part un role dans I’association MP-RE (Manford et al, 2012). Plus largement, la
régulation de la quantité de Pi4P (Phosphatidyl-Inositol 4 Phosphate) a la MP est dépendante
d’une localisation correcte de Sacl aux EPCS, proposant une implication de ces zones de
contact dans certaines voies de signalisation Pi4P-dépendante (Manford et al, 2012). Chez les
végétaux, des zones de contact similaires ont été identifiées. Ainsi, des cellules exprimant une
YFP-VAP27 (une protéine de plante homologue a la protéine de levure Scs2) montrent son
enrichissement dans les EPCS (Wang et al, 2014). Une GFP-NET3C (une super famille d’Actin-
Binding protein) exprimée dans des cellules de feuilles de Nicotiana Benthamiana, montre,
elle aussi, une localisation particuliéere sous forme de points immobiles a la surface de la MP
correspondant peut-étre aux EPCS précédemment décrits (Wang et al, 2014). De plus, VAP27
et NET3C co-localisent ensemble, et NET3C et I'actine co-sédimentent, suggérant que les EPCS
soient formés a partir de plateformes contenant NET3C, arrivée a la MP via I’actine sur laquelle
se fixe VAP27 (Wang et al, 2014).
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1.4 L'implication de la membrane plasmique dans les
interactions plantes-pathogenes

Le contact entre plantes et microorganismes est permanent, depuis la germination de la
graine jusqu’a la mort de la plante. Si le développement de la maladie reste rare, c’est
principalement grace a la perception par la plante de I'attaque par un agent pathogéne qui va
déclencher a son tour une réponse immunitaire et des réponses de défense adaptatives dans
le cas d’une interaction dite incompatible (Chisholm et al, 2006 ; Jones & Dangl, 2006), ces

derniers phénomeénes étant le plus souvent localisés a la membrane cellulaire.

1.4.1L°étape de reconnaissance de I’agent pathogéne

1.4.1.1 Les molécules reconnues

Le terme éliciteur désigne de manieére générale les molécules biotiques ou les
stimulations abiotiques capables de déclencher une réponse de défense chez les plantes
(Hahn, 1996). Les éliciteurs biotiques incluent des glycoprotéines, des protéines, des peptides,
des oligosaccharides et des lipides (Boller & Felix, 2009). lls peuvent étre regroupés en deux
classes : les éliciteurs non-spécifiques, composés des PAMP (Pathogen Associated Molecular
Pattern) et des DAMP (Damage Associated Molecular Pattern) et les éliciteurs spécifiques que

sont les effecteurs.

Les PAMP sont des molécules constituantes des microorganismes qui sont tres
conservées. lls sont souvent essentiels au mode de vie des microorganismes, et secrétés ou

libérés par des enzymes hydrolytiques lors de I'interaction avec une plante.

On peut en citer quelques exemples, dont la chitine constituant la paroi des
champignons (Felix et al, 1993). De méme, des peptidoglycanes purifiés a partir de cultures
de la bactérie Micrococcus lysodeikticus déclenchent des réactions de défense sur des cellules
de N. tabacum, grace a la reconnaissance d’un domaine trés conservé de 15 acides aminés de
la Cold Shock Proteins (CSP ; Felix & Boller, 2003). La flagelline, molécule constituante du
flagelle des bactéries, induit des réponses de défense sur des cellules d’A. thaliana, de tomate,

de vigne, de tabac, de carotte, etc. L’activité immunitaire de la flagelline est imputable a un
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Receptor

Type

Ligand (pattern)

Plant

Reference

Recognition of bacterial pathogens

FLS2 LRR-RLK Flagellin {flg22} Higher plants Gomez-Gomez and Boller (2000}, Hann and Rathjen
(2007), Robatzek er al. (2007), Takai et al. (2008),
Boller and Felix {2009), Trda et al. (2014) and
Zhang et al. (2017}

FLS3 LRR-RALK Flagellin {figll-28) 5. pimpinellifolium  Cai et al. (2011}

EFR LRR-RLK EF-Tu (elf18) A. thaliana Kunze et al. (2004) and Zipfel ef al. (2006}

CORE LRR-RLK Cold shock protein (csp22) 5. lycopersicum Wang et al. (2016a)

XA21 LRR-RLK raxX (RaxX21) 0. sativa Pruitt et al. (2015)

XPS1 LRR-RLK Permease (xup25) A. thaliana Mott et al. (2016)

LORE LEC-RLK Lipopolysaccharide A. thaliana Ranf ef al. (2015}

EPR3 LysM-RLK Extracellular polysaccharides L japonicus Kawaharada et al. (2015}

ReMAX/RLP1 LRR-RLP eMAX A. thaliana Jehle et al. (2013)

RLP23 LRR-RBLP Mep1-like protein (nlp20) A. thaliana Albert et al. (2015)

CSPR LRR-RLP Cold shock protein (csp22} N. benthamiana Saur et al. (2016)

LYM1/LYM3  LysM-RLP Peptidoglycan A. thaliana Willmann et al. (2011)

Recognition of fungal pathogens

CERK1 LysM-RLK Chitin A. thaliana Miya er al. 12007), Wan et al. (2008), lizasa et al.
(2010} and Petutschnig et al. (2010)

LYKS LysM-RLK Chitin A. thaliana Cao et al. (2014)

-3 LEC-RLK Avr3/Six1 S. pennellii Catanzariti ef al. (2015]

RLP30 LRR-RLP SCFE1 A. thaliana Zhang et al. (2013}

Eix1/Eix2 LRR-RLP Ethylene-inducing xylanase 5. pennellii Ron and Avni (2004)

RLP42/RBPG1 LRR-RLP Endopolygalacturonases A. thaliana Zhang et al. (2014)

Cf-2 LRR-RLP Avr2, Gr-VAP1 5. pimpinellifelium  Dixon et al. (1996) and Rooney et al. {2005)

Cf-4 LRR-RLP Avrd 5. hirsutum Thomas et al. (1997}

Cf-5 LRR-RLP Avrh S. lvcopersicum Dixon et al. {1998)

Ci-9 LRR-RLP Avrg S. pimpinellifolium  Jones et al. (1994} and Luderer et al. (2001}

Herg-4E LRR-RLP AvrdE S. hirsutum Thomas et al. (1997) and Weinberger et al. (1999)

LepR3/RLM LRR-RLP Avrlm1, Avrlm2 B. napus Larkan et al. (2013, 2015)

! LRR-RLP Avr1/Sixd 5. pimpinellifolium  Catanzariti et al. (2017}

CEBiP LysM-RLP Chitin 0. sativa Kaku ef al. (2006}, Shimizu et al. (2010) and
Hayafune et al. (2014)

LYP4, LYPE LysM-RLP Chitin, Peptidoglycan Q. sativa Liu et al. {2012a)

LYM1, LYM3  LysM-RLP Peptidoglycan A. thaliana Willmann et al. {2011)

LYM2 LysM-RLP Chitin A. thaliana Faulkner et al. (2013)

Recognition of oomycete pathogens
RLP23 LRR-RLP nip20 A. thaliana Albert et al. (2015)
RLPBS/ELR LRR-RLP Elicitin 5. microdontum Du et al. (2015)

Recognition of host cell alterations (damage-associated patterns)

PEPR1 LRR-RLK Pep1-Pepb A. thaliana Yamaguchi er al. (2008, 2010}

PEPR2 LRR-RLK Pep1, Pep2 A. thaliana Yamaguchi ef al. (2010}

RLKY LRR-RLK PIP1 A. thaliana Hou et al. {2014)

SR160 LRR-RLK Systemin 5. peruvianum Scheer and Ryan (2002)

DORN1 LEC-RLK Extracellular ATP A. thaliana Choi ef al. 12014}

WAK1 EGF-like-RLK  Oligogalacturonides A. thaliana Brutus et al. (2010)

FER Malectin-RLK ~ RALF peptides A. thaliana Haruta et al. (2014} and Stegmann et al. (2017)

Tableau 1. Tableau récapitulant quelques-uns des différents récepteurs en fonction de leur type (structure
protéique), de leur ligand (éliciteur reconnu) et de la plante modéle dans laquelle ils ont été identifiés.
D’apreés Saijo and Yasuda, 2017.



motif de 15 a 22 acides aminés trés conservé dans le régne bactérien (FIg22 ; Felix et al, 1999).
L’application de EF-tu (Elongation Factor) purifié a partir de cultures d’Escherichia coli permet
de déclencher sur des cellules en suspension d’A. thaliana des réponses de défense, via la
reconnaissance d’un motif N-acétylé correspondant aux 18 premiers acides aminés (elf18 ;
Kunze et al, 2004). De nouveaux PAMP sont identifiés et caractérisés réguliérement. Pour
exemples récents, chez le champignon Valsa mali, une protéine appelée VmEOQ?2 (trés répandue
chez les oomycétes et les champignons) a été identifié¢e comme un PAMP, étant capable
d’éliciter les cellules de N. Benthamiana (Nie et al, 2018). De méme, chez I’ascomyceéte
Rhynchosporium commune, la protéine RcCDI 1 (Rhynchosporium commune Cell Death Inducer
1) induit les réponses de défense des solanacées (Franco-Orozco et al, 2017). Des acides
nucléiques viraux sont aussi capables d’éliciter les réponses de défense des plantes (Nicaise
& Candresse, 2017 ; Julie Korner et al, 2013 ; ).

Les DAMP sont le fruit d’une attaque par un agent pathogéne au cours de laquelle les
dommages infligés a la paroi végétale vont induire la libération de phyto-molécules. Par
exemple, la dégradation de la pectine de la paroi libére des oligogalacturonides (OG) qui sont
capables d’induire des réponses de défense (Reymond et al, 1995). Il est paralléelement
proposé qu’un systéme baptisé « Pectin Integrity Monitoring System » (PIMS) soit a I’origine
d’une détection de I'intégrité de la paroi de maniére constante au cours de la vie de la cellule.
Ceci permettrait une détection rapide d’éventuelles blessures ou attaques pathogeénes (Ferrari
et al, 2013).

Une autre classe d’éliciteurs endogénes est constituée de petits peptides baptisés Peps
(Plant Elicitor Peptides ; Huffaker et al, 2006). Sur des racines d’A. thaliana, AtPepl1 (A.
thaliana Plant elicitor peptidel) est constitué des 23 acides aminés C-terminaux de la protéine
PROPEP 1. AtPep1 correspond a un fragment dégradé lors de la mort cellulaire, et est décrit
comme un éliciteur induisant des réponses de défense plus intenses que la FIg22 ou la chitine
(Poncini et al, 2017).

D’autres molécules signes d’une attaque en cours sont les effecteurs. Ces molécules
sont le produit de genes d’avirulence (génes Avr) de I’agent pathogéne et sont capables de

stopper les réactions de défense des plantes. Les effecteurs peuvent agir aussi bien dans
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Figure 22. Schéma représentant les différents PRR (Pattern Recognition Receptor) parmi les plus
connus et leur ligands. L’ancrage des récepteurs de type PRR a la MP se fait via un domaine
transmembranaire (cylindre bleu). Les différents domaines permettant la reconnaissance/fixation
des ligands sont situés au niveau de I'apoplasme. Parmi les domaines apoplastiques existant, sont
représentés les LRR (Leucine Rich Repeat) qui reconnaissent les peptides, les EGF-like, LysM et
lectines qui reconnaissent des motifs saccharidiques. On peut relever deux groupes de PRR : les
RLK (Receptor Like Kinase) possédant un domaine cytoplasmique a activité kinase (hexagone bleu),
et les RLP (Receptor Like Protein) qui en sont dénués. Comme exemples de RLK, FLS2 (FLagellin
Sensing 2) présente un domaine extracellulaire constitué de 28 LRR (bille verte) permettant la
reconnaissance de la flagelline 22; CERK1 (Chitin-Elicitor Receptor Kinase 1) présente un domaine
extracellulaire constitué de 3 EGF-Like (demi-cercle orange) permettant la reconnaissance de la
chitine; et WAK1 (Wall-Associated Kinase 1) présente un domaine extracellulaire constitué de 2
LysM (disque vert) permettant la reconnaissance des oligogalacturonides (OG). Comme exemple de
RLP, ELR (ELicitin Receptor) présente un domaine extracellulaire constitué de 36 LRR permettant la
reconnaissance des élicitines; et P2K1 (P2 receptor Kinase 1) présente un domaine extracellulaire
constitué d’un motif lectine (couronne bleue) permettant la reconnaissance de I’ATP extracellulaire.
Modifié d’aprés Wu and Zhou, 2013.



I’apoplasme que dans le cytoplasme et facilitent I'invasion de la plante par I’agent pathogéne.
Par exemple, la bactérie Pseudomonas syringae produit et injecte dans la cellule la protéine
AvrPtoB qui interfére avec les réponses de défense induites par des molécules comme la
flagelline (Li et al, 2005 ; He et al, 2006). Ustilago maydis, un champignon pathogéne
responsable de la maladie du charbon du mais, sécréte via son hyphe, au moment de
I’infection, un effecteur appelé Pepl. L'étude de mutant n’exprimant plus Pepl a montré le
role de cet effecteur dans la progression de I’hyphe aprés la pénétration de I’épiderme de la
plante et le blocage des réponses de défense (Doehlemann et al, 2009), via I'inhibition de

I’activité des peroxydases (Hemetsberger et al, 2012).

Suite a des mécanismes de co-évolution, ces effecteurs peuvent cependant étre reconnus
par des protéines de résistance R chez certaines plantes (van Ooijen et al, 2007), et induire
alors des réactions de défense prolongées et plus intenses que celles déclenchées par les
PAMP ou les DAMP (Tsuda & Katagiri, 2010 ; Tsuda et al, 2013).

1.4.1.2 Les récepteurs

Certaines des protéines capables de détecter ces différents éliciteurs sont situées au
niveau de la MP. Ces récepteurs sont appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) et peuvent
étre séparés en deux groupes : les RLK (Receptor Like Kinase) et les RLP (Receptor Like Protein ;

), selon qu’ils portent ou pas un domaine protéine kinase cytoplasmique (Macho &
Zipfel, 2014 ; ). Ces deux types de récepteurs membranaires possédent un domaine
extracellulaire capable de lier des ligands de maniére relativement spécifique. Par exemple,
chez A. thaliana, le RLK appelé FLS2 est impliqué dans la fixation et la reconnaissance de la
flagelline (Gomez-Gomez et al, 2007). Chez le mutant fls2-17, I'importance du domaine
protéine kinase dans l'induction d’une réponse de défense efficace a été prouvée en
supprimant la possibilité d’autophosphorylation de FLS2 (Gomez-Gomez et al, 2007). Des
évenements d’endocytose de FLS2 depuis la MP ont été mis en évidence en réponse a
I’élicitation par la flagelline (Robatzek et al, 2006a), et montrent que les récepteurs, une fois

activés, sont envoyés a la vacuole pour y étre détruits (Beck et al, 2012).

Les effecteurs, quant a eux, sont détectés de maniére spécifique par des récepteurs
protéiques codés par des genes de résistance de la plante (genes R). Ces récepteurs protéiques
appartiennent essentiellement a la famille des NB-LRR (Nucleotide Binding Leucine-Rich
Repeat) situés dans le cytoplasme (Van Der Biezen & Jones, 1998). En réponse a une infection
par un agent pathogéne, la reconnaissance des effecteurs par les protéines R induit des

réponses physiologiques au niveau cellulaire comme, par exemple, la production et
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Figure 23. Schéma représentant le modele dit en « zig-zag » illustrant le systéme immunitaire des
plantes. ©® la détection d’un PAMP/DAMP par un récepteur PRR va provoquer l'activation de la
résistance basale (PTI). @ Si le pathogéne réussi I'infection, il va pouvoirs injecter dans la cellule
des effecteurs qui vont interférer avec la PTI, ce qui provoquera I'ETS (aboutissant a I’installation de
la maladie). ® dans certains cas d’interaction spécifique plante-agent pathogéne, I'effecteur est
reconnu par une protéine R, ce qui active une réponse de défense plus robuste et durable que la PTI
appelée ETI.



I’accumulation de formes actives d’oxygéne (FAQO), mais aussi de formes actives de nitrogéne
(RNS), et ’expression de génes codant des protéines PR (pour Pathogenesis-Related) ainsi que

la mort cellulaire programmée (Wu et al, 2014).

1.4.2Signalisation cellulaire associée aux évenements de défense

1.4.2.1 Schéema général

La détection d’un agent pathogéne par la plante via la reconnaissance de PAMP ou de
DAMP déclenche une cascade d’événements de signalisation aboutissant a une réaction
immunitaire génériqgue commune a toutes les cellules appelée PTI (PAMP Triggered Immunity,

). Cette réponse ralentit voire bloque l'infection initiée. Dans certains cas, I’agent
pathogéne injecte dans la cellule un effecteur qui inhibe la PTI. Cette inhibition aura pour
conséquence de rendre la plante sensible a I'agent pathogéne et de laisser se développer la
maladie, ce cas de figure étant appelé ETS (Effector Triggered Sensitivity ; ). Lors
d’interactions plante/agent pathogéne trés spécifiques, la détection des effecteurs par des
protéines R végétales initie une réaction appelée ETI (Effector Triggered Immunity ; Ooijen et

al, 2007 ; ), qui de maniére trés efficace permet une résistance de la plante.

1.4.2.2 Les evenements précoces de signalisation

La détection de I’agent pathogene induit, sans délai, une cascade de signalisation initiée
par des réactions de phosphorylation au niveau du domaine kinase cytosolique des RLK. Dans
le cas des RLP, le plus probable est qu’en réponse a la détection de leur ligand, ils agissent en
coopération avec d’autres protéines (Kaku et al, 2006) comme des RK (Receptor Kinase). Parmi
les premiers éléments de cette cascade, on retrouve ensuite des flux d’ions, par exemple des
influx massifs de cations Ca* qui induisent eux-mémes des processus de
phosphorylation/déphosphorylation de protéines (Dodds & Rathjen, 2010). On peut également
constater des efflux de NO; liés a une dépolarisation de la MP (Gauthier et al, 2007), ainsi que

des efflux de potassium et de chlore (Garcia-Brugger et al, 2006).

Ces derniers évenements se déroulent en amont d’une production de FAO (ions
superoxydes, O, et peroxyde d’hydrogene, H,0;) et de RNS (notamment le NO et les
peroxynitrite, ONOO' ; Jeandroz et al, 2016). La production de ces FAO participe aux réponses

de défense en limitant le développement de I'agent pathogéne et en renforcant les parois
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cellulaires de la plante (Karkonen & Kuchitsu, 2015 ; Lamb & Dixon, 1997), mais les FAO
agissent également en tant que seconds messagers nécessaires a la mise en place de la
cascade de signalisation aboutissant a la réponse hypersensible (RH ; Kulik et al, 2015).
L’implication du H,O, dans ces mécanismes a particulierement été démontrée : suivant sa
concentration, il va réagir avec certains résidus des protéines (notamment les méthionines et
cystéines) et provoquer des modifications post-traductionnelles pouvant modifier la fonction
des protéines selon la position du résidu (Valderrama et al, 2019 ; Harmel & Fiedler, 2018). Le
NO, quant a lui, se fixe au niveau des atomes de souffre des résidus thiolates (Lamotte et al,
2015) affectant l'activité des protéines ciblées par S-nitrosylation. Par exemple, chez A.
thaliana, la protéine AtSABP3, une fois S-nitrosylée, module les réponses de défense en
régulant la voie de signalisation de I’acide salicylique (AS ; Wang et al, 2009). Ces événements
de signalisation peuvent étre communs a la PTl et a I'ETI (Tsuda & Katagiri, 2010) et seront
décrits plus en détails dans le cadre du modeéle tabac BY-2/cryptogéine que nous avons utilisé

durant nos travaux.

