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Résumeé

Il est maintenant possible de convertir les plantes en usines naturelles de
médicaments ou autres molécules a hautes valeurs ajoutées. L’agriculture
moléculaire, ou moléculture, répond ainsi a une demande pressante. La variable
critique pour la viabilité économique de cette approche est la rapidité avec
laquelle une forte concentration de protéines d’intérét est atteinte dans la
plante. En combinant la capacité réplicative des virus et U'intégration stable
d’un transgene dans la plante, il sera possible d’amplifier de maniére trés
significative et ce, rapidement, la quantité de protéines estimées produites au

moment de la récolte.

Le virus de la mosaique du navet (TuMV) est membre du grand groupe des
Potyvirus. Son génome est constitué d’une molécule d’ARN simple brin de
polarité positive longue de 10 000 nucléotides. Le TuMV code pour une
polyprotéine unique qui est clivée en 10 protéines matures par trois protéinases
virales. Les caractéristiques importantes du TuMV qui en font un candidat de
choix pour le développement d’un vecteur d’expression sont premiérement,
qu’une protéine d’intérét qui ferait partie de la polyprotéine serait synthétisée
au méme niveau que les autres protéines virales; deuxiémement, la forme
filamenteuse du virus offre la possibilité d’introduire plus d’un géne étranger

dans le méme vecteur.

En utilisant une copie ADN du génome viral cloné sous le controle d’un
promoteur constitutif, notre équipe a pu réaliser deux premiéres constructions
contenant soit le géne rapporteur gfp ou uidA inséré entre les génes codant pour
les protéines P1 et HC-Pro du TuMV. Malgré que la libération de ces protéines de
la polyprotéine virale générait la présence d’acides aminés supplémentaires aux
extrémités, les résultats des tests in planta ont révélé la production de GFP et

de GUS fonctionnels.



Les objectifs de nos travaux visent donc a: 1) déterminer la possibilité
d’exploiter un second site d’insertion, et 2) d’élaborer une stratégie nouvelle
d’insertion qui permettrait la production de protéines aux extrémités carboxy-
terminales non-modifiées. Ainsi dans un premier temps, les génes gfp ou uidA
ont été insérés entre les génes codant pour les protéines Pol et CP du virus. Des
essais transitoires furent réalisés sur des plants de Brassica par la technique de
biolistique. L’observation aux ultraviolets et des tests histochimiques ont révélés
la présence in vivo des protéines GFP et GUS fonctionnelles. Des
immunobuvardages de type western et des analyses par RT-PCR ont montré la
bonne expression de chacune des protéines insérées et que la stabilité
transcriptionnelle semble influencée par la taille, la nature et/ou la position du

geéne étranger.

Suite a ces résultats, nous avons donc dans un deuxiéme temps tenté
I’expression simultanée des deux genes rapporteurs insérés dans une méme
construction. La maintenance du caractére infectieux du vecteur et |’expression
efficace des geénes introduits nous ont ensuite mené a tester la production
d’anticorps par l’intermédiaire de notre vecteur. Finalement, des délétions
furent réalisées par PCR au niveau de la capside virale. Ces mutations avaient
pour but d’identifier les séquences cis nécessaires a la réplication du TuMV. Les
constructions ADN délétées furent transfectées sur des protoplastes de Nicotiana
benthamiana. Les résultats préliminaires ont semblé démontrer la possibilité
d’éliminer la séquence codante entre le 3° et le 263° codon de la capside tout en
conservant une capacité de réplication plus qu’intéressante pour les besoins

encourus.
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Chapitre 1

Revue de littérature

1 La production de protéines recombinantes

La recherche scientifique des dernieres décennies a révolutionné le
traitement de nombreuses maladies suite a la production de protéines
recombinantes telles que linsuline et les immunoglobulines. Néanmoins, les
coiits associés a la synthése de ces molécules limitent encore aujourd’hui leur
disponibilité. Compte tenu du vieillissement des populations et des besoins
toujours insatisfaits des pays en voie de développement, il est clair que la
demande en médicaments et autres dérivés pharmaceutiques est appelée a
s’accroitre considérablement dans les années futures. Il est alors légitime et
méme prescrit de s’assurer qu’ils seront disponibles en quantités suffisantes, et
ce, sur une base économique raisonnable. Aussi est-il urgent de développer de
nouvelles stratégies de production plus efficaces et économiques que celles

traditionnellement employées.