1.4.2.3 Les réponses de défense

Ces évenements précoces de signalisation permettent a la cellule de mettre en place ses
défenses. Ceci implique une reprogrammation de I’expression des génes de la plante,
principalement de génes codant pour des protéines PR, protéines hydrolytiques ayant un role
antimicrobien. L’expression des geénes codant les protéines PR est sous le contréle de
phytohormones, dont I’AS, l'acide jasmonique (JA) et I’éthyléne (ET). Le JA et I’ET sont
impliqués dans les réponses de défense a une attaque par un agent pathogéne nécrotrophe
alors que I’AS est impliqué dans les réponses a un agent pathogene biotrophe (Glazebrook,
2005). Les protéines PR sont tres diverses et la plupart sont des composés toxiques pour
I’agent pathogéne ou montrant une activité de dégradation de sa paroi. On peut citer (de
maniére non exhaustive) les exemples des B,1-3 glucanases, des chitinases et des

endoprotéases (van Loon et al, 2006).

L’expression d’autres génes associés au renforcement de la paroi végétale est aussi
activée. Des dépots de callose et de lignine permettent ainsi d’augmenter la résistance de la
cellule végétale a la contrainte mécanique imposée par I'agent pathogene (Trouvelot et al,
2008). Enfin, la mise en place de la RH est permise grace a I’activation d’un large panel de

genes.
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1.4.2.4 La réeponse hypersensible

Sur plante entiére, la RH se caractérise par une mort cellulaire programmée localisée au
hiveau du site d’infection ol des lésions apparaissent (Heath, 2000). Quelques-uns des
symptomes caractérisant la RH sont une condensation du cytoplasme et de la chromatine, une
libération du cytochrome c par les mitochondries et I’activation de protéases (Lam, 2004; Mur
et al, 2008). Par exemple, la VPE (Vacuolar Processing Enzyme), dans le contexte de la RH,
provoque la désintégration de la membrane vacuolaire et la libération concomitante
d’enzymes hydrolytiques (Hatsugai et al, 2004). De méme, la fusion des membranes vacuolaire
et plasmique provoque le déversement du contenu vacuolaire dans le cytoplasme (Hatsugai et
al, 2009). L’ensemble conduit a la mort de la cellule. Ce sacrifice ponctuel et individuel permet
d’éviter la propagation de l'agent pathogéne biotrophe depuis le site d’infection, en
restreignant I’accés aux nutriments dont il aurait besoin (Greenberg & Yao, 2004). Si I’agent
pathogéne est nécrotrophe, cette stratégie ne pourra pas endiguer I'infection (Govrin & Levine,
2000).

1.4.2.5 La résistance systemique acquise

Dans le cas ou la RH est efficace, une autre forme de résistance peut s’établir au niveau
de la plante entiére : la SAR. Elle confére une protection des tissus sains de la plante a un large
éventail de microorganismes pathogenes (Singh et al, 2017) pouvant se prolonger plusieurs
semaines aprés l'infection initiale (Durrant & Dong, 2004). Ceci est le résultat de la
communication entre les cellules par des signaux tels que le SA, I'acide azélaique et le
glycéraldéhyde-3-phosphate. Ces signaux, et notamment le SA, induisent la transcription de
genes TGA, WRKY et TCP, facteurs de transcription dont I’activité contribue a la mise en place
de la RH (Li et al, 2018).

1.4.3Le modele tabac-cryptogéine et la signalisation précoce
localisée a la membrane plasmique

Les oomycéetes du genre Phytophthora sont des organismes eucaryotes hétérotrophes,
dont I'une des caractéristiques est qu’ils ne peuvent synthétiser les stérols nécessaires a leur
reproduction, puisqu’indispensables a la formation des zoospores (Hendrix & Guttman, 1970).
En 2010, on recensait plus d’une centaine d’especes de Phytophthora (de Kroon et al, 2012),

majoritairement des phytopathogénes (prés de 60 %) montrant d’une part une forte virulence
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et d’autre part un large spectre d’hotes concernés. Le tabac infecté par P. parasitica développe
la maladie du pied noir, visible par le pourrissement des tiges (Shew, 1987). De maniére
intéressante, une inoculation préalable avec P. cryptogea conduit a I’apparition de nécroses
foliaires localisées, ainsi qu’a une protection contre P. parasitica (Bonnet et al, 1996). Ces

observations ont motivé de nombreuses recherches sur le modéle tabac-cryptogéine.

1.4.3.1 La fixation de la cryptogéine

La cryptogéine est une protéine secrétée par P. cryptogea capable de déclencher une RH
chez le tabac (Bonnet et al, 1985), d’ot son appellation d’élicitine. Plus généralement les
élicitines forment une famille d’éliciteurs protéiques a faible poids moléculaire d’environ 10
kDa, hydrophiles et riches en acides aminés spécifiques (Ricci et al, 1992 ; Kamoun et al,
1993 ; Boissy et al, 1996). D’une structure primaire trés conservée, elles possédent une
signature caractéristique qui permet de les identifier, avec : i) une composition de 98 acides
aminés ; ii) un enrichissement en sérine et thréonine (30 % de la molécule), leucine (10 %) et
alanine (10 %) et une absence de tryptophane, d’histidine et d’arginine ; iii) la présence de six
cystéines reliées par des ponts disulfures intramoléculaires dans les régions trés conservées
de la molécule (Benhamou et al, 2012). Elles sont produites par les espéces oomycétes
Phytophthora et Pythium (Osman et al, 2001).

Des expériences de cristallographie aux rayons X (Boissy et al, 2009) et de RMN
(Pernollet & Guittet, 1997) ont permis de décrire la structure de la cryptogéine qui est une
petite protéine globulaire, constituée de 5 hélices alpha, d’un feuillet béta antiparalléle et
d’une boucle oméga, le tout étant maintenu par des ponts disulfures et des liaisons de Van

der Waals.

Incapables de synthétiser leurs propres stérols (Stong et al, 2013), les élicitines qu’ils
sécretent permettent aux oomycétes des genres Phytophthora et Pythium de les capter au
niveau de la MP végétale. Ainsi, une cavité hydrophobe est présente dans la cryptogéine, sa
taille permettant de contenir un stérol (Ponchet et al, 1999). La formation de ce complexe
modifie la configuration de la boucle oméga (Boissy et al, 2009). Ce changement de la
structure ternaire de la cryptogéine via la fixation d’un stérol est essentiel a 'activité de la

cryptogéine (Osman et al, 2001 ; Dokladal et al, 2012). Des formes mutées (dont la forme
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Figure 24. Représentation schématique de certains des événements précoces de signalisation
survenant suite a une élicitation par la cryptogéine chez les cellules de tabac BY-2. La cascade de
signalisation précoce du modéle tabac-cryptogéine se caractérise par certaines étapes, dont les
principales se situent a la MP et sont les suivantes. ® La cryptogéine (en orange) capte un stérol (en
rouge) de la MP, et le complexe formé se fixe a un site de haute affinité sur la MP. @ La cascade de
signalisation induite débute par l'initiation d’événements de phosphorylations impliquant des
protéines kinase (PK) et déclenchant des influx calciques. ® L’activité d’'une NADPH oxydase
(NtRBOHD, cristal violet) est stimulée par ces influx calciques. ® La production d’ions superoxyde
par la NADPH oxydase est enclenchée et ceux-ci sont transformés quasi instantanément en H,O,
par la super oxyde dismutase (SOD). ® Une augmentation du nombre et de la taille des domaines
ordonnés (enrichis en lipides particuliers, en vert) a la MP. Ces événements de signalisation
s’inscrivent dans une cascade plus complexe qui a pour but de déclencher une réponse
hypersensible. Modifié d’aprés Garcia-Brugger et al, 2006.



Lys13Val, présentant une modification des charges de surface de la cavité de la protéine)
manifestent d’une part une affinité deux fois moins importante pour des acides gras comme
le DHE (DeHydroErgostérol) ou la NBD-PC (NitroBenzoxaDiazole-labelled PhosphatidylCholine)
et d’autre part une moindre capacité a transférer les stérols entre des micelles de sitostérol
ou de cholestérol et des micelles de DHE (Pleskova et al, 2011). L’'implication de I’interaction
électrostatique de la protéine avec la MP cible, en entrainant une mauvaise orientation de la
cryptogéine par rapport a la MP, a été proposée pour expliquer ces observations (Pleskova et
al, 2011). De plus, des expériences de réticulation et de QCM (Quartz Crystal Microbalance)
ont permis de suggérer que la cryptogéine peut former des homodimeéres et des
hétérodimeéres. Si les homodimeéres montrent une capacité amoindrie a déclencher la RH, il est
suggéré qu’un complexe tripartite, potentiellement avec une LTP (Lipid Transfert Protein)

pourrait étre nécessaire a I’activité de la cryptogéine (Uhlikova et al, 2016).

Le site de fixation de la cryptogéine n’a pas encore été formellement identifié dans les
cellules de tabac, mais on sait qu’il s’agit de sites de haute affinité (Kd = 2 nM) situé sur la MP
(Wendehenne et al, 1995). Chez la pomme de terre (Solanum tuberosum var Désirée), des
transformants exprimant le géne ELR (elicitin like receptor, récepteur de type RLP constitué de
36 LRR et reconnaissant les élicitines) ont été infectés par six souches de P. infestans
différentes. Parmi les transformants, quatre présentaient des lésions nécrotiques liées a la RH.
De plus, des expériences de co-immunoprécipitation ont démontré qu’ELR s’associe a un co-
récepteur impliqué de maniére non spécifique dans les réactions de défense : BAK1/SERK3.
Ainsi, ELR en association avec BAK1 confére une résistance a 14 élicitines, dont la cryptogéine
(Du et al, 2015).

1.4.3.2 Les evéenements de signalisation induits par la cryptogéine

Suite a la reconnaissance de la cryptogéine, la cascade de signalisation commence par
I’activation de protéines kinases (Lecourieux-Ouaked et al, 2000). Leur implication a été
montrée en appliquant de la staurosporine (inhibiteur des protéines kinases ; ) et en
constatant que ce traitement bloque I’ensemble des réponses a la cryptogéine (Viard et al,
1994), placant cet événement trés en amont de la cascade de signalisation. Une augmentation
du niveau de phosphorylation de 20 protéines a paralléelement été mise en évidence en réponse
a la cryptogéine (Lecourieux-Ouaked et al, 2000), confortant I'implication de protéines kinases

dans ces phénomeénes.
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Apres un traitement des cellules de tabac par la cryptogéine, un influx de Ca?** survient
dans le cytosol. De plus, des influx de protons (Viard et al, 1994) et des efflux de chlore et de
nitrate ont également été constatés (Wendehenne et al, 2002), participant a une acidification
du cytosol et une alcalinisation du milieu extracellulaire (Simon-Plas et al, 1997). En bloquant
I’activité des canaux perméables au calcium avec du lanthane, les autres événements liés a la
réponse a la cryptogéine (dont I’alcalinisation du pH extracellulaire et la production de FAO)
sont fortement inhibés (Tavernier et al, 1995), placant cet événement en amont de nombreux

autres ( ).

L’activité d’'une NADPH oxydase, NtRBOHD (N. tabacum Respiratory Burst Oxidase
Homolog D), est stimulée a la fois par les ions Ca** et des événements de phosphorylation.
Son activité produit des anions superoxydes (O,’) labiles (Kadota et al, 2004), qui sont trés
rapidement transformés en peroxyde d’hydrogéne (H,0,) par la SOD (Super Oxide Dismutase ;

). Une accumulation de H,0, survient en réponse a la cryptogéine et est mesurée a
partir de 5 min avec un pic d’accumulation a 15 min (Simon-Plas et al, 1997). La production
de H,0, se fait de maniére trés locale a la surface de la MP au niveau de zones restreintes
d’environ 100 nm (Lherminier et al, 2009b). De plus, en réponse a la cryptogéine, NtRBOHD
est retrouvée enrichie au niveau de la MP, sous forme de groupes d’environ 18 nm, et des
expériences utilisant de la cycloheximide ont démontré qu’elle provient d’un pool pré-existant
au niveau de I’appareil de Golgi (Noirot et al, 2014). En accord avec une association a des
domaines particuliers, la protéine est également retrouvée enrichie dans les DRM des cellules
de tabac en réponse a la cryptogéine (Stanislas et al, 2009), suggérant son association avec

des domaines ordonnés, comme cela a été constaté chez A. thaliana (Hao et al, 2014).

Ces évenements surviennent dans les 5 premiéres minutes qui suivent une élicitation, et

il est important de souligner que nombre de leurs acteurs sont localisés au niveau de la MP.

1.4.3.3 Les évenements membranaires

Les flux d’ions induits par la cryptogéine, et notamment les influx de Ca* et les efflux

de K* vont provoquer une dépolarisation rapide de la MP (en environ 5 min ; Pugin et al,
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1997 ; Garcia-Brugger et al, 2006). Cette dépolarisation est induite par une différence de
potentiel électrique entre I'intérieur et I’extérieur de la cellule, ce qui permet I'activation de
canaux calciques voltage-dépendant, et provoque une augmentation de la concentration en

calcium dans la cellule (Pugin et al, 1997 ; Gauthier et al, 2007).

En réponse a la cryptogéine, des phénomenes d’endocytose a clathrine ont pu étre mis
en évidence en marquant la MP des cellules de tabac BY-2 avec la sonde FM4-64. En effet, 10
min apres une élicitation par la cryptogéine, une internalisation de la sonde a pu étre constatée
(Leborgne-Castel et al, 2008). De maniére intéressante, ces phénomenes d’endocytose sont
dépendant de la production de FAO (Leborgne-Castel et al, 2008). Chez A. thaliana, en réponse
a la Flg22, le PRR FLS2 est internalisé par endocytose puis dégradé (Robatzek et al, 2006b).
Aussi, il est possible que le méme processus ait lieu chez les cellules de tabac en réponse a la

cryptogéine, ce qui expliquerait les phénoméne d’endocytose observés.

Des expériences de FRAP, réalisées avec la sonde di-4-ANEPPDHQ en microscopie
confocale, ont montré que la fluidité latérale de la MP des cellules de tabac BY-2 élicitées par
la cryptogéine est plus importante que sur les cellules controles (Gerbeau-Pissot et al, 2014).
Flg22 et des mutants de cryptogéine incapables de traper les stérols ne montrent pas cette
capacité a augmenter la fluidité membranaire (Gerbeau-Pissot et al, 2014), supposant que cet

effet est spécifique et sans doute lié au complexe cryptogéine-stérol.

Un autre événement précoce faisant partie de cette cascade de signalisation a été
identifié par notre équipe : le changement du degré d’ordre de la MP (Gerbeau-Pissot et al,
2014). En effet, aprés exposition des cellules de tabac a la cryptogéine, on observe une hausse
du degré d’ordre de la MP liée a une augmentation du nombre et de la taille des domaines
ordonnés présent a sa surface (Gerbeau-Pissot et al, 2014). L'utilisation d’inhibiteurs des
étapes précoces de la cascade de signalisation (la staurosporine pour inhiber les événements
de phosphorylation, le lanthane pour inhiber les flux de calcium et le DPI -DiPhenylene
lodonium- pour inhiber I'activité des NADPH oxydases) empéche la hausse du degré d’ordre
de la MP induite normalement par la cryptogéine, placant la rigidification membranaire en aval
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de ces événements de signalisation (Gerbeau-Pissot et al, 2014). Une approche génétique
utilisant des lignées inactivées pour NtrbohD et un traitement par ajout de H,O, sur les cellules
de tabac a permis de confirmer I'implication du H,0, dans I'augmentation du degré d’ordre

induite par la cryptogéine.

1.5 Modifications directes induites a la membrane
plasmique par les formes actives d’oxygénes

Ainsi, parmi les événements précoces de réponse a I’élicitation, la production d’un
ensemble de FAO conduit a un burst oxydatif, qui lui-méme contréle I'induction d’une hausse
du nombre et de la taille des domaines ordonnés a la surface de la MP (Sandor et al, 2016).
Ces étapes se retrouvent de maniere remarquable conservées entre les espéces et plusieurs
mécanismes peuvent étre mis en lien avec la génération FAO-dépendante de domaines

ordonnés surnumeéraires.

1.5.1Définition d’un burst oxydatif

L’oxygéne moléculaire posséde deux électrons non couplés, ce qui lui permet de pouvoir
étre réduit. Selon la réaction de réduction mise en place, au moins six FAO différentes sont
générées : I'anion superoxyde O,", le peroxyde d’hydrogene H,0,, les radicaux hydroxyles OH;,
les singulets oxygéne 'O, I'acide hypochlorique et I’ozone (Bergamini et al, 2004). Les quatre
premieres formes citées sont produites de facon continue dans certains organites des cellules
végétales et résultent inévitablement du métabolisme aérobie, parmi eux, le chloroplaste (via
la photosynthése), la mitochondrie (via la respiration cellulaire), les peroxysomes et
I’apoplasme (Mignolet-Spruyt et al, 2016). Les FAO sont produites par des enzymes médiant
des processus de transduction de signaux (Foyer & Noctor, 2013) et sont elles-mémes
impliquées en tant que seconds messagers jouant un réle clef dans la transduction de signaux
cellulaires (Mittler et al, 2004). Un niveau basal de FAO est requis pour assurer la survie des
cellules (Mittler, 2017). Aussi, la quantité de FAO est finement régulée pour rester au-dessus
d’un niveau cytostatique et en dessous d’un niveau cytotoxique (Schieber & Chandel, 2014),
assurant I’équilibre nécessaire aux fonctions bénéfiques pour la cellule. Lors d’un stress
biotique ou abiotique, cet équilibre est perturbé et la quantité de FAO peut augmenter
fortement, générant un burst oxydatif. Pour exemple significatif, les éliciteurs induisent la

production de différentes FAO, notamment les ions O, et le H,0,(Izzi & Galvano, 2012).
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Tableau 2. Propriétés des différentes FAO. Les structures, voies de formation, niveaux de réactivité
et durées de vie sont notés pour différentes formes actives d’oxygéne, dont les ions superoxydes
(027), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et les radicaux hydroxyles (OH). SOD=superoxyde
dismutase. D’aprés Waszczak et al, 2018.



1.5.1.1 Les différentes formes actives d’oxygéne

L’anion superoxyde O, est le produit de I'addition d’un électron non apparié a une
molécule d’oxygéne. Méme si ces ions peuvent étre formés par absorption de rayons UV, leur
production est essentiellement enzymatique. Elle a lieu au niveau de la membrane des
mitochondries lors des processus respiratoires, mais aussi au niveau de la MP lors des
réponses de défense des plantes, via des NADPH oxydases de type RBOH (Czarnocka &
Karpinski, 2018).

Contrairement aux autre FAO, les O, correspondent a un état excité de la molécule
d’oxygéne, engendrant une durée de vie trés courte de I’ordre de 2 a 4 ps, et un effet localisé
a leur lieu de production (distance de 1 pym maximum). Ces ions ont la réactivité la plus faible
parmi les FAO ( ), et leur role important est di au fait qu’ils sont le précurseur de
toutes les FAO (Waszczak et al, 201 8).

Le peroxyde d’hydrogéne H,0, est produit par dismutation des O, principalement par
voie enzymatique au niveau des peroxysomes, bien que cette réaction puisse également se
faire spontanément. Dans le cadre des réponses de défense des plantes, au niveau de la MP,
le H,0O, est également produit par des SOD plasmalemmiques qui utilisent les O, produits par
des RBOH comme substrat (Suzuki et al, 2011). En conséquence de quoi, le H,0, est retrouvé
de manieére trés localisé sous forme de patchs de 100 nm le long de la membrane plasmique

en réponse a la cryptogéine (Lherminier et al, 2009a).

Avec une réactivité plus forte et une durée de vie plus longue que celle des O, (d’environ
quelques ms voire quelques s jusqu’au retour a un état plus stable ; ), le H,O, sera
réactif jusqu’a ce qu’il interagisse avec une autre molécule (lipide, protéine, ou cations

divalents ; Czarnocka & Karpinski, 201 8).

Chez les plantes, les radicaux hydroxyles OH" sont principalement produits par la
réaction de Fenton (Winterbourn, 1995). Dans ce cadre, le H,0, interagit avec le fer, sous forme

d’ions Fe?, pour former des OH- et des ions Fe®* (Halliwell, 2006). Les OH~ font partie des
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Figure 25. Schéma illustrant les différentes étapes de la peroxydation des acides gras composant les
chaines acyles des lipides. Voir dans le texte pour le détail des réactions.



formes hautement réactives d’oxygeéne, avec une durée de vie de I'ordre de quelques ns

(Czarnocka & Karpinski, 2018 ; ).

Les cellules ne possédant pas d’antioxydants enzymatiques permettant de détoxifier les
OH-, une trop forte accumulation provoque la mort cellulaire programmée (Das et al, 2014).
De fait, en réagissant avec les purines et les pyrimidines, ils peuvent provoquer I’'oxydation de
désoxyriboses, et briser des brins d’ADN (Halliwell, 2006). Les OH- sont également les

principaux déclencheurs de la peroxydation des lipides (Ayala et al, 2014).

1.5.1.2 La peroxydation des lipides

La peroxydation des lipides est un processus d’oxydation complexe modifiant la
structure des lipides. Les principales étapes de ces réactions sont l'initiation, la propagation
et la terminaison. L’initiation consiste en I’arrachage d’un atome d’hydrogéne a un lipide (LH ;

), ce qui aboutit a la formation d’un radical lipidique (L; ) et d’'une molécule
d’eau. Les lipides a chaine (poly)insaturée (PUFA) sont plus sensibles a cette premiére étape
que les lipides a chaine saturée, car les doubles liaisons fragilisent les liaisons carbone-
hydrogéne environnantes et facilitent I’arrachage de I’hydrogéne (Reis & Spickett, 2012). La
seconde étape, de propagation, permet au radical lipidique formé (L) de réagir avec le O, pour
produire un radical peroxy-lipidique (LOO: ; ). Celui-ci, a son tour, pourra réagir avec
I’hydrogéne d’un autre lipide insaturé environnant, propageant de proche en proche la
réaction par obtention d’un nouveau radical lipidique (L, puis LOO ; ). Un seul radical
L' peut permettre d’oxyder un grand nombre de molécules sur des PUFA d’érythrocytes de
rats, montrant leur grand réactivité (Yamamoto et al, 2011). L'utilisation du 2-aminopropane
comme initiateur de la peroxydation couplée a la mesure du taux d’oxygéne consomme, a
montré I'importance de cette phase de propagation pour amplifier le mécanisme (Yamamoto
etal, 2011). La peroxydation des lipides se termine par la transformation en lipide peroxydé
(LOOH, ), mais peut aussi se finir par la réaction du radical peroxy-lipidique (LOO)
avec un atome d’hydrogene de sa propre chaine carbonée, ce qui aboutit a une cyclisation de

cette chaine (Gahalain et al, 2011).

Ainsi, selon la place de I’atome d’hydrogéne arraché et la facon dont la peroxydation
s’est terminée, une trés grande diversité de formes de lipides oxydés est générée. On retrouve
cependant majoritairement des dérivés contenant des groupements hydroxy-, kéto- et epoxy-
(Reis & Spickett, 2012). Ces dériveés lipidiques peroxydés, aux structures trés variées, montrent
des propriétés d’organisation membranaire trés différentes. Les dérivés oxydés de la PC ont,

par exemple, tendance a diminuer le niveau d’ordre des membranes modeéles dans lesquelles
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ils sont insérés (Megli & Russo, 2008), qu’il s’agisse de dérivés hydroxy- ou hydroperoxy-

(Jurkiewicz et al, 2012).

1.5.1.3 L’oxydation des stérols

La structure, des stérols notamment, peut aussi étre modifiée par oxydation. L’exemple
le mieux documenté illustrant les conséquences de |'oxydation des stérols est le cas du
cholestérol. Ainsi, I’arrachage d’un hydrogene sur le groupement hydroxyle de la téte polaire
du cholestérol par la cholestérol oxydase donnera du cholest-4-en-3-one (Xiang & Sampson,
2004). Ce dérivé oxydé, contrairement au cholestérol, s’associe préférentiellement aux phases
Ld, ce qui diminue le niveau d’ordre de la membrane (Neuvonen et al, 2014). D’autres
processus oxydatifs produiront un large éventail d’oxystérols ayant des structures tres
différentes et des propriétés biophysiques, elles aussi, trés variables. Ainsi, il a été montré
que les dérivés epoxy-, notamment le 5,6-a-epoxy-cholestérol et le 5,6-B-epoxy-cholestérol ont
tendance a stabiliser les phases Lo (Telesford et al, 2015). De méme, le 5-hydroxy-cholestérol
a un effet promoteur de la formation de phases Lo, alors que le 7-B-hydroxy-cholestérol a un
effet inhibiteur (Wenz & Barrantes, 2003). Le 7-kétocholestérol, quant a lui, a un effet inhibiteur
ou promoteur selon la composition de son environnement lipidique. Ces effets contradictoires
ont été, en partie seulement, expliqués. Notamment, I’attraction exercée par l'interface lipide-
eau sur les groupements hydroxy- et kéto- situés sur les noyaux cycliques imposerait un
déplacement vers I’horizontal (appelé «tilt ») des formes oxydées, et donc induirait des
interactions plus faibles avec les lipides environnants entrainant une inhibition de la formation
des phases Lo (Massey & Pownall, 2005). Au contraire, plus les groupements hydroxyles seront
situés sur des carbones éloignés dans la chaine acyle, plus un effet promoteur des phases Lo
sera observé, comme c’est le cas pour les formes 22-, 25- et 27- hydroxycholestérol (Kulig et
al, 2015).

Peu de choses sont connues sur I'influence des phyto-oxystérols sur les propriétés
biophysiques des membranes. Cependant, leurs effets physiologiques sur cellules animales
semblent équivalents a ceux induit par les dérivés oxydés du cholestérol, avec, par exemple,
des effets cytotoxiques et antitumoraux démontrés (Vanmierlo et al, 2013), avec des effets
décroissants pour les dérivés oxydés du B-sitostérol, campestérol et stigmastérol (O’Callaghan
et al, 2014). Ainsi, le 7 keto-stigmastérol (a forte concentration, 120 pM), a l'instar du 7-
kétocholestérol, perméabilise la membrane interne mitochondriale de cellules Caco-2
(Alemany et al, 2012). Ces similarités de fonction laissent envisager que les phytostérols

pourraient subir les mémes modifications structurales que le cholestérol lorsqu’ils sont
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oxydés, et que ces modifications pourraient étre a I’origine de capacités nouvelles des phyto-
oxystérols a contréler le degré d’ordre des membranes végétales, notamment en modifiant la
forme, la polarité et/ou I'orientation dans la membrane des phytostérols (Massey, 2006). De
fait, le p-sitostanol, en remplacement du cholestérol, modifie profondément les propriétés du
feuillet interne (en en diminuant le niveau de compactage) de membrane artificielle de
POPE/POPS/stérol (Hac-Wydro et al, 2013).
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2 OBJECTIFS DE LA
THESE






Les domaines ordonnés sont ainsi des structures membranaires organisées et
dynamiques ayant une composition lipidique et protéique particuliére. lls sont impliqués dans
des étapes primordiales du développement des plantes et dans leurs réponses adaptatives
mises en place suite a diverses stimulations externes (biotiques ou abiotiques). lls sont, de ce
fait, des éléments majeurs des voies de signalisation cellulaire. Les mécanismes contrélant
leur mise en place et leur régulation tout au long de la vie de la cellule restent toutefois encore

mal compris chez les végétaux.

2.1 Question(s) biologique(s)

L’objectif de mon travail de these est de déterminer quels mécanismes permettent aux
cellules de tabac BY-2 de réguler la structure de leur MP durant I’acquisition de leur identité

et dans le cadre de la réponse a un microorganisme avirulent.

Dans le premier chapitre, nous chercherons a caractériser I’évolution de I’hétérogénéité
de la MP au cours de la différenciation des cellules, et quels sont les potentiels acteurs
impliqués dans cette évolution. Est-elle progressive ou soudaine ? Les structures cellulaires en
contact avec la MP, comme la paroi, ont-elles un effet sur I’organisation de la MP comme les
expériences de Martiniere et al (2011-2012) I’ont suggéré ? La cartographie de la MP a I’échelle
nanométrique permettrait-elle d’observer une organisation plus fine de la MP, indécelable a

I’échelle micrométrique ?

Le second chapitre de ma thése vise a identifier les acteurs impliqués dans les
modifications ponctuelles de I'organisation de la MP en réponse a un microorganisme
avirulent. En effet, en réponse a la cryptogéine, une augmentation du nombre et de la taille
des domaines ordonnés des cellules de tabac a été rapportée (Gerbeau-Pissot et al, 2014). Elle
est dépendante de la production globale de FAO (Sandor et al, 2016). Des approches
pharmacologiques ont été favorisées pour tenter de caractériser le role potentiel de deux FAO

principales : H,O, et les radicaux hydroxyles.

Dans le troisiéeme chapitre, les mécanismes pouvant mener a la modification de
I’organisation membranaire seront étudiés. Deux axes principaux de recherche ont été
privilégiés. Premiérement, la possibilité d’une arrivée de domaines ordonnés a la MP des
cellules de tabac, par voie de trafic membranaire, en réponse a la cryptogéine. Plusieurs études
étayent I’hypothése d’un tel mécanisme. Par exemple, I’arrivée de NtRBOHD, NADPH-oxydase
responsable de la production des FAO, a la MP se fait par voie de trafic membranaire en

réponse a la cryptogéine (Noirot et al, 2014). La mobilisation du trafic membranaire en réponse

59






a un agent pathogene a été, de la méme facon, reportée dans d’autres systémes, tels que les
couples A. thaliana - Hyaloperonospora parasitica (Caillaud et al, 2014) ou A. thaliana -
Golovinomyces orontii (Kim et al, 2014). Parallélement, la formation de novo de domaines
ordonnés a la surface de la MP, via la modification de la structure chimique des composants
membranaires par les FAO produites en réponse a la cryptogéine, a aussi été explorée. Les
FAO peuvent, par exemple, oxyder les lipides, modifiant leur structure et donc potentiellement
leur capacité a former des domaines ordonnés (Neuvonen et al, 2014 ; Telesford et al, 2015 ;
Wenz & Barrantes, 2003).

2.2 Choix stratégiques

Un aspect redondant de la caractérisation des domaines ordonnés est leur dépendance
vis-a-vis des stérols et I’existence d’interactions particulieres entre sphingolipides et stérols,

engendrant un niveau de compaction plus élevé et un niveau d’ordre plus important.

Afin d’étudier ces domaines aux caractéristiques différentes, nous avons donc pris le
degré d’ordre des MP cellulaires comme parametre principal pour focaliser nos approches. Ce
dernier parameétre peut étre mesuré a I’aide de sondes fluorescentes. Nous avons choisi la di-
4-ANEPPDHQ pour plusieurs raisons : i) son taux d’internalisation est plutot faible, ce qui
permet d’obtenir un marquage a la MP de maniére relativement stable ; ii) elle est non-toxique
pour les cellules (Owen et al, 2010) ; iii) elle présente un rapport signal/bruit de fond réduit
(Obaid et al, 2004) ; iv) la longueur d’onde requise pour son excitation (488 nm) n’est pas
contraignante techniquement, et v) son spectre d’émission est modifié en fonction de I'état
de phase de la membrane dans laquelle elle est insérée (Jin et al, 2005), nous renseignant
directement sur le niveau de compaction des molécules au voisinage de la sonde et ce

indépendamment de la présence (ou non) de protéines (Dinic et al, 2011).
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3 MATERIEL ET
METHODES
EXPERIMENTALES






3.1 Matériels utilisés

3.1.1Matériel végeétal

3.1.1.1 Les cellules de Nicotiana tabacum cultivar Bright-Yellow 2 cultivées en

suspension

Les cellules de tabac Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2 (BY-2) sont cultivées en
suspension pendant sept jours dans un milieu « Murashige and Skoog » (sels MS, Duchefa,
M0221) supplémenté avec de la thiamine (3,8 uM), de I’acide 2,4 dichlorophenylacétique
(0,97 uM), du myo-inositol (0,5 mM), du saccharose (88 mM), du KH,PO, (1,5 mM) et du MES
(10,2 mM). Le pH du milieu de culture est ajusté a 5,6 en utilisant du KOH 1 M. La culture
s'effectue dans un environnement contrdolé sous lumiére constante (65 uE.m?2.s") a 25°C et sous
agitation (140 rpm). Aprés une semaine, les cellules sont en phase stationnaire et 4 mL (selon

la densité, environ 1,25 g) de cellules sont repiquées dans 80 mL de milieu neuf.

Avant utilisation, les cellules sont collectées par filtration sur un « sterifil aseptic
system » (Millipore) avec une membrane en nylon. Les cellules obtenues sont ensuite re-
suspendues dans un milieu d’équilibration (milieu dit I,), contenant du mannitol (175 mM), du
CacCl, (0,5 mM), du K,SO, (0,5 mM) et du MES (2 mM), pH 5,8, a raison de 1 g de cellules pour
10 mL de milieu. L’équilibration se fait a la lumiére pendant 3 h avec agitation (120 rpm), a
23-25°C

3.1.2Production de Protoplastes

Les protoplastes sont obtenus a partir de cellules de tabac BY-2 cultivées en suspension.
Apres centrifugation (100xg, 2 min) et re-suspension des cellules dans une solution de
mannitol (0,4 M, pH 5,5, 1 lavage), la digestion de la paroi s'effectue par incubation pendant
4 a5 ha 25°C dans une solution enzymatique contenant de la pectolyase Y-23 (0,1 % ; w/v),
de la cellulase Onozuka RS (1 % ; w/v) en solution dans du mannitol (0,4 M, pH 5,5). Les
protoplastes sont rincés 3 fois dans un milieu MS contenant du sel MS (4,3 g.L"'), du myo-
inositol (0,5 mM), de I’acide nicotinique (4 uM), de la pyridoxine (2,95 pM), de la thiamine
(3,8 uM), du saccharose (29 mM), et du mannitol (250 mM). Aprés centrifugation (500xg,
2 min) et élimination du surnageant, ils sont placés dans 9 mL d’une solution de régénération
contenant du sel MS (4,3 g.L"), du myo-inositol (0,5 mM), de I'acide nicotinique (4 uM), de la
pyridoxine (2,95 pM), de la thiamine (3,8 pM), de I’acide naphtalénacétique (0,5 pM),de la
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benzyl adénine (0,4 uM), du saccharose (29 mM), du mannitol (250 mM), a 26°C, le tout a

I’obscurité et sans agitation.

3.1.3Purification des microsomes et du plasmalemme

Le plasmalemme est obtenu a partir de cultures cellulaires aprés fractionnement
subcellulaire et partage de phase selon la méthode décrite par Larsson et collaborateurs
(Larsson et al., 1994). L’ensemble des étapes décrites ci-dessous est réalisé a 4°C ou dans la

glace.

3.1.3.1 Purification des microsomes

Les cellules obtenues par filtration sur membrane de nylon (entre 15 et 30 g) sont
broyées dans un Blender (Waring, 4 pulses de 20 sec) avec du tampon de broyage (100 mL
pour 25 a 30 g de cellules) contenant du tris(hydroxyméthyl)aminométhane - acide 2-(N-
morpholino)éthanosulfonique (Tris-MES, 40 mM, pH 8), de I’éthylénediaminetétraacétique
(EDTA, 16 mM), du phénylmethanesulfonyl (PMSF, 40 mM), du saccharose (400 mM) et du
dithiothréitol (DTT, 8 mM). Le broyat est filtré dans un entonnoir sur toile a blutter, et le filtrat
est centrifugé 35 min a 16000xg (rotor Beckman T16). Le culot de cette premiére étape de
centrifugation contenant les débris cellulaires, les chloroplastes, les mitochondries et les
noyaux, est éliminé. Le surnageant, contenant la fraction cytosolique et la fraction
microsomale (membranes cellulaires), est filtré sur deux tamis successifs respectivement de
63 et 38 uym, puis centrifugé 35 min a 96000xg (rotor Beckman T45 Ti). Le culot correspondant
a la fraction microsomale (endomembranes et plasmalemme), est repris dans du tampon PSK
contenant du saccharose (300 mM), du KCI (3 mM) dans un tampon phosphate de potassium
pH 7,8 (5 mM), puis homogénéisé (homogénéiseur Potter-Elvehjem de 20 mL) par 15 allers-

retours.

3.1.3.2 Purification du plasmalemme

La fraction microsomale précédemment obtenue (1 g) est déposée sur un systéme
biphasique (3 g) constitué d'un mélange de deux solutions. Pour 100 g de systéme biphasique,
la premiéere contient 8,8 g de polyéthyleneglycol (PEG) 3350 (Sigma-Aldrich) complétée avec

du tampon PSK jusqu’a atteindre une masse de 50 g. La seconde solution contient 8,8 g de
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Dextran 500 (de Leuconostoc sp, Sigma-Aldrich), complétée avec du tampon PSK jusqu’a
atteindre une masse de 50 g. Le mélange est centrifugé 5 min a 1500xg. La fraction supérieure
contenant le plasmalemme est prélevée, diluée avec du tampon TSAEDP (60 mL pour 30 g de
cellules broyées), contenant du Tris-MES (10 mM), du saccharose (250 mM), de ’EDTA (1 mM),
du PMSF (1mM) et du DTT (1 mM), pH 7,3, homogénéisée par 40 retournements, puis
équilibrée a I'aide d’une balance de précision avant d’étre centrifugée (40 min, 96000xg). Le
culot contenant le plasmalemme est re-suspendu dans 150 pyL de TSAEDP-GAL, contenant du
glycérol (20 %), de [I’aprotinine (10 pg.mL"'), de la leupeptine (10 pg.mL") et de
I’hydroxytoluéne butylé (BHT 4,5 uM) dans le tampon TSAEDP. Le tout est transféré dans un
homogénéiseur Potter-Elvehjem en verre de 20 mL. Les tubes de la centrifugeuse sont ensuite
rincés 3 fois avec 50 pL de TSAEDP-GAL et les produits des ringages sont ajoutés au culot re-
suspendu. Aprés homogénéisation (15 allers-retours), la fraction enrichie en plasmalemme est

conservée a -80°C.