Actuellement, la majorité des compagnies de biotechnologie utilisent
principalement les cellules CHO (« chinese hamster ovary ») ou NSO (lignée
cellulaire d’un myélome murin) pour la production de protéines
pharmaceutiques, alors que les champignons filamenteux, les levures et les
bactéries sont surtout utilisés pour la production denzymes industrielles.
L’utilisation des cellules animales modifiées offre ’avantage de produire une
protéine trés proche de Uoriginale. Ces cellules sont néanmoins
particulierement sensibles aux changements environnementaux (température,
pH, 0;), ce qui nécessite des conditions de cultures rigoureusement controlées
(Giddings et al. 2000). Le recours a ces systémes est donc coliteux et ne peut se

faire qu’a une échelle réduite. Par ailleurs, malgré que les systémes utilisant



des microorganismes tels que les bactéries et les champignons soient plus
résistants, ils ne peuvent servir qu’a la production de petits polypeptides simples
comme (’insuline ou les hormones de croissance. Ceci s’explique par le fait que
les protéines complexes y sont repliées incorrectement et s’accumulent en
agrégats insolubles connus sous le nom de corps d’inclusion (Daniell et al. 2001b;
Schillberg et al. 2003). Finalement, en vue d’applications thérapeutiques in
vivo, ces systemes d’expression exigent des précautions additionnelles afin
d’éliminer  toutes séquences oncogéniques, contaminants protéiques

(endotoxines) ou agents pathogenes (Fischer & Emans 2000).

Parallelement, d'intenses recherches sont effectuées en vue de
l’utilisation d’animaux transgéniques en tant que bioréacteurs pharmacologiques,
particulierement les chévres, les vaches, les moutons et les porcs. Bien que la
productivité y soit élevée, de plus en plus de restrictions d’ordre légal et éthique
limitent Uutilisation d’animaux transgéniques (Fischer & Emans 2000). La
création de ces animaux exige énormément de temps et une trés forte
proportion des embryons meurent suivant ’intégration du transgéne, compte
tenu de la toxicité liée a Uexpression in vivo de certaines protéines
recombinantes (Pogue et al. 2002). De plus, la préoccupation associée a la
contamination par des agents infectieux ou par des séquences oncogéniques

demeure.



2 L’agriculture moléculaire

Les nombreuses limitations associées aux méthodes traditionnelles de
production de protéines recombinantes ont précipité ’exploitation des plantes
en tant qu’alternative économique, sécuritaire et efficace. Les récents
développements dans les technologies de I’ADN recombinant, de transformation
de plantes et d’ingénierie d’anticorps favorisent d’autant plus l’avénement de

I’agriculture moléculaire.

Par «agriculture moléculaire~, il faut entendre « la culture de plantes
pour la production de biomolécules utiles sur le plan industriel, médical ou
scientifique, plutdt que pour les usages traditionnels que sont la production soit
d’aliments pour les humains, soit d’aliments pour le bétail, soit de fibres »
(http://www.inspection.gc.ca/francais/plaveg/pbo/mf/reportprocedf.pdf).

La production de protéines recombinantes dans les plantes présente des
avantages significatifs face aux systémes d’expression classiques (Tableau 1;
(Fischer & Emans 2000)). Tout d’abord, les plantes peuvent croitre en conditions
non stériles, sans besoin en nutriments coliteux ni conditions environnementales
strictes (Awram et al. 2002). Ainsi, ’emprunt des infrastructures déja
implantées en agriculture pour la récolte, la transformation et ’entreposage
minimiserait de maniére importante I’ampleur des investissements requis pour la
production commerciale (Giddings 2001; Fischer et al. 2003). Contrairement aux
animaux transgéniques, il n’y a aucun besoin de maintenir de « géniteurs »
puisque les lignées de plantes transgéniques peuvent &tre conservées a l’état de
graines (Fischer et al. 2003). De plus, les végétaux ne sont I’hdte d’aucun virus
pathogene pour ’homme ou I’animal et la plupart des protéines potentiellement
allergenes peuvent étre évitées par le choix de la variété de plante appropriée
(Schillberg et al. 2003). Par ailleurs, la synthése, la sécrétion et les
modifications post-traductionnelles des protéines sont trés similaires a celles des
cellules animales arborant quelques différences mineures au niveau de la

glycosylation (Fischer et al. 2003). En ce qui concerne ’'usage des codons dans
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les plantes, la dégénérescence du code génétique permet de faire des
ajustements au niveau de la séquence des transgénes afin d’optimiser I’efficacité
de la traduction (Giddings 2001). Il est également possible de cibler les
protéines d’intérét vers des compartiments intracellulaires ou encore des
organes précis. Ceci favorise une plus grande stabilité, des niveaux de
production plus élevés et une purification simplifiée (Awram et al. 2002). En
effet, selon le type de protéine produit, ’élimination de ’étape de purification

peut étre envisagée si l’organe cible en est un comestible.