Le méme protocole est suivi pour la purification de membranes plasmiques a partir de
cellules d’A. thaliana, excepté que les phases polyméres sont constituées de 8,33 g de PEG
3350 et de dextran (au lieu de 8,8 pour le tabac) et que le PSK contient 330 mM de saccharose
(au lieu de 300 mM).

3.1.3.3 Production de SUV (Small Unilemellar vesicles) de membrane plasmique

Pour I’obtention de SUV (environ 100-150 nm de diamétre) de membrane plasmique,
apres purification du plasmalemme, les membranes sont conservées dans du tampon TSAEDP

sans glycérol, ni BHT, a -80°C.

Nos fractions de membrane plasmique purifiée ont été soumises a des cycles de
congélation/décongélation. Un cycle correspond a une congélation a -80°C pendant une nuit,
puis une décongélation sur de la glace a 4°C : ces cycles permettent de produire des SUV
d’orientation différentes, « right side out » ou « inside out » et au fur et a mesure des cycles
de congélation/décongélation, la proportion de SUV « inside out » augmente. Les membranes
ont été utilisées pour nos mesures directement aprés purification, et aprés un, deux ou trois

cycles de congélation/décongélation.
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3.2 Traitements pharmacologiques

3.2.1Elicitation des réponses de défense

Pour « éliciter » les cellules de tabac BY-2, nous utilisons de la cryptogéine purifiée au
laboratoire et conservée a -20°C sous forme d’aliquots aqueux. Sur les cellules, la cryptogéine

est utilisée a une concentration finale de 0,5 mg.L' (50 nM).

3.2.2Inhibition de la dynamique du cytosquelette

Tous les inhibiteurs utilisés, fournis par Sigma-Aldrich, sont solubilisés dans du
dimethyl-sulfoxide (DMSO) pour obtenir des solutions stocks a 10 mM qui sont conservées a
-20°C.

Le nocodazole (20 uM final, solution stock a 10 mM), I’oryzaline (10 et 50 uM final,
solution stock a 10 mM) et le propyzamide (10 puM final, solution stock a 1T0mM) ont été utilisés
pour inhiber la dynamique des microtubules. Le nocodazole agit en se fixant sur une arginine
de la B-tubuline, bloquant ainsi sa polymérisation au sein des microtubules. L'oryzaline agit
en se fixant a une leucine de I’a tubuline, ce qui en empéche la polymérisation et prévient la
formation des microtubules. Le propyzamide permet d’inhiber la polymérisation des
microtubules in vitro et in vivo. Si son mécanisme d’action n’est pas encore élucidé, sa
spécificité vis-a-vis du cytosquelette de microtubules a déja été démontrée sur cellules de
tabac BY-2 (Akashi et al, 1988). La cytochalasine est utilisée pour inhiber la dynamique des
filaments d’actine. Ces deux inhibiteurs agissent en se fixant aux monomeres d’actine, ce qui

en empéche la polymérisation et inhibe la dynamique des filaments.

3.2.3Traitements oxydants

3.2.3.1 Sur cellules

Afin d’oxyder les cellules, nous utilisons du H,0O, (Sigma-Aldrich, 3 % m/m en solution
aqueuse contenant 200 parties par million (ppm) d’acétanilide comme stabilisant)
généralement a une concentration de 100 pM (ou autre selon précision dans le texte), ou de
I’hydroperoxyde de tert-butyl (tBOOH, Sigma-Aldrich, 70 % m/m dans I’eau) a une

concentration finale de 100 mM, pour générer des radicaux hydroxyles. Lors de nos
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expériences, nous avons également exposé les cellules a 0,5 U/mL de cholestérol oxydase
(Sigma Aldrich).

3.2.3.2 Sur fractions purifiées

Pour oxyder les SUV de membrane plasmique, les suspensions (200 pL de vésicules) sont
laissées dans un tube a hémolyse en verre exposé a I’air pendant 1 h et 40 min. Une variante
de cette méthode implique de laisser le tube a hémolyse sur une plaque chauffante a 50°C

pendant 1 h et 40 min.

3.2.4Utilisation de détoxifiants des formes réactives d’oxygéne

Afin de piéger spécifiquement les molécules de H,0,, nous utilisons du pyruvate de
sodium (PySo, Sigma-Aldrich) a 10-50 mM (solution stock a 500 mM conservée a 4°C pendant
1 semaine maximum). Ce composé réagit avec les molécules de H,0,, ce qui produit de
I’acétate, du CO, et de I’eau. Dans le méme but, la thiourée a été utilisée a 1 mM. Ce détoxifiant

réagit avec le H,O, pour former du dioxyde de thiourée.

Afin de piéger spécifiquement les radicaux hydroxyles, nous utilisons du tert-butanol
(Prolabo) a une concentration de 15 mM. Ce composé est une base non-nucléophile forte qui
agit en captant les protons, les empéchant ainsi de participer aux réactions de substitution

nucléophile (oxydation).

3.3 Dosage des différentes formes réactives d’oxygéne

3.3.1Dosage des molécules de H,0,

3.3.1.1 Principe

Le luminol réagit avec le H,0, en présence de peroxydases. De fait, un di-anion, issu de
la réaction entre le luminol et un sel d’hydroxyde utilisé comme catalyseur, réagit avec
I'oxygene issu de la décomposition du peroxyde d'hydrogéne. Cette réaction de décomposition
du peroxyde d’hydrogene produit de I’endoperoxyde de luminol (instable) qui se décompose

instantanément via la perte de diazote pour former du 3-aminophtalate excité qui se stabilise
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Figure 26. Caractéristiques de la sonde fluorescente hydroxyphényl fluoresceine (HPF). Spectres
d’émission de fluorescence obtenus sur des cellules de tabac marquées avec du HPF (20 sec, 83
nM) et présentant des productions différentes de radicaux hydroxyles. La structure du HPF est
représentée sous les spectres.



en émettant un photon. L'émission d'énergie sous forme d'un photon est quantifiable et
mesurée sous forme d’une chimioluminescence a 466 nm a l'aide d’un luminométre. La

quantité de photons émis est proportionnelle a la quantité de H,0, présente.

L’isoluminol fonctionne sur le méme principe que le luminol. Les deux molécules
difféerent 'une de I'autre par la position du groupe amine (C4 pour I'isoluminol, C6 pour le
luminol). Cette différence rend I'isoluminol moins perméable au travers de la MP et restreint
sa localisation a I'extérieur de la cellule (contrairement au luminol qui diffuse a I'intérieur et a

I’extérieur de la cellule).

3.3.1.2 Protocole

Les mesures sont faites sur 300 pL de matériel biologique, auxquels sont ajoutés 50 pL
de luminol ou d’isoluminol (solution a 0,3 mM), 300 pL de tampon 150 contenant du mannitol
(175 mM), du CaCl, (0,5 mM), du K,SO, (0,5 mM) et du MES (50 mM), pH 6,5, dans un
luminomeétre (Lumat LB 9501, Berthold). Les valeurs sont données en unité arbitraire. Afin de
les rapporter en nmoles de H,0,, une gamme étalon est réalisée en fin d’expérimentation en
incubant des quantités croissantes (0-10 nmoles) de H,0, dans les suspensions cellulaires

utilisées, et en mesurant la luminescence correspondante.

Dans le cas des cellules d’A. thaliana, pauvres en peroxydases, afin de pouvoir faire nos
mesures, 7 unités de peroxydase par mL (« Peroxidase from horseradish », Sigma-Aldrich) sont

ajoutées dans le milieu 150.

3.3.2Dosage des Radicaux OH-

3.3.2.1 Principe

L’hydroxyphényl fluorescéine (HPF) est une sonde fluorescente constituée d’une
molécule de fluorescéine couplée a un groupement phényl en C11 ( ). Cette sonde
réagit avec les FAO fortement réactives (dont notamment les radicaux OH-) qui vont attaquer
la molécule au niveau de la liaison oxygéne entre la fluorescéine et le groupement phényl. La
fluorescéine seule émet alors une forte fluorescence proportionnelle a I'intensité de la réaction

( ).
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3.3.2.2 Protocole

Aprés les différents traitements, 300 pL de suspension cellulaire sont additionnés de
5 uL de HPF (solution a 5 mM, conservée dans du DMF a -20°C) dans une cuve en quartz
suprasil (SAFAS Monaco). La mesure est faite 30 secondes aprés la mise en contact en excitant
la sonde a 490 nm (bande passante de 10 nm) et en récupérant le spectre d’émission de 510
a 540 nm avec un pas de 2 nm et une bande passante de 20 nm ( ) via un
spectrofluorimeétre (Xenius, SAFAS Monaco). Pour la quantification, la somme des émissions

de fluorescence dans cette tranche de longueur d’onde est mesurée.

3.4 Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Le réactif de Bradford (Sigma-Aldrich B6916) est utilisé pour déterminer la concentration
en protéines d’une solution. Celles-ci forment un complexe avec le colorant « Brillant Blue G »
(contenu dans le réactif) qui provoque un changement d’absorption du colorant de 465 nm a
595 nm. L’absorbance est mesurée a 595 nm a I'aide d’un spectrométre (Beckman, DU 640 B).
L’absorbance lue est proportionnelle a la quantité de protéines. On utilise I’'albumine bovine
(BSA, MERCK, solution stock a T mg.mL"') comme protéine standard pour réaliser la gamme

d’étalonnage.

A partir d’une solution de BSA a 0,1 mg.mL", une gamme de 0 a 10 pg est réalisée en
doublon directement dans les cuves de mesure. Les différents échantillons, 5 pL plus ou moins
dilués de maniére a étre dans la gamme, sont déposés en triplicat directement dans les cuves
de mesure. Les volumes sont ajustés a 100 pL dans de I’eau ultrapure. Toutes les 15 sec, 1 mL
de réactif est ajouté dans une des cuves pour séparer les dépots, et mélangé par
retournements. Aprés incubation (5 min a 45 min), I’absorbance est lue a 595 nm (une cuve
toutes les 15 sec, de facon a s’assurer que toutes les cuves aient bien subi un temps

d’incubation identique). Pour les mesures au spectrophotomeétre, le blanc est fait avec de I’eau.

3.5 Dosage des lipides

3.5.1Extraction des lipides totaux

Les échantillons de membrane plasmique contenus dans des tubes Eppendorf et

contenant au minimum 74 pg de protéines sont additionnés de billes de tungsténe pour le
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broyage des échantillons (1 bille par tube, T min 30 sec de broyage avec un Tissuelyser réglé
a 30 Hz, Qiagen). Ensuite, les échantillons sont transférés dans un autre tube et additionnés
de 3 mL de NaCl (154 mM), puis 10 mL d’'un mélange de chloroforme/méthanol (proportion
2/1, v/v) Aprés centrifugation 3 min a 2000xg, la phase aqueuse est éliminée et le reste

évaporé sous azote (a sec). On obtient ainsi les lipides totaux.

3.5.1.1 Saponification des lipides totaux secs

Les culots obtenus sont suspendus dans 5 mL de KOH a 0,35 M et 5 mL d’éthanol absolu.
L’ensemble est mis a agiter et laissé 2 h a température ambiante pour suspendre la fraction
saponifiable des lipides totaux, soluble en phase aqueuse. On ajoute ensuite 9 mL de
chloroforme (pour extraire la fraction insaponifiable) et 4 gouttes d’acide orthophosphorique
afin de neutraliser la potasse, puis 3 mL de NaCl (154 mM). Aprés agitation et centrifugation
3 min a 2000xg, la phase aqueuse est éliminée et la fraction insaponifiable (dans le

chloroforme) est mise a évaporer sous azote a sec.

3.5.1.2 Dosage des stéerols par chromatographie phase gazeuse

Les stérols de chaque échantillon sont dérivés par ajout de 150 pL de réactif BSTFA
(Supelco, Bellafonte) contenant du triméthylchlorosilane et 100 pyL de pyridine (Supelco,
Bellafonte, PA, USA) pour capturer les molécules d’eau. Ensuite, 14,7 ug de 5-alpha-choléstane
sont ajoutés pour servir de standard interne lors de I’analyse par chromatographie phase
gazeuse (CPG). Un pL de chaque échantillon passe en CPG par injection automatique en
continu sur colonne de silice (DB-5MS fused silica capillary column, 30 m, J&W Scientific,
Agilent Technologies) a 300°C, avec de I’hydrogene comme gaz porteur (pression d’entrée,
210 kPa) et un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID Hewlett-Packard HP5890A). Les stérols
seront séparés selon leur affinité pour la colonne de silice puis, une fois sortis, brulé avec une
flamme air/hydrogéne. Les stérols formeront alors des ions. Deux électrodes permettent de
mesurer la charge électrique générée et de la transformer en signal électrique interprété sous
forme de pics par un programme informatique. Les pics ont été analysés par le programme
Chromquest (Thermo Fischer scientific). Ce programme analyse le temps de rétention des
stérols, ce qui permet leur identification, et la surface occupée par le pic qui permet de

quantifier le stérol.
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Figure 27. Propriétés de la sonde fluorescente di-4-aneppdhq. A. Structure de la di-4-aneppdhqg. B.
Spectres d’émission de fluorescence obtenus sur des membranes plasmiques de cellules de tabac
marquées avec de la di-4-aneppdhq (2 min, 1,5 puM final) et présentant des degrés d’ordre
différents. Pour évaluer le degré d’ordre de la membrane plasmique en spectrofluorimétrie, on
calcule le RGM (Red to Green ratio of the membrane, RGM= 1660/1550, inversement proportionnel
au degré d’ordre).




3.5.1.3 Dosage des phospholipides

Dix pg d’acide gras C19:0 sont ajoutés par échantillon. Ces derniers sont ensuite soumis
a une méthylation par application de 7 % (m/v) de trifluoride de boron (dans du méthanol). Les
esters méthylés d’acides gras (Fatty acid methyl esters ; FAME) ont été analysés par CPG (Trace
1310 gas chromatograph, Thermo Scientific) avec une colonne CPSIL-88 (100 mx0,25 mm de
diamétre interne, épaisseur du film 0,20 pm, Varian). L’hydrogéne a été utilisé comme gaz
porteur (pression interne, 210 kPa) a 250 ‘C. Les FAME ont été identifiés par comparaison a
des standards synthétiques commerciaux. Les données ont été analysées par le programme

Chromquest (Thermo Fischer scientific) de la méme maniére que pour les stérols.

3.6 Mesure de la turbidité

Afin d’évaluer I’lhomogénéité de la taille des SUV, nous avons mesuré leur turbidité par
spectrophotométrie. Pour ce faire, un volume de MP correspondant a 20 pug de protéines est
complété jusqu’a 1 mL avec du tampon TSAEDP. Le zéro d’absorbance est réalisé avec 1 mL
de TSAEDP puis I'absorbance des échantillons (3 réplicas) est mesurée a 400 nm avec un

spectrophotometre (Beckman, DU 640 B).

3.7 Mesure du degré d’ordre membranaire

3.7.1Principe de I'utilisation de sonde ratiométrique

La sonde 1- [2-hydroxy-3-(N,N-dimethyl-N-hydroxyethyl)Jammo- niopropyl]-4-[b-[2-(di-n-
butylamino)-6-napthyllvinyl] pyridinium dibromide » (di-4-ANNEPDHQ ) est une
sonde fluorescente sensible a I’environnement lipidique dans lequel elle s’insére. Ainsi, elle
présente un décalage de son spectre d’émission selon le niveau d’ordre de son environnement.
Au sein d’une région de membrane plus ordonnée, ce spectre sera décalé vers les longueurs
d’onde bleues, alors que dans une région moins ordonnée, le spectre sera décalé vers les

longueurs d’onde rouge ( ).
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Figure 28. Marquage de protoplastes avec la Di-4-ANEPPDHQ et observation en microscopie
confocale. A, Protoplaste marqué avec 3uM de Di-4-ANEPPDHQ pendant 2 min. A gauche, photo
obtenue en récupérant la fluorescence émise par la sonde entre 540 et 560 nm (comme indiqué par
la bande verte). A droite, photo obtenue en récupérant la fluorescence entre 650 et 670 nm (comme
indiqué par la bande rouge). Au-dessus, on peut observer le spectre d’émission de la di-4-
ANEPPDHQ B, Image ratiométrique obtenue en mesurant le RGR de chaque région d’intérét d’un
protoplaste (a gauche), correspondant a un pixel de 288 nm? (sur le grossissement a droite,
représenté par un carré rouge).



3.7.2Marquage des cellules en suspension

Apreés les différents traitements, 300 pyL de suspension cellulaire sont additionnés de

3 pyL d’une solution de di-4-ANEPPDHQ diluée au 10°™ dans de I’eau extemporanément (a partir
d’une solution a 1,5 mM, conservée dans le DMSO a -20°C) dans une cuve en quartz suprasil
(SAFAS Monaco). Aprés 1 a 2 minutes d’incubation en retournant la cuve (pour que les cellules
ne sédimentent pas), la mesure au spectrometre est faite en excitant la sonde a 488 nm (bande
passante de 10 nm) et en récupérant le spectre d’émission de 520 a 680 nm, avec un pas de
2 nm et une bande passante de 20 nm via un spectrofluorimétre (Xenius, SAFAS Monaco,
). Ce spectre d’émission nous permet de calculer le rapport des intensités a 660 nm

et 550 nm, que I'on appelle RGM (pour Red to Green ratio of the Membrane) et qui est un

indicateur inversement proportionnel du degré d’ordre de la membrane.

3.7.3Marquage des vésicules membranaires

Dans un premier temps, directement entre lame et lamelle, 1 pL de LUV est mélangé
avec 1 pL de di-4-ANEPPDHQ diluée au 10°™. Les LUV sont comptées dans cing champs
(grossissement 1000 X) sous microscope a fluorescence (Zeiss, Axiophot) avec un filtre GFP
(bande d’émission de 502 a 538 nm, bande d’excitation de 457 a 487 nm). Selon ce comptage
et des critéres préalablement optimisés, le marquage des LUV est réalisé dans des conditions
telles que la quantité de sonde respecte un rapport de 15 nM de di-4-ANEPPDHQ pour 100 LUV
(environ 1 pL d'une solution diluée au 10°™). Le degré d’ordre est mesuré au
spectrofluorimétre, selon les mémes parametres que pour les cellules, aprés un temps de

marquage de 1 min.

3.7.4Détection de la fluorescence et analyse d’images

Couplée a la microscopie confocale, 'utilisation de la di-4-ANEPPDHQ permet d’étudier
spécifiquement les propriétés de la MP de cellules individuelles. En microscopie confocale
(confocal Leica TCS SP8), les images d’une cellule marquée en fluorescence sont acquises entre
540 et 560 nm et entre 650 et 670 nm ( ) aprés excitation par un laser argon a
488 nm. Le rapport des émissions de fluorescence a ces 2 bandes de longueur d’onde pour
chaque région d’intérét de membrane (ROI) de 288 nm de c6té est ensuite calculé afin
d'obtenir le RGR (Red/Green ratio of the ROI, RGR = lsgse0/lesos70nm). AiNsi une image

ratiométrique de la MP de la cellule peut étre générée ( ) en sommant l'ensemble
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Figure 29. Caractéristiques de la sonde fluorescente BODIPY C-11. A, Structure de la sonde. B,
Spectres d’émission de fluorescence obtenus sur des SUVs de membranes plasmiques de cellules de
tabac marquées avec du BODIPY C-11(10 min, 250 nM) et présentant des niveaux d’oxydation
différents. Le niveau d’oxydation est calculé en faisant la ratio des émissions de fluorescence a 520
et 596 nm. La structure du BODIPY C-11est représentée sous les spectres.



des RGR mesurés. Sur cette image, les valeurs de RGR sont indiquées en fausses couleurs ou
les couleurs chaudes indiquent un RGR plus élevé que les couleurs froides. La dimension des
ROI (288x288 nm) est définie principalement par la limite de diffraction de la lumiére. Cette
approche permet d’obtenir une cartographie précise du degré d’ordre de différentes zones de
la membrane en utilisant le RGR qui permet une évaluation trés localisée du degré d’ordre. Le
RGM, lui, correspond alors a une valeur moyenne reflétant le degré d’ordre global de la MP

( ).

3.8 Mesure du niveau d’oxydation

Le niveau d’oxydation des vésicules est évalué en utilisant la sonde fluorescente BODIPY
C-11 (Thermo Fisher Scientific, ) par spectrofluorimétrie. Cette sonde présente
I’avantage d’avoir deux pics d’émission de fluorescence, I’'un a 520 nm correspondant a la
fluorescence émise par la forme oxydée de la sonde, et I’autre a 590 nm correspondant a la

fluorescence émise par la forme réduite de la sonde ( ).

Le marquage des LUV est réalisé en respectant un rapport de 250 nM de sonde (environ
2 yL d’une solution diluée extemporanément au 10°™ dans de |’eau, solution stock a 1 mM,
conservée dans le DMSO a -20°C) pour 100 LUV et un temps de marquage de 10 min. Aprés ce
temps d’incubation, la sonde est excitée a 488 nm (bande passante de 10 nm), et son spectre
d’émission est récupéré entre 510 et 650 nm (pas de 2 nm, bande passante de 20 nm, Xenius,
SAFAS Monaco ; ). Ce spectre d’émission nous permet de calculer le rapport des
intensités aux sommets de ces deux pics (Iszonm/lsesnm), QUi est proportionnel au niveau

d’oxydation des vésicules.

3.9 Approches microscopiques

3.9.1Marquage pariétal

Dans le but de marquer la paroi, nous avons incubé les cellules avec 0,01 % w/v de
calcofluor (solution stock a 1 % dans I’eau conservée a -20°C) pendant quelques minutes. Les
images acquises en microscopie confocale sont analysées avec le logiciel Image]

(https://imagej.nih.gov/ij/). Ce logiciel permet entre autres de mesurer l'intensité de

fluorescence du calcofluor de maniére quantitative au niveau de la paroi, sur toute la

circonférence de la cellule.
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3.9.2Mesure du taux de mort cellulaire

Afin de déterminer le taux de mort cellulaire, 500 pL de cellules sont doublement
marquées avec 10 pL d’iodure de propidium (IP, concentration finale de 20 pg.mL", conservée
a4°C, A =356 NMm, A, = 617 nm) et 0,5 pL de fluorescéine diacétate (concentration finale de
1 ug.mL", conservée dans l'acétone a 4°C, A, = 488 nm, A, = 525 nm). Lors de la mort
cellulaire, les cellules vont subir une perte de I'intégrité de leur MP, permettant ainsi a I'IP de
pénétrer dans les cellules et de se fixer entre les bases nucléotidiques de I’ADN du noyau. Ceci
provoquera une fluorescence rouge au niveau du noyau des cellules mortes. La fluorescéine
diacétate (FDA) est un substrat pour les estérases cellulaires. Ce n’est qu’aprés avoir été clivée
par les estérases cellulaires que de la fluorescéine pourra étre libérée et émettre sa
fluorescence. Cette réaction exigeant un systeme enzymatique fonctionnel, la FDA ne pourra

étre clivée que par des cellules vivantes.

Suite au double marquage, 12 pL de cellules sont placés entre lame et lamelle puis
observés en microscopie a fluorescence (microscope Zeiss, Axiophot avec lampe a vapeur de
mercure). La viabilité cellulaire est quantifiée en dénombrant 5 champs indépendants de

cellules (environs 200 a 500 cellules) et le résultat est présenté sous forme de pourcentage.

3.9.3Mesure du coefficient de circularité

Apres mesure du contour des cellules sur les images acquises en DIC (Differential
Interference Contrast) a plusieurs jours grace au logiciel ImageJ, nous avons déterminé le
coefficient de circularité. Dans ce calcul, I’aire de la cellule est divisée par le carré du périmétre

et multipliée par 41r.

3.10 Mesure du pH

Lors de nos expériences, le pH a été mesuré directement dans le milieu des cellules avec

un pH-meétre Mettler Toledo « Five easy ».
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3.11 Analyses statistiques

Les valeurs obtenues ont toutes été soumises a un test de Mann-Whitney afin de
déterminer si les différences observées entre les conditions testées sont significatives. A cette

fin, le logiciel PAST a été utilisé.
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Figure 30. Influence de la régénération cellulaire de cellules de tabac BY-2 sur le degré d’ordre de
leur membrane plasmique. A, Cinétique de la régénération cellulaire des protoplastes. La
morphologie des cellules a été observée en contraste de phase au cours de leur régénération (1, 2,
5 et 7 jours aprés préparation des protoplastes). B, Les cellules régénérées ont été marquées
pendant 2 min avec 3 pM de di-4-ANEPPDHQ. Les images ratiométriques obtenues par microscopie
confocale ont été utilisées pour mesurer le RGM (Red to Green ratio of the Membrane, RGM = lgs,.
670nm/|540.560nm)- ON reporte sur ce graphique, sous forme de boites a moustache, le RGM des
cellules en fonction des jours écoulés depuis leur production. Les cercles blancs correspondent aux
valeurs aberrantes. Les lettres indiquent des différences significatives (Test de Mann-Withney, p-
value < 0,05, n > 42 cellules régénérées issues d’au moins 4 expériences indépendantes). C,
Evolution du RGM des protoplastes de cellules de tabac BY-2 au cours de leur régénération. La
droite bleue correspond a une progression linéaire entre les points (R2 = 0,81). La droite noire
correspond a une progression par segments entre les différents points (R2 = 0,97). 2 points de
rupture a 1,4 et 6 jours, sont observés. La zone grisée correspond a l'intervalle de confiance de
cette droite noire.



Il est admis qu’aucun des modeéles explicités en introduction ne peut expliquer a lui seul
la structuration latérale de la MP. Dans les cellules végétales en particulier, I'implication de
certains de ces différents modéles n’est toujours pas démontrée, et les données manquent
pour privilégier I'un d’entre eux. Cependant, celles publiées s’accordent sur le fait que la MP
est un environnement dynamique au sein duquel la composition et la mobilité de toutes les
molécules sont finement régulées de facon a assurer un état physiologique optimal aux
cellules. De fait, des résultats récents indiquent que les interactions entre protéines et lipides
membranaires sont un parameétre critique dans les forces régissant I'organisation latérale de
la MP (Grosjean et al, 2018). Nous avons donc choisi de nous concentrer sur la caractérisation
d’un des parameétres biophysiques permettant de rendre compte du niveau d’organisation de
la MP, son « degré d’ordre ». Ce dernier reflete en effet I'agencement collectif des lipides et
protéines, mais aussi I’intensité et le nombre des interactions fortes et faibles qui se forment
entre les constituants membranaires. Dans ce premier chapitre de résultats, les mécanismes
clés qui gouvernent ce parametre au niveau local et conduisent ainsi la régulation des
propriétés biophysiques de la MP chez les cellules en suspension de tabac BY-2 seront

reportés.

4.1 Influence de I’état de différenciation cellulaire sur le

degré d’ordre de la membrane plasmique

4.1.1Degré d’ordre de la membrane plasmique et régénération

cellulaire

Dans le modele que nous proposons, I'organisation latérale de la MP, principalement
médiée par les interactions lipides-protéines, serait directement liée a sa composition qui est,
par exemple, finement régulée tout au long du cycle cellulaire dans les cellules animales
(Sanchez-Alvarez et al, 2015 ; Atilla-Gokcumen et al, 2014). Aussi, afin d’étudier I'influence
de I'état de différenciation des cellules végétales sur les propriétés biophysiques de leur MP,
I’évolution du degré d’ordre de la MP de protoplastes de cellules de tabac BY-2 a été suivie au
cours des 7 jours suivant leur préparation. Ce systéme a été privilégié afin de mimer la
progression de cellules vers I'acquisition d’une identité. En d’autres termes, nous avons utilisé
les protoplastes comme modeéle de la maturation cellulaire. De fait, nous avons observé que
les cellules évoluaient au cours de la régénération cellulaire. Entre autres, la paroi se reforme,
les vacuoles se modifient et les cellules s’allongent ( ), dévoilant certains des
changements physiologiques mis en place au cours de la régénération cellulaire.
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Les cellules a différents stades de régénération ont été marquées avec la di-4-ANEPPDHQ
(3 uM, 2 min). Le suivi du RGM les jours suivant la production de protoplastes montre une
valeur stable dans les premiers jours, qui augmente de manieére trés faible a partir du 4*™ jour
et devient significativement plus haute au 5°™ jour ( ). Cette valeur de RGM se
stabilise ensuite ( ). Les différences sont ténues, et la représentation sous forme de
boites a moustache permet aussi de relever que la répartition des valeurs de RGM est
hétérogeéne ( ). Ces résultats significatifs montrent cependant une diminution du
degré d’ordre de la MP au cours de la régénération cellulaire des protoplastes. Afin de décrire
la cinétique de ces modifications, nous avons tenté de la modéliser. Comme attendue, une
augmentation constante et continue simulée par progression linéaire ne donne pas un
coefficient de régression satisfaisant (R*= 0,81 ; , droite bleue). Notre description
du phénomeéne privilégie, en effet, une augmentation ponctuelle et transitoire conduisant d’un
palier a un autre. La contrainte d’une telle allure pour une simulation par régression par
segments donne un coefficient de régression plus élevé (R* = 0,97 ; , droite en
noir) et semble mimer correctement la cinétique de RGM. Cette simulation indique ainsi
I’existence d’un premier palier, un décrochage aprés le 2°™ jour est observé avec une
augmentation progressive et constante du RGM de 0,70 a 0,87 au 6°™ jour (pente a 0,11). Au-

dela, on observe un second palier ou la valeur du RGM semble se stabiliser autour de 0,85.

Les modifications de RGM constatées proposent qu’il existe un lien entre le degré
d’ordre de la MP des cellules et leur stade de régénération. De fait, au cours de la régénération
des protoplastes, les changements morphologiques observés pourraient influencer le degré
d’ordre de la MP. L’acquisition d’une nouvelle identité cellulaire passe, entre autres, par des
réorganisations intra-cellulaires (visibles, par exemple, par les transformations du tonoplaste),
une phase d’élongation, la régénération de la paroi, la modification de la composition
membranaire, etc. Aussi, nous avons entrepris de mesurer I'influence de certains de ces

parameétres sur le degré d’ordre de la MP.

4.1.2Degré d’ordre de la membrane plasmique et élongation
cellulaire

Aux étapes précoces de la différenciation des cellules, il y a établissement préalable d’un
axe d’élongation, comme par exemple dans les cellules de la racine d’A. thaliana (Pacifici et
al, 2018). Cet allongement cellulaire pourrait étre responsable des modifications des
propriétés biophysiques de la MP en jouant sur sa surface et/ou son identité. Afin de vérifier

cette hypothése, nous avons cherché, d’une part, a caractériser I’évolution de la morphologie
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Figure 31. Influence de la circularité des cellules de tabac BY-2 en cours de régénération sur le
degré d’ordre de leur membrane plasmique. A, Evolution du coefficient de circularité au cours des
stades de régénération cellulaire. Les suspensions cellulaires ont été observées a chaque stade de
régénération (exemple d’une photographie de microscopie confocale a contraste de phase (DIC)
aprés 7 jours). L’'observation de la morphologie des cellules permet de différencier plusieurs types
de cellules, dont des rondes (téte de fleche noire) et d’'autres plus allongées (téte de fleche
blanche). Les images permettent de calculer les coefficients de circularité a partir des cellules
individualisées. Les boites a moustaches présentent les valeurs de circularité en fonction du stade
de régénération. Les médianes des coefficients de circularité des populations de cellules régénérées
sont reportées pour chaque stade. Les lettres indiquent des différences significatives (Test de
Mann-Withney, p-value < 0,05, n > 25 cellules). B, Corrélation entre coefficient de circularité et
degré d’ordre pour des cellules de 7 jours. Des cellules régénérées agées de 7 jours ont été
marquées pendant 2 min avec 3 yM de di-4-ANEPPDHQ. Les images ratiométriques obtenues par
microscopie confocale ont été utilisées afin de mesurer le RGM (Red to Green ratio of the
Membrane, RGM = lg50.670nm/1540-560nm)- L€S valeurs de RGM sont reportées pour chaque cellule
étudiée selon son paramétre de circularité. Le coefficient de régression d’une simulation linéaire
(droite en pointillé) est noté.



cellulaire au cours de la régénération cellulaire et, d’autre part, a définir un possible effet de

ce facteur sur le degré d’ordre de la MP.

Les cellules étant rondes ou oblongues, le coefficient de circularité de la cellule a été
utilisé comme référence de leur forme. De fait, le coefficient de circularité est un paramétre
quantifiable reflétant le degré d’éloignement par rapport a une forme sphérique de référence.
Les valeurs de ce coefficient varient ainsi entre 0 (correspondant a une droite) et 1
(correspondant a un cercle parfait). Ce parameétre a été suivi sur une population représentative
(environs 40 cellules) de chacun des stades de la régénération des cellules. Ces données
montrent un coefficient de circularité moyen identique de 0,98 pour les populations des deux
premiers jours suivant la préparation des protoplastes ( ), en accord avec leur forme
trés arrondie. Dés le 4*™ jour, une diminution constante des valeurs moyennes est observée
jusqu’au 7¢™ jour ( ). Le coefficient de circularité est inversement proportionnel a
I’allongement des cellules, on peut donc proposer que les cellules s’allongent trés tot dans le
processus de régénération cellulaire. Cette observation appuie I’hypothése que la régénération
des protoplastes soit bien un modele présentant des similarités avec le processus de
différenciation cellulaire, dont notamment une étape d’élongation. La mise en place de cet axe
d’élongation ne semble cependant pas synchronisée puisque, d’une part, des cellules rondes
sont encore détectées au 7°™ jour ( ). D’autre part, avec le temps, les valeurs de
circularité sont de plus en plus hétérogénes, comme en témoigne la répartition des valeurs en
boites a moustache de plus en plus étendues ( ). Ainsi, au 1¢ jour, les valeurs varient
entre 0,98 et 0,86, correspondant a une variance de 0,03 %. Le 7°™ jour, elles sont comprises
entre 0,98 et 0,30, augmentant d’un facteur 100 la valeur de variance qui atteint alors 3 % et

traduit un élargissement de I’éventail de formes des cellules ( ).

L’allongement cellulaire devient significatif dés le 4™ jour ( ), donc
préalablement a la modification de RGM (qui se valide, elle, statistiquement a partir du 5*™
jour, ). On pourrait donc proposer que le degré d’ordre membranaire dépende de
la morphologie cellulaire, bien que les cinétiques d’évolution de ces deux paramétres soient
trés différentes. Afin de tester une possible corrélation entre les modifications de RGM et
I’évolution de la morphologie cellulaire, les coefficients de circularité de cellules
individualisées ont été reportés aux valeurs de RGM des cellules correspondantes. Des cellules
au méme stade de régénération ont été préférées pour tenter d’avoir les autres variables
biologiques identiques (3ge notamment). Le 7*™ jour de régénération, qui correspond au stade
présentant le plus fort niveau d’hétérogénéité de formes, a été choisi. En étudiant la répartition
de 40 cellules, on observe une distribution diffuse et aléatoire des valeurs de RGM comme des
coefficients de circularité. Ce large spectre confirme I’hétérogénéité de la population déja

mentionnée pour ces deux paramétres. D’autre part, le calcul de la régression linéaire

78



a b
1,4
5 e}
o 1,2
- 1,0
’ 0
= .8_@.
o8 |RS 8 89
p 0,6
>
L 0,4 o
N
0,2
Image 1 /]
DIC ratiométrique

Figure 32. Effet du stade de régénération des cellules de tabac BY-2 sur le degré d’ordre de leur
membrane plasmique. A, Caractérisation de populations de protoplastes agés de 1 jour (haut) et 7
jours (bas). Les protoplastes sont observés en contraste de phase (DIC). B, Evolution du RGM selon
le stade de régénération pour des cellules arrondies. Les cellules a ces deux stades de régénération
ont été marquées avec la di-4-ANEPPDHQ (3 pM, 2 min) et la fluorescence émise a été relevée en
microscopie confocale, pour permettre de construire les images ratiométriques reportées. Les RGMs
(RGM = Ig50.670nm/1540-560nm) SONt calculés a partir de ces images, et seules les valeurs individuelles
(cercle) mesurées sur des cellules arrondies, c.a.d. présentant un coefficient de circularité compris
entre 0,9 et 1,0 (téte de fleche noire sur image A), sont reportées. Les lettres indiquent une
différence significative (Test de Mann-Withney, p-value < 0,05, n > 10 cellules régénérées).



(R?= 0,05) n’indique pas de corrélation entre ces deux parameétres ( ). Ces derniers
résultats suggérent que la morphologie cellulaire n’influence pas le RGM et donc excluent ce
paramétre comme régulateur de la baisse du degré d’ordre membranaire de la MP observée

au cours de la régénération cellulaire.

4.1.3Degré d’ordre de la membrane plasmique et stade de
développement cellulaire

Un autre parameétre pouvant influencer le degré d’ordre de la MP est le stade de
développement des cellules. De fait, les cellules acquiérent une identité et se différencient
selon la (les) fonction(s) qu’elles vont remplir. Cette différenciation peut induire, dans certains
cas, un remaniement membranaire (Hulskamp, 2004). De méme, sur les protoplastes, une
évolution de I’agencement du tonoplaste a pu étre remarquée ( ), traduisant une
modification de I’architecture membranaire au cours du temps, peut-étre en lien avec un état

de différenciation cellulaire.

Ainsi, pour montrer une possible corrélation entre le stade de régénération des cellules
et le degré d’ordre membranaire, nous avons mesuré et comparé le RGM de cellules agées des
1¢ et 7°™ jours. Bien que la forme des cellules n’influence pas le degré d’ordre de la MP, nous
avons choisi de travailler uniguement sur des cellules rondes (coefficient de circularité compris
entre 0,9 et 1), afin de minimiser les effets de ce paramétre. Les images ratiométriques
permettent d’observer un gradient de valeurs de RGM relativement étroit sur une méme
cellule, avec uniquement des nuances de vert sur les cellules régénérées du 1 jour et de
couleurs chaudes sur celles du 7¢™ jour ( ), laissant supposer qu’une différence de
RGM s’installe au cours du temps entre ces deux stades. Pour quantifier I’écart auquel cette
différence de couleur correspond et vérifier si elle a une significativité statistique, les RGM
moyens des populations de cellules régénérées de 1 et 7 jours ont été comparés (

). La population de 7 jours présente un RGM plus élevé (de 0,86) que celle de 1 jour (de 0,68),
cette légére hausse étant significative ( ). Ces résultats indiquent qu’avec I’avancée
de leur stade de régénération, les cellules présentent une augmentation du degré d’ordre de
leur MP.