Tous ces avantages vouent un brillant avenir ’utilisation des plantes en

tant que nouvelle plate-forme manufacturiére.

2.1 Exemples de protéines recombinantes produites dans les plantes

Le potentiel d’utiliser les plantes en tant que systéme de production de
molécules recombinantes fut démontré pour la premiére fois par ’expression
d’une hormone de croissance humaine (Barta et al. 1986). Mais c’est en 1989,
avec Uexpression dans le tabac d’un anticorps fonctionnel (Hiatt et al. 1989) que
I’agriculture moléculaire a véritablement pris son envol. Depuis, le nombre de
protéines exprimées dans les plantes est en constante évolution et inclut
protéines plasmatiques, enzymes, hormones, interleukines, réactifs de

diagnostics, anticorps et vaccins recombinants (tableau 2-4).



Tableau | : Comparaison des différents systémes de production de protéines

Colts

Qualité

Applications

Adapté des articles de (Fischer & Emans 2000) et (Schillberg et al. 2003).

recombinantes

Production

Temps et efforts

Augmentation de
production
Homogénéité des
protéines

Glycosylation

Risques de
contamination

Assemblage
multimérique

Entreposage
Distribution

Production

Plantes

Faibles
Elevés
Faibles
Elevée
Correcte ?
Absents

Oui

Economique
/TP

Facile

Mondiale

Levures

Moyens
Moyens
Elevés
Moyenne
Incorrecte
Absents

Non

Economique
/-20°C

Faisable

Limitée

Bactéries

Faibles
Faibles
Elevés
Faible
Absente
Présents

Non

Economique
/-20°C

Faisable

Limitée

Cellules
animales
(culture)

Elevés
Elevés
Elevés
Elevée
Correcte
Présents
Non
Colteux/N,
Difficile

Limitée

Animaux

Moyens
Elevés
Moyens
Elevée
Correcte
Présents
Oui
Coliteux
Difficile

Limitée



Tableau Il : Production d’anticorps thérapeutiques dans les plantes transgéniques
Application potentielle

et spécificité Plantes Forme de I’anticorps  Références
Diagnostique

Substance P (neuropeptide) Tabac dAb (domaine Vy) gl.::)(;r;\;enuto etal.
Infarctus du myocarde Tabac, (De Neve et al. 1993;

IgG1, scFv, Fab,

(anti-créatine kinase humaine)  Arabidopsis Bruyns et al. 1996)

Banques de sang

(anti-IgG humain) Luzerne IgG (Khoudi et al. 1999)
Traitement et/ou prévention

Cancers hématologiques i .

(anti-CD40) Tabac scFv-IT (Francisco et al. 1997)
Herpés génital (anti-HSV 2) Soya IgG (Zeitlin et al. 1998)
Hepatite B Tabac 1gG (Valdes et al. 2003)

(antigéne de surface)

(McCormick et al.

Lymphome non Hodgkinien scFv anti-idiotype

v Tabac y 1999; McCormick et
(anti-idiotype) d’igG de lymphome B al. 2003)
Cancer Blé, riz et (Stoger et al. 2000;
(anti-CEA) tabac scFvT84.66 Vaquero et al. 2002)
Carie dentaire i (Ma et al. 1995; Vine
(anti-adhésine Il de S. mutans) Tabac SIgA-G, IgG1 et al. 2001)

dAb : anticorps simple domaine, scFv : fragments a chaine unigue, Fab : fragment ab, scFv-IT :
scFv-immunotoxine-bryodine, CEA : Antigénes carcinoembryogéniques.

Adapté de (Beauchemin 2003) et des articles de (Giddings et al. 2000); (Daniell et al. 2001b) et
(Schillberg et al. 2003).