De maniére intéressante, nous remarquons que le nuage de points est plus évasé a
7 jours, confirmant une amplification de I’hétérogénéité de ce parametre au cours de la
régénération des cellules. Méme a morphologie semblable, les cellules de 7 jours montrent

une forte divergence des propriétés biophysiques de leur MP, confirmant que le contréle du
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Figure 33. Suivi au cours du temps de la reconstruction de la paroi lors de la régénération des
cellules de tabac BY-2. A, Marquage fluorescent des composés pariétaux. Les dépots de cellulose
ont été observés aprés marquage avec du calcofluor a différents stades de la régénération cellulaire
(1, 2, 5 et 7 jours). Les images ont été acquises avec un gain élevé (600 V) afin d’augmenter le
signal et de permettre la détection d’un signal de fluorescence a la paroi dés le premier jour. B,
Suivi quantitatif des dépdts de cellulose. L’intensité de fluorescence, correspondant a la quantité
des B-glycanes marqués, a été mesurée a partir de ces images (panneau de droite, n > 9 cellules
régénérées) et d’autres séries acquises a un gain plus faible (400 V, panneau de gauche, n > 7
cellules régénérées) pour éviter la saturation du signal. Les lettres indiquent une différence
significative (Test de Mann-Withney, p-value < 0,05).



degré d’ordre membranaire est indépendant de la forme des cellules, et laissant supposer un

mécanisme plus complexe.

4.1.4Degré d’ordre de la membrane plasmique et synthese de la
paroi

Au cours de la régénération des cellules, il y a néosynthése d’une paroi pecto-
cellulosique qui, étant en contact avec la MP, est susceptible d’avoir une influence sur son
degré d’ordre. Afin de relier la formation de la paroi avec les modifications observées des
propriétés membranaires, nous avons cherché a caractériser la cinétique de reconstruction de

la paroi pour la comparer a celle de I’évolution du RGM.

Pour quantifier la production de composés pariétaux, nous avons observé en
microscopie confocale les B-glycanes, aprées marquage avec du calcofluor ( ). Le
marquage bleuté observé en périphérie de la cellule confirme qu’une régénération trés rapide
de la paroi se met en place dés les premiéres heures. Il est a noter cependant que cette
observation n’est possible que dans des conditions ou le gain utilisé pour le
photomultiplicateur est suffisamment relevé (600 V), pour amplifier le signal détecté par le
microscope. Pour une approche plus précise, I'intensité de la fluorescence du calcofluor a été
quantifiée. Dans ces conditions d’analyse, une fluorescence est mesurée deés le 1¢ jour (

), confirmant la mise en place précoce de la paroi pecto-cellulosique. Une augmentation
continue de I’'intensité de la fluorescence du calcofluor est ensuite constatée au fur et a mesure
de la régénération des cellules ( ). Ce résultat indique qu’il y a un épaississement
et/ou une densification de la paroi au cours de la régénération des cellules. Un maximum est
atteint dés le 4°™ jour, mais pourrait étre imputé a un niveau de saturation de certaines images.
Pour se prémunir d’une erreur d’interprétation, les analyses ont aussi été faites a un gain plus
faible (400 V; ). Dans ces nouvelles conditions de mesure, on confirme une
augmentation continue et significative de I'intensité de fluorescence du calcofluor, en lien avec
la néosyntheése de la paroi. On observe un maximum au 5°™ jour puis une décroissance les 6™
et 7°™ jours ( ), pouvant s’expliquer par notre échantillonnage réduit a ces temps-
la et/ou un changement de composition de la paroi. La reconstruction de la paroi débute donc
bien plus tét que les modifications de RGM, et sa cinétique (quel que soit le voltage considéré)
est trés différente de celle de I’évolution du RGM ( ), suggérant un découplage entre

ces deux mécanismes.
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Ces données ne proposent pas de lien entre la régénération de la paroi et la mise en
place du RGM des cellules en cours de régénération. Elles sont en accord avec les résultats
obtenus au laboratoire précédemment excluant les interactions au niveau de I'interface entre
la MP et la paroi comme facteur déterminant dans la mise en place du RGM et privilégiant un
role clé pour les interactions lipides-protéines dans I’organisation de la MP (Grosjean et al,
2018).

Pour conclure...

L’ensemble de ce premier panel de résultats montre qu’il y a une modulation du RGM
pendant la régénération des cellules ( ). Nous avons éliminé une influence de la
morphologie des cellules ( ) ou de la reconstruction de la paroi ( ), et
démontré une corrélation entre I’laugmentation du RGM et le stade de régénération des cellules
( ), montrant une dépendance de I’organisation de la MP principalement vis-a-vis de
la différenciation cellulaire. Nous pouvons ainsi proposer I'implication de facteurs intrinséques

a la MP dans le contréle de I'organisation de celle-ci.

4.2 Spatialisation des propriétés biophysiques de la
membrane plasmique

L’étude du RGM autorise la caractérisation de I’état d’ordre de la MP a une échelle
globale, c’est-a-dire a une échelle micrométrique qui consideére le périmetre entier de la cellule.
Cette approche nous a permis de relever une régulation de I’état d’ordre de la MP dépendante
de la différenciation cellulaire. Cette régulation dans le temps a été complétée par une étude
d’une potentielle régulation dans I’espace du degré d’ordre de la MP. En effet, notre modéle
de structuration propose I'implication d’interactions entre composants membranaires dans la
régulation du degré d’ordre de la MP. Nous nous sommes donc placés a une plus petite échelle

d’observation afin de décrire I’état d’ordre de la MP a un niveau local.
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Figure 34. Distribution spatiale de la valeur des degrés d’ordre locaux a la surface de la MP de
protoplastes de 7 jours. A, Image ratiométrique représentative d’un protoplaste marqué a la di-4-
ANEPPDHQ (3 pM, 2 min). Chaque pixel (ROl de 288 x 288 nm) représente une valeur de RGR (RGR=
l650-670nm/ 1540-560nm) d’aprés un code couleur mis a c6té, ou les couleurs froides (bleu) indiquent un
degré d’ordre plus important et les couleurs chaudes (rouge) un degré d’ordre plus faible. B,
Répartition des valeurs de RGR. On reporte en abscisse les différentes classes de valeurs de RGR, et
en ordonnée la représentativité (en pourcentage) de chacune de ces classes de valeurs de RGR. C,
Distribution spatiale des RGR. Schéma représentant un protoplaste rond, les fleches noires
indiquent une zone de 50 um de longueur sur laquelle ont été mesurés les RGRs, représentés sur le
graphique, les points rouges focalisent tous les RGR présentant une valeur entre 0,8 et 0,85.



4.2.1Différents niveaux de degrés d’ordre locaux a la surface de
la membrane plasmique des protoplastes

Pour cartographier le degré d’ordre local de la MP végétale, nous avons tout d’abord
choisi d’étudier un systéme simple, peu susceptible de présenter une forte hétérogénéité. Afin
de caractériser finement I’organisation spatiale des degrés d’ordre locaux a la surface de la
MP de protoplastes, nous avons donc mesuré des valeurs de RGM pour de petites régions
d’intérét (ROI) tout le long de leur périmeétre. La dimension de ces ROl (288 x 288 nm) est
définie principalement par la limite de résolution optique du microscope. En couplant un
marquage des protoplastes a la di-4-ANEPPDHQ (3 pM, 2 min) et la microscopie confocale, la
génération d’images ratiométriques permet d’obtenir une cartographie précise du degré
d’ordre ( ). Les classes de valeurs arithmétiques de RGR (Red to Green ratio of the
ROI, RGR = ls40560/l6s0670nm) SONt symbolisées par une échelle de fausses couleurs. Ainsi, les
couleurs chaudes indiquent un RGR plus élevé (membrane fluide) et les couleurs froides un

RGR plus faible (membrane compacte).

Les images ratiométriques montrent un gradient de valeurs de RGM relativement étroit
sur un méme protoplaste, avec uniquement des nuances dans les tons de jaune ( )s
rappelant les images déja observées pour les cellules en cours de régénération ( ).
Statistiquement, la répartition des valeurs de RGR montre une distribution continue, centrée
sur une valeur de 1,0, mais s’étalant largement entre 0,6 et 1,6 ( ). Une telle
répartition révéle une mosaique de niveaux de degré d’ordre membranaires divers plutot que
la coexistence de seulement 2 phases (Lo et Ld). La fourchette de valeurs relativement
importante (0,6 a 1,6) et la mesure d’un large pic a mi-hauteur (0,3) montrent qu’il existe une
grande diversité des valeurs possibles de degrés d’ordre. Dans le cas des protoplastes, une

représentativité plus élevée des classes de RGR entre 0,9 et 1,2 est observée.

Afin de comprendre comment I'ensemble de ces différentes classes de degré d’ordre
s’agencent localement, et de décrire une éventuelle organisation spatiale de celles-ci, nous
avons suivi la distribution spatiale des RGR sur une section de 50 ym de la MP des protoplastes
( ). Sur cette portion précise, les valeurs de RGR sont comprises entre 0,63 et 1,00.
Chacune des valeurs possibles est distribuée tout le long de la zone considérée, sans qu’un
agencement particulier semble pouvoir étre relevé. Cette observation est illustrée, par
exemple, dans le cas des RGR ayant une valeur entre 0,8 et 0,85 (choisie arbitrairement, points
en rouges sur la ). Ainsi, la caractérisation de la distribution spatiale des valeurs
de RGR sur le pourtour de la MP des protoplastes confirme et compléte les conclusions
obtenues suite a I’étude de la répartition mathématique de ces valeurs ( ). Une
mosaique composée d’une multitude de domaines (correspondant aux différentes ROI) aux
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Figure 35. Distribution spatiale de la valeur des degrés d’ordre locaux a la surface de la MP de
cellules de tabac BY-2 aprés 7 jours de culture. A, Image ratiométrique représentative d’une cellule
de tabac BY-2 marquée a la di-4-ANEPPDHQ (3 pM, 2 min). Chaque pixel (ROl de 288 x 288 nm)
représente une valeur de RGR (RGR= lg50.670nm/1540-560nm) d’@aprés un code couleur mis a coté, ou les
couleurs froides (bleu) indiquent un degré d’ordre plus important et les couleurs chaudes (rouge)
un degré d’ordre plus faible. B, Répartition des valeurs de RGR. On reporte en abscisse les
différentes classes de valeurs de RGR, et en ordonnée la représentativité (en pourcentage) de
chacune de ces classes de valeurs de RGR a la fois pour les membranes latérales et la membrane
adjacente a une cellule voisine. C, Distribution spatiale des RGR. Schéma représentant une cellule
de tabac BY-2, les fleches noires indiquent une zone de 50 um de longueur sur laquelle ont été
mesurés les RGRs, représentés sur le graphique, les points rouges focalisent tous les RGR
présentant une valeur entre 0,8 et 0,85.



propriétés biophysiques distinctes est observée a la surface de la MP des protoplastes. Dans
ce systéme simple, cette mosaique ne semble pas organisée. Cependant, elle est le signe que
le RGM mesuré sur le périmetre complet représente en fait la moyenne d’un large éventail de

valeurs distinctes de RGR.

4.2.2Différents niveaux de degrés d’ordre locaux organisés a la
surface de la membrane plasmique des cellules en
suspension

Ainsi, le RGM est en fait une agglomération de valeurs de RGR trés variées. Le processus
de régénération des cellules a partir de protoplastes, dont nous avons démontré plus haut
qu’il augmente le RGM de la MP des cellules de tabac BY-2 (paragraphes 4.2.1. & 4.2.3.) est-il
alors aussi capable de remanier et/ou réorganiser localement les différentes valeurs de RGR ?
Afin de caractériser I’organisation spatiale des domaines sur un autre modéle, et notamment
sur des cellules plus matures, nous avons observé la répartition mathématique et la
distribution spatiale des RGR sur le périmeétre de cellules de tabac BY-2 cultivées en suspension
( ). Le marquage des cellules a la di-4-ANEPPDHQ (3 pyM, 2 min) permet de générer
des images ratiométriques, qui montrent des dégradés relativement uniformes de tons orange
et rouge sur les membranes latérales des cellules en suspension. Au niveau de celles-ci, la
répartition des valeurs de RGR montre une distribution en cloche s’étalant entre 0,95 et 1,25,
avec une forte représentativité (35 %) des valeurs entre 1,1 et 1,2, traduisant une forte
proportion de domaines plutét fluides ( ). En accord avec cette suggestion, la
mesure d’un pic a mi-hauteur étroit (0,2) indique un faible niveau d’hétérogénéité des valeurs
de RGR sur cette portion de la MP ( ). De maniére intéressante, entre deux cellules
adjacentes, au sein des filaments formés par les cellules BY-2 en culture, les couleurs sont
globalement décalés vers le vert ( ). Au niveau de cette zone de contact entre deux
cellules voisines, les valeurs de RGR sont distribuées entre 0,5 et 1,1, avec un pic a 0,75. Le
décalage des valeurs de RGR vers des fourchettes plus basses confirme que cette zone est
enrichie en domaines plus ordonnés. L’allure de cette distribution montre une représentativité
des différentes classes relativement homogene. La mesure d’un trés large pic a mi-hauteur
(0,45) confirme un trés vaste éventail des valeurs de RGR pour cette zone particuliére et
conforte I'idée d’une forte hétérogénéité locale ( ). Globalement, chacune de ces
deux zones révéle donc une répartition de RGR hétérogéne, méme si a des degrés différents
selon la portion de MP étudiée, et confirme la présence sur la MP des cellules de tabac BY-2

d’une mosaique de domaines présentant des propriétés biophysiques différentes.
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Le pourtour du périmetre des cellules de tabac BY-2 cultivées en suspension montre
cependant de fortes disparités dans les valeurs des RGR qui sont localement enrichis. Afin de
proposer une éventuelle organisation spatiale de ceux-ci, nous avons relevé la distribution
spatiale des RGR sur une section de 50 ym de la MP des cellules, positionnée sur et autour de
la zone de contact entre deux cellules voisines ( ). Une zone de 24 pm est enrichie
en RGR ayant des valeurs plus faibles (comprises entre 0,5 et 1). Au sein de ce microdomaine,
les valeurs s’organisent selon un gradient. Ainsi, les valeurs de RGR décroissent
progressivement jusqu’aux valeurs les plus basses puis croissent ( ). Cette
distribution spatiale suggére une agrégation de ROl ayant un degré d’ordre plus important sur
une zone limitée de la MP (a dimension micrométrique ; ). Ainsi, les valeurs de RGR
ne sont pas réparties de maniere aléatoire, mais groupées selon leurs proximités
mathématiques. Chacune des valeurs possibles est accumulée a coté d’autres valeurs qui lui
sont proches mathématiquement pour former des zones d’enrichissement, comme, par
exemple, dans le cas des RGR ayant une valeur entre 0,8 et 0,85 (points en rouges ;

). La distribution spatiale des valeurs de RGR a la surface de la MP des cellules en suspensions
montre donc des enrichissements locaux spécifiques et forme une mosaique organisée de

domaines présentant des propriétés biophysiques différentes.

Pour conclure...

L’analyse spatiale de la répartition des propriétés biophysiques locales de la MP des
protoplastes et des cellules révéle une organisation commune en mosaique de domaines (ROI
de 288 x 288 nm) plus ou moins ordonnés. Les deux modéles difféerent cependant au niveau
de l'organisation de cette mosaique. Les cellules en suspension montrent la présence
d’agrégation de domaines présentant des niveaux de degrés d’ordre similaires a des endroits
précis et formant, notamment, un microdomaine ordonné au niveau de la MP située entre deux
cellules adjacentes. Ces résultats proposent I’existence d’'un mécanisme permettant un
enrichissement local en ROI particuliers, dont ceux montrant un degré d’ordre plus élevé a la

surface de la MP située entre des cellules voisines.
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Différenciation

Degré d’ordre —

Figure 36. Influence du stade de différenciation sur le degré d’ordre de la membrane plasmique des
cellules de racine d’ A. thaliana. Des couches d’épiderme de racines d’A. thaliana ont été marquées
a la di-4-ANEPPDHQ (3 pM, 10 min) afin d’obtenir des images ratiométriques du RGM (RGM= 544670
nm/ 1560-590 nm)- Les valeurs de RGM correspondantes sont reportées selon une échelle de couleurs (a
droite) ou les couleurs froides (bleu) indiquent un degré d’ordre plus important et les couleurs
chaudes (rouge) un degré d’ordre plus faible. On montre 1 racine représentative sur 19 analysées.
Les fleches blanches indiquent les différentes zones de la racine: RAM (Root Apical Meristem), RTZ
(Root Transition Zone), EZ (elongation Zone) et GDZ (Growth Differentiation Zone). Les schémas en-
dessous de la photo représentent I’évolution des cellules le long du gradient de différenciation et le
gradient de degré d’ordre correspondant.



4.3 Discussion

4.3.1Le stade de développement des cellules végétales est
déterminant pour la régulation du degré d’ordre de leur
membrane plasmique

Lors de nos expériences nous avons pu mettre en évidence une modulation du RGM
dépendante du stade de régénération des cellules de tabac BY-2. Bien que la comparaison soit
osée (les cellules en cours de régénération ne peuvent pas étre considérées comme un modéle
de différenciation), cette observation nous a permis de corréler la régulation de I’état d’ordre
de la MP et la différenciation cellulaire. Ces résultats sont conformes a ceux publiés pour un
autre systéme, classiquement utilisé comme modeéle de différenciation cellulaire. De fait,
I’existence d’un gradient de RGM croissant le long de la racine de petites germinations d’A.
thaliana a été observée (Zhao et al, 2015). Ainsi, au-dessus de |'extrémité racinaire,
correspondant a une zone de prolifération des cellules au niveau du méristéme apical racinaire
(RAM, Root Apical Meristem), on peut identifier une zone de transition racinaire (RTZ, Root
Transition Zone) ou les cellules se divisent de maniére moins rapide et commencent a croitre ;
puis une zone d’allongement rapide des cellules (EZ, Elongation Zone) ; et enfin une zone ou
les cellules se différencient et arrivent a maturité (GDZ, Growth Differentiation Zone ;

). Le long de cet axe, une différenciation est ainsi mise en place et concomitamment un
gradient décroissant de la valeur du degré d’ordre a été mesuré ( . Nous avons
reproduit ce résultat au laboratoire (Laurent et al, 2019, annexe 1), confortant I'existence

d’une corrélation entre niveau de différenciation de la cellule et degré d’ordre de la MP.

4.3.1.1 La repreésentativité des domaines ordonnés a la membrane plasmique

est réqgulée lors de la différenciation cellulaire

L’ensemble de nos résultats exclut I'influence de paramétres tels que la morphologie ou
la reconstruction de la paroi, nous permettant de suggérer I'implication essentiellement de
facteurs intrinséques a la MP dans I’organisation de cette derniére. A la lumiére des résultats
récents obtenus par le laboratoire proposant un réle crucial des interactions lipides-protéines
dans I’établissement du RGM (et donc a échelle plus petite, des RGR) des cellules de tabac
(Grosjean et al, 2018), nous proposons que la modulation du RGM au cours de la vie de la

cellule puisse étre gérée via des modifications de la composition de la MP ( ).
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Figure 37. Modele expliquant I’évolution de I'organisation de la MP au cours de la maturation des
cellules de tabac BY-2. Dans ce modéle, ni la forme (ronde ou rectangulaire, sur la figure), ni la
paroi (en gris) n’ont d’effet sur le degré d’ordre de la MP (en jaune sur la figure). Notre modele
propose que l'organisation de la MP soit régulée par des facteurs intrinseques (lipides et protéines).
Ainsi, au cours de la maturation des cellules, I'adressage de lipides et de protéines en des endroits
spécifiques de la MP, par voie de trafic membranaire via des vésicules, ou leur relocalisation via le
recyclage, permettrait de modifier localement la composition de la MP. Ces modifications de
composition pourraient modifier les interactions entre composants membranaires (et en créer de
nouvelles) provoquant ainsi la formation de domaines ordonnés de taille nanométriques, ce qui
permettrait de réguler localement le degré d’ordre membranaire.



De nombreux modeéles appuient un mécanisme de cet ordre. Chez I'ascomyceéte
Neurospora crassa, un marquage avec de la di-4ANEPPS (sonde fluorescente de la méme
famille que la di-4-ANEPPDHQ) a montré une baisse du degré d’ordre de la MP pendant la
germination des conidies (Santos et al, 2017), suggérant une corrélation entre différenciation
cellulaire et degré d’ordre membranaire dans un systéme fongique. D’autres exemples ou le
degré d’ordre est lié a la différenciation ou a la maturité des cellules, notamment sur des
modeéles animaux, ont été reportés. Suite a I'application d’un stimulus induisant la
différenciation des cellules T CD4 humaines « naives » (indifférenciées) en cellules Th1 puis
Th2, un gradient de degré d’ordre a été mesuré en utilisant des marquages a la di-4-ANEPPDHQ
(Miguel et al, 2011), suggérant qu’en fonction de leur devenir, les cellules T CD4 subissent
une modification de leur degré d’ordre. Sur des cellules épithéliales mammaires humaines
(HMLE), la différenciation en cellules mésenchymateuses qui survient lors de la cancérogénése
induit une diminution de l'organisation membranaire (Tisza et al, 2016). De méme, la
différenciation ostéogénique de cellules souches mésenchymateuses humaines (MSC) en
adipocytes ou en ostéoblastes induit des modifications, spécifiques a chacun de ces
mécanismes, du degré d’ordre membranaire de Giant Plasma Membrane Vesicles (GPMV)
obtenues a partir de ces deux types cellulaires (Levental et al, 2017). De maniére intéressante,
une analyse lipidomique a permis d’observer une modification concomitante de la composition
de la MP, avec notamment une augmentation du nombre des lipides a chaine acyle longue
(correspondant a un nombre de carbones supérieur a 36) et de ceux a chaines acyles saturées
(Levental et al, 2017). De la méme maniére, les modifications du degré d’ordre membranaire
constatées chez des cellules Hela au cours du cycle cellulaire et en cours de division sont
corrélées a une régulation active de la composition en lipides de la MP, lipides ayant un role

structurel et de signalisation (Atilla-Gockumen et al, 2014).

Ainsi, des changements de composition surviennent a des moments ou les cellules
doivent se spécialiser. Un enrichissement en protéines et lipides développement-dépendant se
met, de fait, en place au niveau de la MP. L’acquisition d’une identité cellulaire pourrait alors
étre dépendante du trafic membranaire contrélant I'arrivée de ces composants spécifiques a
la MP ( ). L’évolution lente du RGM que nous avons observée lors de la régénération
des protoplastes est compatible avec un processus long et continu d’une modification de la

composition de la MP dépendante du trafic membranaire (Zaban et al, 201 3).
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4.3.1.2 L’adressage a la membrane plasmique, modulée lors de I'acquisition

d’une identité cellulaire, régulerait ses propriétés biophysiques

Nos résultats et les informations de la bibliographie suggérent donc un lien entre I’état
d’ordre de la MP et le stade de maturité des cellules. En prolongeant notre raisonnement, nous
pouvons proposer que I’acquisition d’une identité cellulaire voire membranaire, passe par la
spécialisation et/ou la fonctionnalisation de la MP, et que cet adressage de composants

spécifiques soit a I’origine du processus de régulation de I’état d’ordre de la MP ( ).

La différenciation cellulaire commence toujours par une étape d’élongation, cet
allongement survenant, chez les cellules de tabac en cours de régénération, a partir du 5™
jour ( ). L’établissement de cet axe d’élongation, chez les cellules de tabac BY-2
cultivées en suspension, est dépendant de flux d’auxines qui sont déterminés par une
polarisation de la cellule, et surtout de la localisation des transporteurs d’auxine a la MP (Zaban
et al, 2014). De méme, on observe une polarisation des protéines PIN1 et AUXI1, deux
transporteurs d’auxine, sur les cellules polarisées de la racine en croissance. PIN1 gére les
efflux d’auxine depuis la cellule alors que AUX1 gére les influx, et ces deux protéines sont
situées au niveau des jonctions transversales entre cellules d’une méme file cellulaire. Chez
A. thaliana, la localisation des protéines PIN dépend de mécanismes tels que I’endocytose, le
recyclage et la restriction de la mobilité latérale des composants membranaires (Luschnig &
Vert, 2014). Ces zones sont aussi enrichies en domaines ordonnés (Kleine-Vehn et al, 2011).
Lors de la croissance des racines d’A. thaliana, la position polarisée de ces domaines est
dépendante de la présence de sphingolipides (Chao et al, 2011) et détermine la direction de

la croissance de la racine.

Sur des plantules de poireaux, le rendement de purification de fractions DRM obtenues
a partir des différents compartiments cellulaires (RE, appareil de Golgi et MP) augmente le long
de la voie sécrétoire (Laloi et al, 2007). Une analyse des lipides contenus dans ces fractions
révéle une augmentation de la représentativité en stérols et en phospholipides a chaines acyles
saturées, proposant le AG (appareil de Golgi) comme le lieux de la genése des microdomaines
membranaires (Laloi et al, 2007), proposant que le trafic membranaire puisse intervenir dans
I’accumulation de domaines ordonnés observée a la MP. L’'implication du systéme sécrétoire
et des filaments d’actine dans I’adressage de lipides, protéines, voir domaines entiers a des
zones cibles de la MP peut ainsi expliquer la fonctionnalisation de la MP dans différents
systemes cellulaires végétaux. Or, il se trouve qu’apres 3-4 jours de régénération, de maniére
concomitante avec la modification du RGM, les filaments d’actine corticaux commencent a
former des sites d’attache au niveau de la MP (Zaban et al, 2013), justifiant de proposer le

méme type de mécanisme dans notre systéme d’étude ( ).
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4.3.2La spatialisation du degré d’ordre montre des

enrichissements locaux en domaines ordonnés

La composition de la MP, et sa régulation fine via le trafic membranaire, seraient donc
les acteurs majeurs du contréle de la structuration de la MP au cours de la différenciation. On
peut élargir ce modéle et proposer que le trafic membranaire contréle aussi des
enrichissements locaux en partenaires potentiels conduisant a des organisations particuliéres
en des sites spécifiques de la cellule, comme observé dans nos résultats ( ). La

possibilité d’un tel adressage ciblé est soutenue par plusieurs arguments de la bibliographie.

Le tube pollinique est un exemple probant illustrant les mécanismes mis en place au
moment de la spécialisation fonctionnelle, et de nombreux résultats confortent dans ce
modeéle I’hypothése d’un enrichissement local, systéme sécrétoire-dépendant, de matériel a la
MP concomitant a la différenciation cellulaire. Chez A.thaliana, des expériences de FRAP ont
ainsi montré que le site d’adressage d’un RLK, AtPRK est situé spécifiquement a I'apex du tube
pollinique, et un traitement par de la bréfeldine A (inhibant le trafic membranaire) a montré
que cette localisation est dépendante de la voie sécrétoire (Yong et al, 2008). Chez I'espéce
conifére P. Meyeri, des domaines plus ordonnés, enrichis en stérols et en protéines NADPH-
oxidase, ont été retrouvés de maniéere spécifique au niveau des extrémités de tubes polliniques
en croissance. La NADPH oxydase, partiellement enrichie dans les DRM, y est, de plus, localisée
sous forme de clusters de facon stérols dépendante (Liu et al, 2009). En séquestrant les stérols
avec de la fillipine, ces domaines ont été déstabilisés et la croissance du tube pollinique
interrompue (Liu et al, 2009), démontrant ainsi I'importance de la composition des domaines
ordonnés pour leur fonction physiologique. Chez A. thaliana, les NADPH oxydases, dont RBOH
H et J, essentielles au développement du tube pollinique, sont localisées differemment a la MP.
RBOHH est enrichie au niveau de la région apicale du tube pollinique, RBOHJ de la zone distale
(Lassig et al, 2014). Des traitements a la bréfeldine A ont montré que ses localisations sont
régulées grace a du recyclage membranaire via les endosomes (Lassig et al, 2014). De méme,
lors de la croissance polarisée du tube pollinique, le matériel pariétal nécessaire a I’élongation
est transporté a I’apex du tube par voie de vésicules sécrétoires (Grebnev et al, 2017) dont le

mouvement est dépendant des filaments d’actine (Cheung et al, 2008).

Un autre exemple significatif de la corrélation entre réorganisation locale de la MP et
spécialisation cellulaire est celui du développement de poils racinaires. Chez A. thaliana, un
enrichissement en stérols (Ovecka et al, 2010) et en phosphoinositides, notamment en Pl4,5P,,

au niveau du site d’initiation du trichoblaste est relevé (Nakamura & Grebe, 2018). De maniére

88






concomitante, on constate une accumulation de protéines ROP a cet endroit, suivie de
I’accumulation de la protéine MAP18, qui controle la croissance du poil, puis des DRP et des
protéines kinases (Nakamura & Grebe, 2018). Ces différentes étapes permettent de regrouper
les partenaires nécessaires au développement du poil racinaire en des sites spécialisés
capables d’orienter la direction de croissance du poil. La croissance polarisée sur la pointe du
poil est controlée par la sécrétion de matériaux nouvellement synthétisés via un trafic
membranaire lui aussi polarisé. En effet, a I'instar du tube pollinique, la séquestration des
stérols par la fillipine provoque I'inhibition de la croissance du poil racinaire ainsi que celle
des mouvements des vésicules endosomales au niveau de son apex (Ovecka et al, 2010). Chez
A. thaliana, une syntaxine de type SNARE, SYP123, ainsi que des protéines membranaires
associées aux vésicules de type VAMP se localisent dans cette région en effectuant un
recyclage entre les endosomes et la MP de la pointe du poil en croissance, ceci de maniére
dépendante des filaments d’actine (Ichikawa et al, 2014a). Chez A. thaliana et M. truncatula,
ces derniers permettent des mouvements trés rapides des endosomes au niveau du bourgeon
initial et de I'apex des polis racinaires (Voigt et al, 2005). Ces données démontrent qu’une
action coordonnée permet de faciliter le trafic membranaire centré sur la pointe pour la
croissance des poils radiculaires, et ainsi d’apporter a la MP les composants spécifiques
permettant la formation de nano domaines et/ou des domaines déja préformés en amont de
la MP.

Chez les cellules végétales, la plaque cellulaire présente un degré d’ordre important
associé a un enrichissement local en stérols. Lors de la division cellulaire, la formation du
phragmoplaste, une structure composée entre autres de filaments d’actine et de microtubules,
dirige une accumulation de vésicules au centre de la cellule (Jirgens, 2005). Ces vésicules
sécrétoires fusionnent ensuite pour former la plaque cellulaire (Reichardt et al, 2007). Cette
fusion de vésicules est médiée par une syntaxine, AtKNOLLE (Lauber et al, 1997), dont la
localisation est maintenue au niveau de la plaque cellulaire par recyclage via les endosomes
et ce de maniéere stérol-dépendante (Boutté et al, 2010). De fait, AtKNOLLE et DRP1A (une
protéine associée a I’endocytose) colocalisent avec des zones enrichies en stérols au niveau
de la plaque cellulaire (Boutté et al, 2010 ; Frescatada-Rosa et al, 2014). Ainsi, la formation de
la plaque cellulaire est dépendante du cytosquelette et d’une composition en stérols et en
protéines régulée par le trafic membranaire. Les microdomaines ordonnés que nous observons
ala jonction de deux cellules de tabac adjacentes correspondent sans doute aux répercussions

de la formation de cette plaque cellulaire rigide ( ).
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4.3.3Vers un modéle de construction du degré d’ordre...

Nos résultats, couplés aux données bibliographiques, ont servi a I’élaboration d’un
modeéle ou I'assemblage particulier de lipides et protéines (adressés a certains moments en
des lieux spécifiques par voie de trafic membranaire ; ) en domaines ordonnés de
taille micro- voire nano- métrique permet de réguler globalement et localement les propriétés

biophysiques de la MP.

Par exemple, la double liaison en A® des phytostérols génére de fortes interactions
cholestérol-phospholipides. Couplé au degré d'ordre plus élevé de conformation imposé aux
chaines acyles des lipides par la structure plane des stérols, ces molécules établissent un
feuillet externe rigide pour la MP. La formation de ces nanodomaines reposerait aussi sur
d’autres rapprochements entre phosphoinositides, stérols, glucosylcéramides et GIPCs et/ou
des protéines recrutées spécifiguement en ces endroits. Il a ainsi été démontré que
I'interaction entre le domaine d’ancrage C-terminal de la rémorine et PI4P régule I'organisation
et la dynamique des clusters de rémorines (Gronnier et al, 2017). D’autres exemples, comme
la localisation d’une protéine de I'exocyste EXO70A1 qui coincide avec et est requise pour
I’accumulation de PI4,5P, au niveau de microdomaines spécialisés, appuient I'importance du
role des interactions lipides/protéines dans la structuration latérale de la MP (Gronnier et al,
2018). La composition de ces domaines ainsi que leurs proportions a la surface de la MP
pourraient varier au cours de la vie de la cellule et en réponse a différents stress auxquels elle

serait soumise, via des adressages régulés des composants plasmalemmiques ( ).

Cependant, a c6té de I'arrangement des composants intrinseques et des associations
lipides/protéines qu’il suscite, les interactions avec le cytosquelette ou la paroi ont récemment
émergé comme un facteur possible pour contribuer a la structuration de la MP chez les plantes.
Des expériences de FRAP utilisant un set de 13 protéines issues de A. thaliana fusionnées a
la GFP et exprimées de maniére transitoire dans les cellules de feuilles de tabac ont montré
des vitesses de diffusion latérale différentes pour les protéines, selon qu’elles sont situées a
I'intérieur de la cellule (mobiles) ou en contact avec la paroi (immobiles), et ce
indépendamment des interactions potentielles avec les autres protéines (Martiniere et al,
2012). Chez A. thaliana, PIN2, localisée a la MP apicale des cellules épidermiques des feuilles,
montre un défaut d’adressage et une hausse de 35 % de sa mobilité aprés une plasmolyse ou
un traitement a I'isoxaben, dégradant la paroi (Feraru et al, 2011), suggérant I'implication de
la paroi dans la localisation de PIN2, via la régulation de sa mobilité latérale (et donc peut-étre
de son adressage a différents domaines membranaires). De facon a expliquer une implication
de la paroi dans la localisation des protéines mais pas dans la réorganisation latérale des

composants intrinseques (telle que lue au travers du degré d’ordre), nous proposons que le
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maillage constitué par le réseau pecto-cellulosique piege la téte apoplastique de la protéine,
pour en controdler la distribution spatiale. En accord avec cette hypothése, le suivi ultra rapide
d’une particule lipidique simple a I'échelle nanométrique (hsSPT) a montré que leur dynamique
dépendait de la taille de la particule qui leur était associé (Cheng et al, 2019). Des arguments
en faveur d’une implication du cytosquelette dans la structuration de la MP ont également été
récemment avancés. Par exemple, les protéines de la famille IQD (IQ67 Domain), se liant aux
calmodulines chez les plantes, sont localisées de maniére microtubule dépendante a des
domaines de la MP des cellules de N. Benthamiana (domaines d’environ 0,13 pym? et stables
sur une durée de 20 min; Birstenbinder et al, 2017). La protéine IQD 13, plus
particulierement, est liée au cytosquelette cortical de microtubules et a la MP. Cette association
permet d’influencer la forme et la taille de domaine contenant la Rho GTPase. Ceci constitue
un premier indice en faveur de I'implication du modéle du « picket-fence » chez les cellules
végétales dans I'organisation latérale des composants membranaires a I’échelle nanométrique
(Sugiyama et al, 2017). Malgré ces rares données, I'implication de la paroi et du cytosquelette
dans les processus régissant la structuration de la MP chez les plantes reste énigmatique, et

pour I'instant, peu étudiée.

Nous proposons donc que le trafic membranaire, réseau d’échanges dynamiques et
rapides entre les différentes membranes cellulaires, puisse réguler les enrichissements locaux
des différents composants individuels de la MP, et in fine son organisation latérale. La
représentativité des domaines ordonnés serait donc régulée par un transport vésiculaire de
type systeme sécrétoire ( ). Cet adressage pourrait étre aléatoirement réparti sur la
totalité du périmetre de la MP, permettant un enrichissement global en domaines ordonnés,
et/ou localement focalisé conduisant a la formation de zones spécialisées ( ). A coté
de cette régulation constitutive, des réponses inductibles adaptatives font aussi intervenir des
modifications du degré d’ordre membranaire (Gerbeau-Pissot et al, 2014 ; Sandor et al, 2016).
La question du controle d’une (ré)organisation latérale de la MP, rapide et transitoire, en
réponse a des stimuli variés s’est alors posée a nous. Nous I’avons étudiée en considérant les
modifications de I’organisation membranaire qui surviennent dans le contexte des réponses

de défense des cellules végétales.
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L’organisation de la MP est finement, et sans doute localement, régulée durant la
maturation de la cellule vers son identité. Mais qu’en est-il sous I'influence d’un stress
biotique ? Un modéle connu et caractérisé au cours des 30 derniéres années, le modéle tabac-
cryptogéine, permet d’étudier les réponses de défense des cellules lorsqu’elles sont stimulées
par des éliciteurs des réactions de défense (Garcia-Brugger et al, 2006). Les éléments précoces
(intervenant dans les 10 premiéres minutes) de ces réponses constituent une cascade de
signalisation bien caractérisée et dont I'un des événements est une production de formes
actives d’oxygéne (FAO, Simon-Plas et al, 2002). De maniére intéressante, une rigidification
de la MP est aussi observée dans ce laps de temps en réponse a la cryptogéine (Gerbeau-Pissot
etal, 2014). Un lien de causalité a été proposé entre ces deux derniers évenements en utilisant
une approche pharmacologique. De plus, sur des cellules de tabac BY-2 n’exprimant plus
NtRBOHD (cellules gp3), et donc ne produisant pas de FAO a la MP, la cryptogéine n’induit pas
d’augmentation du degré d’ordre de la MP, contrairement a ce qui est observé chez les cellules
sauvages (Sandor et al, 2016). Ces résultats suggérent que la rigidification de la MP observée
soit dépendante du burst oxydatif induit dés les premiéres minutes (2 min pour O, 4-5 min
pour H,0,, Kadota et al, 2004) suivant un traitement par la cryptogéine. Chacune des FAO
produites ayant une spécificité d’action, nous avons cherché a déterminer quelle(s) FAO
produite(s) en réponse a la cryptogéine participe(nt) a 'augmentation du degré d’ordre de la
MP.

5.1 Caractérisation de I’effet de la cryptogéine sur le

degré d’ordre de la membrane plasmique

5.1.1Cinétique du degré d’ordre de la membrane plasmique de

cellules élicitées

Afin de mieux caractériser la réponse a la cryptogéine des cellules de tabac BY-2 et les
conséquences de cette réponse sur les propriétés biophysiques de la MP, nous avons suivi
I’évolution du RGM de la MP dans les 30 min suivant une élicitation par la cryptogéine. L’effet
de la cryptogéine sur le degré d’ordre de la MP des cellules de tabac BY-2, mesuré par
microscopie confocale, est faible, avec une augmentation de 12 % environ (Gerbeau-Pissot et
al, 2014). Aussi, nous avons privilégier une approche de spectrofluorimétrie pour mesurer la
modification du degré d’ordre des cellules induite par la cryptogéine. Cette stratégie devrait

nous permettre, comparée a la microscopie confocale utilisée précédemment, des mesures
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Figure 38. Effet de la cryptogéine sur le degré d’ordre de la membrane plasmique des cellules de
tabac BY-2. A, Cinétique représentative de I’évolution du RGM de cellules de tabac BY-2 avec (H) ou
sans (@) traitement a la cryptogéine (50 nM). Toutes les 5 min une aliquote de 300 pL de cellules est
marquée pendant 2 min avec 3 pM de di-4-ANEPPDHQ ; le spectre d’émission de la sonde est mesuré
par spectrofluorimétrie. Le RGM (RGM= lgg0/l550) est calculé, et a été normalisé pour chaque temps a
celui du TO correspondant avant d’étre reporté sur le graphe. B, Boites a moustaches représentant
I’effet de la cryptogéine sur le RGM des cellules de tabac BY-2 aprés 10 min de traitement. L’étoile
indique une différence significative (Test de Mann-Withney, p-value < 0,05, n > 20 reproductions
biologiques).



rapides et surtout de moyenner des observations réalisées en méme temps sur plusieurs

milliers de cellules (se retrouvant en suspension dans notre cuve).

Le RGM est alors mesuré en marquant 300 pL de suspension cellulaire avec de la di-4-
ANEPPDHQ (3 pM, 2 min) puis en mesurant son spectre entre 520 et 680 nm et en faisant le
rapport des intensités des émissions de fluorescence a 660 et 550 nm (RGM = lgs0/ls50nm). Le
degré d’ordre de la MP des cellules a I’état fondamental est dépendant de I’état physiologique
des cellules et peut donc varier d’un jour a I'autre selon les suspensions cellulaires utilisées.
Afin de pouvoir comparer des expériences indépendantes, lors desquelles de fortes variations
des valeurs absolues du RGM des cellules sont observées, nous avons donc fait le choix de
normaliser nos valeurs a celles du T, de chacune de nos cinétiques. En procédant ainsi, nous
avons suivi la cinétique de la modification du degré d’ordre de la MP des cellules de tabac BY-
2 au cours d’un traitement de 30 min par la cryptogéine. Le RGM des cellules contrdles reste
plutot stable sur la durée de I'expérience (entre 0,88 et 1,09, ). Suite a un
traitement par la cryptogéine (50 nM), le RGM diminue rapidement durant les 10 premieres
minutes pour se stabiliser a une valeur d’environ 0,63 jusqu’a 30 min ( ). La
diminution du RGM est statistiquement significative dés 10 min de traitement ( )
temps que nous avons donc choisi comme référence pour I'’ensemble de nos analyses

statistiques ultérieures.

Cette premiére expérience montre, en accord avec la bibliographie, que la cryptogéine
provoque une hausse du degré d’ordre (qui se traduit par une diminution du RGM) de la MP
des cellules de tabac BY-2 rapidement aprés élicitation (Gerbeau-Pissot et al, 2014). Dans nos
conditions, la valeur du degré d’ordre des cellules élicitées est ensuite stable sur la durée de

I’expérience.

5.1.2Dose réponse de la cryptogéine sur le degré d’ordre de la
membrane plasmique de cellules élicitées

Afin de compléter la caractérisation des effets de la cryptogéine sur les propriétés
biophysiques de la MP des cellules de tabac BY-2, nous avons en paralléle mesuré I'intensité
des modifications du RGM de la MP selon la concentration de cryptogéine, pour évaluer un
éventuel effet dose-réponse. Des études ligand/récepteur ont déterminé que le Kd pour la
fixation de la cryptogéine sur ses sites plasmalemmiques est d’environ 2 nM, et que la
saturation de ces sites est obtenue pour une concentration en cryptogéine d’environ 25 nM

(Wendehenne et al, 1995). Afin de déterminer si I'effet de la cryptogéine sur les propriétés
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Figure 39. Courbe dose-réponse de I'effet de la cryptogéine sur le degré d’ordre des cellules de
tabac BY-2. Les cellules ont été traitées avec 5, 10, 12, 25, 50 ou 100 nM de cryptogéine. Aprés 10
min de traitement, une aliquote de 300 pL de cellules est marquée pendant 2 min avec 3 pM de di-
4-ANEPPDHQ ; le spectre d’émission de la sonde est mesuré par spectrofluorimétrie. Le RGM (RGM=
leso/1550) @ été calculé et les valeurs normalisées pour chaque condition a celle du TO avant d’étre
reportées sur le graphique. La figure présente les résultats obtenus lors de 1 ou 2 expériences
indépendantes selon la concentration.



biophysiques de la MP est saturable, nous avons mesuré le RGM 10 min aprés élicitation des
cellules par différentes concentrations de cryptogéine (5, 10, 12, 25, 50 et 100 nM, ).
Des concentrations croissantes de cryptogéine comprises entre 0 et 25 nM génerent une
diminution progressive et dose-dépendante du RGM. Un palier est atteint pour des
concentrations supérieures a 50 nM ( ), qui sera donc utilisée comme concentration

de référence dans les expériences suivantes.

L’ensemble de ces résultats indique un effet précoce (10 min), stable (jusqu’a 30 min),
dose-réponse et saturable (aprés 50 nM) de la cryptogeine sur le RGM des cellules de tabac
BY-2, ce qui est en accord avec un effet lié a de la signalisation cellulaire induite par la
cryptogéine (Sandor et al, 2016). Les données de la bibliographie suggérent notamment une
dépendance vis-a-vis de la cascade de signalisation précoce et notamment du burst oxydatif
(Gerbeau-Pissot et al, 2014).

5.2 Caractérisation de I'implication possible du H.O, dans
la régulation du degré d’ordre de la membrane
plasmique de cellules élicitées

Afin d’étudier le role potentiel de H,O, dans la régulation des propriétés biophysiques
de la MP, deux stratégies ont été privilégiées. Dans la premiére, nous avons cherché a
déterminer sila présence de H,0, était indispensable pour induire, en réponse a la cryptogéine,
I’laugmentation du degré d’ordre membranaire. Pour cela, nous avons utilisé une premiére
approche visant a dégrader instantanément le H,O, produit, et une seconde visant a le piéger.
Dans la deuxiéme stratégie, nous avons appliqué du H,O, exogeéne et testé si cette application

pouvait mimer I’effet de la cryptogéine sur les propriétés biophysiques de la MP.
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Figure 40. Effet du pyruvate de sodium sur l'accumulation de H,O, induite en réponse a la
cryptogéine chez les cellules de tabac BY-2. A, Mode d’action du Pyruvate de Sodium (PySo) sur du
H,0, dans le tampon |, d’équilibration des cellules. Le milieu a d’abord été additionné de 15 mM de
PySo pendant 5 min avant ajout de 100 pM de H,O,. La quantité de H,0, est évaluée toutes les 5
min par mesure de la luminescence du luminol par luminométrie (n=1). B, Cinétique de
I’accumulation de H,0, en réponse a la cryptogéine. Les cellules ont été pré-traitées (A) ou non (=)
avec du pyruvate de sodium (PySo, 5 min, 15 mM) avant élicitation (A) ou non (4) par la
cryptogéine (50 nM). La quantité de H,0, dans le milieu est évaluée par mesure de la luminescence
du luminol par luminométrie toutes les 5 min pendant 30 min. La figure présente une cinétique
représentative de n > 4 expériences indépendantes. C, Analyse statistique de I'effet du pyruvate de
sodium (PySo, 15 mM) sur I'accumulation de H,O,. La figure présente les valeurs moyennes et les
écart-types, les lettres indiquent une différence significative (Test de Mann-Withney, p-value < 0,05,
n = 11 expériences indépendantes pour les conditions Témoin et Cry, 7 pour Cry+PySo et 4 pour
PySo).



5.2.1Degré d’ordre de la membrane plasmique et dégradation du

H,O, accumulé en réponse a la cryptogéine

5.2.1.1 Dégradation du H,O, par le Pyruvate de Sodium

Dans la littérature, le pyruvate de sodium (PySo) est décrit comme capable de dégrader
le H,0, ( ). La réaction entre H,0, et PySo aboutit a la formation d’acétate, de CO,
et de H,O (stcechiométrie 1 : 1). Pour vérifier I’efficacité du PySo dans notre systeme, nous
avons incubé (en absence de cellules) 15 mM de PySo avec 100 uyM de H,O, et mesuré par
luminomeétrie I’évolution de la concentration de H,O, dans le milieu classique de suspension
des cellules (I,). En absence de PySo, la quantité de H,O, mesurée est stable sur les 30 min de
I’expérience, montrant que rien dans le milieu I, ne provoque la dégradation du H,0O; (

). L’ajout de PySo (15 mM, 5 min avant le début des mesures) entraine, au contraire, une
forte et rapide diminution de la concentration de H,0, dans le milieu ( ). En effet, Il
nhe reste que des traces aprés 10 min de réaction ( ). Le PySo permet donc une

dégradation efficace du H,0, exogéne dans le milieu I,.

Afin d’observer I'effet du PySo sur I’accumulation de H,0O, qui survient en réponse a la
cryptogéine dans les cellules de tabac, nous avons incubé pendant 5 min nos cellules avec une
concentration efficace de PySo (15 mM) avant de les traiter avec 50 nM de cryptogéine. Nous
avons ensuite mesuré |’évolution de la quantité de H,O, par luminométrie pendant 30 min.
Pour I’analyse statistique, nous avons choisi de nous positionner a notre temps de référence
(10 min), correspondant au temps ou la baisse du RGM de la MP des cellules est constatée en
réponse a la cryptogéine. Dans les cellules témoin un niveau basal de H,0, (inférieur a 1 nmole)
est mesuré de maniere stable pendant les 30 min de I’expérience ( ). Lorsque les
cellules BY-2 sont traitées a la cryptogéine, une accumulation progressive de H,O, dés 5 min
de traitement est observée et atteint un pic a 15 min (correspondant dans cette expérience
représentative a environ 7 nmoles dans 300 pL, soit environ 23,3 uM, ). La quantité
de H,0, dans le milieu extracellulaire décroit ensuite lentement jusqu’a 30 min sans rejoindre
la valeur du contréle ( ). L’application de PySo seul (15 mM) n’induit par de
production de H,0,, mais au contraire une légére diminution de la quantité basale, comparée
aux cellules témoins ( ). L'utilisation de 15 mM de PySo réduit fortement
I’accumulation transitoire et précoce de H,0, normalement induite par la cryptogéine. Ainsi,
le niveau de H,0, accumulé est bien en deca de celui des cellules contrdles : un pic d’environ
1,5 nmoles de H,0, est mesuré aprés 10 min de traitement ( ). Au temps 10 min, le

PySo diminue significativement la quantité de H,O, produite en réponse a la cryptogéine, méme
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Figure 41. Effet du pyruvate de sodium sur la hausse de degré d’ordre membranaire induite par la
cryptogéine chez les cellules de tabac BY-2. A, Evolution du RGM des cellules de tabac BY-2 traitées
(courbes noires) ou non (courbes grises) par 50 nM de cryptogéine en présence (4) ou nhon (M) de
pyruvate de sodium (PySo, 15mM). Toutes les 5 min, des aliquotes de cellules (300 pL) ont été
marquées pendant 2 min avec 3 uM de di-4-ANEPPDHQ puis le spectre d’émission de la sonde a été
mesuré par spectrofluorimétrie. Les valeurs de RGM (RGM= lgg/l5s50) ont été normalisées pour
chaque condition a celle du TO. B, Boites a moustaches représentant le RGM des cellules dans les
différentes conditions aprés 10 min de traitement. Les lettres indiquent une différence significative
(Test de Mann-Whitney, p-value < 0,05, n = 21 (Ctl et Cry), 12 (Cry+PySo) et 8 (PySo) expériences
indépendantes).



si cette diminution n’est que partielle puisque la teneur en H,0; est significativement différente
de celle mesurée dans les cellules témoins ( ). En revanche, une concentration
supérieure de 25 mM de PySo inhibe complétement I’accumulation de H,0,, mais modifie la
valeur de RGM de la MP (données non montrées), ce qui ne nous permet pas de 'utiliser dans

nos expériences.

Le PySo, a une concentration de 15 mM, bloque donc de manieére efficace 'accumulation
de H,0; induit par la cryptogéine, ce qui autorise son utilisation pour mesurer I'implication du

H,0, dans les modifications biophysiques de la MP en réponse a la cryptogéine.

Afin d’étudier le réle potentiel du H,0, dans la modification du degré d’ordre de la MP
en réponse a la cryptogéine, nous avons suivi I’évolution du RGM en présence de 15 mM de
PySo. En présence de 15 mM de PySo dans le milieu de culture, la cryptogéine induit une baisse
de RGM qui présente une cinétique comparable a celle obtenue en réponse a la cryptogéine
seule, mais qui est moindre, notamment a partir de 10 min de traitement ( ). Aprés
10 min, la diminution du RGM induit en réponse a la cryptogéine en présence de 15 mM de
PySo est significativement plus faible que celle induite par la cryptogéine seule, sans toutefois

atteindre la valeur de RGM des cellules témoins ou traitées au PySo seul.

Ces résultats indiquent que la dégradation partielle du H,0, par le PySo provoque une
inhibition partielle de la hausse du degré d’ordre de la MP des cellules de tabac BY-2 induite
en réponse a la cryptogéine, et donc suggérent que le H,0O, est impliqué dans la hausse du
degré d’ordre de la MP mesurée lors du traitement des cellules par la cryptogéine. Deux
hypothéses peuvent étre avancées a ce stade : i) le H,0, est le principal régulateur de la
diminution de RGM induite par la cryptogéine, mais notre incapacité a le dégrader
complétement avec un traitement par le PySo nous empéche d’en voir I'effet total ; ii) le H,0,
n’est pas le seul élément régulant le degré d’ordre de la MP en réponse a la cryptogéine. Afin
d’étudier cette seconde possibilité, un effet additionnel/synergique des radicaux hydroxyles

sera étudié plus loin dans ce chapitre.
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Figure 42. Effet de la thiourée sur I'accumulation de H,0, et la hausse du degré d’ordre des cellules
de tabac BY-2 en réponse a la cryptogéine. A, Effet de la thiourée sur 'accumulation de H,0, en
réponse a la cryptogéine. Les cellules ont été exposées (en gris) ou non (en noir) a la cryptogéine
(50 nM) et prétraitées (X) ou non (m) avec 1 mM de thiourée. La quantité de H,0, a été évaluée par
mesure de la luminescence du luminol par luminométrie toutes les 5 min pendant 30 min. La figure
a droite présente une cinétique représentative de n > 5 expériences indépendantes. La figure a
gauche présente les valeurs moyennes et les écart-types pour la quantité de H,0, a 10 min. Les
lettres indiquent une différence significative (Test de Mann-Withney, p-value < 0,05, n > 5
expériences indépendantes). B, RGM des cellules de tabac BY-2 exposées ou non a la cryptogéine et
prétraitées ou non avec 1 mM de thiourée au bout de 10 min de cinétique. Des aliquotes de cellules
(300 pL) ont été marquées pendant 2 min avec 3 uM de di-4-ANEPPDHQ puis le spectre d’émission
de la sonde a été mesuré par spectrofluorimétrie. Les valeurs de RGM (RGM= lgg0/1550) ONt été
calculées, puis normalisées pour chaque condition a celle du TO. Les lettres indiquent une
différence significative (Test de Mann-Whitney, p-value < 0,05, n = 6 (Ctl, Cry et Cry+ThioU), ou 5
(ThioU) expériences indépendantes).



5.2.1.2 Transformation du H,O, par la ThioUrée

Afin de confirmer les résultats obtenus par I’approche de dégradation du H,0, accumulé
en réponse a la cryptogéine, nous avons donc utilisé une autre stratégie visant cette fois a
piéger le H,0O, par la thiourée (ThioU). Dans nos conditions expérimentales (fourchette de pH
entre 5,8 et 7), ThioU se combine avec H,0, pour former du dioxyde de thiourée (Arifoglu et
al, 1992).

Afin d’observer I'effet de la ThioU sur I'accumulation de H,O, qui survient en réponse a
la cryptogéine dans les cellules de tabac BY-2, nous avons incubé nos cellules avec de la ThioU
pendant 5 min avant de les traiter ou non avec de la cryptogéine (50 nM). L’accumulation de
H,O, a été suivie pendant 30 min par luminométrie. En présence de ThioU (1 mM) seule, on
n'observe pas de variation significative de I’accumulation de H,0,, indiquant que ce
prétraitement n’induit pas d’accumulation de H,0; ( ). En réponse a la cryptogéine,
la présence de ThioU dans le milieu de culture conduit a une diminution importante (93 %) et
significative (a 10 min) de I'accumulation de H,0, ( ). Malgré cette forte diminution,
I’laccumulation de H,O, en présence de ThioU et de cryptogéine reste significativement

supérieure a celles du contréle et de la ThioU seule ( ).

Ces résultats indiquent que le piégeage du H,O, par la ThioU se traduit par une forte
inhibition de I'accumulation de H,O, induite chez les cellules de tabac BY-2 en réponse a la

cryptogéine.

Afin de confirmer le role potentiel du H,O, dans la modification du degré d’ordre de la
MP en réponse a la cryptogéine, nous avons mesuré le RGM des cellules en présence de 1 mM
de ThioU apres 10 min de traitement ou non a la cryptogéine ( ). En présence de
ThioU (1 mM) seule, on n'observe pas de variation significative du RGM, indiquant I'innocuité
de ce prétraitement sur la mesure du degré d’ordre de la MP (pvalue ThioU/ctl = 0,92). Un
traitement par la cryptogéine, aprés ajout de ThioU dans le milieu de culture, ne semble pas
provoquer de modification du RGM par rapport a la condition ol la ThioU est appliquée sans
élicitation (pvalue cry+ThioU/ThioU = 0,78). De méme, on peut également observer que le

RGM mesuré dans ces conditions tend a étre différent par rapport au RGM obtenu avec le
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Figure 43. Courbe dose-réponse de I'effet du H,0, sur le RGM des cellules de tabac BY-2. Les
cellules ont été traitées avec 10, 20, 25, 50, 100 ou 200 pyM de H,0,. Aprés 10 min de traitement,
une aliquote de 300 pL de cellules est marquée pendant 2 min avec 3 uM de di-4-ANEPPDHQ; le
spectre d’émission de la sonde est mesuré par spectrofluorimétrie. Le RGM (RGM= lgg0/1550) @ été
calculé puis normalisé pour chaque condition a celui du TO avant d’étre reporté sur le graphique. La
figure présente les résultats obtenus lors de 1 ou 2 expériences indépendantes selon la

concentration.



traitement par la cryptogéine seule (pvalue cry+ThioU/cry = 0,06). Ces données tendent a

indiquer un non effet de la cryptogéine en présence de ThioU.

Cependant, ces résultats ne sont pas significatifs 