Tableau Il : Production de vaccins dans les plantes transgéniques

Cible

Humain

E. coli

entérotoxigénique

Rotavirus

Vibrio cholerae

Virus de I’hépatite

B

Virus de Norwalk

Virus de la rage
Cytomeégalovirus

Virus de la
rougeole

Virus respiratoire
syncitial

Virus de

I'immunodéficience

acquise humaine
(VIH)

Tétanos

Plantes

Tabac, Pomme
de terre, mais

Pomme de terre

Pomme de
terre, Tabac

Tabac, Pomme
de terre, Laitue

Tabac,Pomme
de terre

Tomate

Tabac

Tabac, Carotte

Tomate, Tabac

Tabac

Tabac

Protéine ou peptide
exprimé

Sous-unité B de la
toxine thermosensible

Sous-unité A2 du
rotavirus

Sous-unités des toxines
CtoxA et CtoxB de V.
cholerae

rHBsAg - protéine de
surface

Protéine de la capside

Glycoprotéine

Glycoprotéine B

Hémagglutinine

Protéine RSV-F et RSV-G

Epitope de VIH (p29)

Fragment C de la toxine
tétanique

Références

(Haq et al. 1995; Tacket et
al. 1998; Mason et al. 1998)

(Yu & Langridge 2001)

(Arakawa et al. 1998;
Daniell et al. 2001a)

(Mason et al. 1992;
Thanavala et al. 1995;
Kapusta et al. 1999;
Richter et al. 2000; Kong et
al. 2001)

(Mason et al. 1996; Tacket
et al. 2000)

(McGarvey et al. 1995)
(Tackaberry et al. 1999)

(Huang et al. 2001;
Marquet-Blouin et al. 2003)

(Belanger et al. 2000;
Sandhu et al. 2000)

(Zhang et al. 2002)

(Tregoning et al. 2003)

‘Adapté de (Beauchemin 2003) et des articles de (Giddings et al. 2000); (Fischer & Emans 2000) et

(Daniell et al. 2001b).



Tableau Ill : Production de vaccins dans les plantes transgéniques (suite)

Cible Plantes

Animal

Virus hémorragique
g1q Pomme de terre

du lapin
Pneumonie a
Pasteurella Tréfle blanc
(bovins)

. . Arabidopsis
Parvovirus canin Tabac
Virus de la fievre Arabidopsis,
aphteuse Luzerne

Coronavirus Gastro-  Arabidopsis,
entérique (TGEV) Tabac, Mais

Rotavirus bovin du

groupe A Pomme de terre

Protéine ou peptide
exprime

VP60

Leucotoxine Lkt66/50

Protéine de la capside
VP2

Protéine structurale
VP1

Glycoprotéine S

Protéine de la capside
VP6

Références

(Castanon et al. 1999)

(Lee et al. 2001)

(Gil et al. 2001)

(Carrillo et al. 1998;
Wigdorovitz et al. 1999)

(Gomez et al. 1998; Tuboly
et al. 2000)

(Matsumura et al. 2002)

Adapté de (Beauchemin 2003) et des articles de (Giddings et al. 2000); (Fischer & Emans 2000) et

(Daniell et al. 2001b).



Tableau IV : Production de produits pharmaceutiques dans les plantes

transgéniques

Application potentielle

Anticoagulant

Voie de synthése de
protéine C

Antithrombine directe (sans
besoin de co-facteur)

Protéines/hormones
recombinantes

Neutropénie

Hormone de croissance
Anémie

Réparation de blessures/
contréle de prolifération
cellulaire

Facteur de croissance
hématopoiétique

Traitement de I’hépatite B
etC

Cirrhose du foie, Brilures et

chirurgie
Substituts sanguins

Collagéne

Plantes

Tabac
Tabac,

Colza,
Moutarde

Tabac

Tabac

Tabac

Tabac

Tabac

Tabac,
Pomme de
terre
Tabac
Tabac

Tabac

Protéine

Protéine C humaine

Hirudine

Facteur de stimulation de
colonie de granulocyte-
macrophage humain

Somatotropine humaine

Erythropoiétine humaine

Facteur de croissance
épidermique humain

Facteur de stimulation de
colonie de granulocyte-
macrophage humain

Interféron-p humain;
Interféron-a 2b/ 8 humain

Albumine de sérum
humain
Hémoglobine o, humaine

Collagéne-1
homotrimérique humain

Références

(Cramer et al. 1996)
(Parmenter et al.

1995; Boothe et al.
1997)

(Sardana et al. 2002)

(Staub et al. 2000)

(Matsumoto et al.
1995)

(Higo et al. 1993)

(James et al. 2000)

(Edelbaum et al.
1992; Ohya et al.
2001)

(Sijmons et al. 1990)

(Dieryck et al. 1997)

(Ruggiero et al.
2000)

Adapté de (Beauchemin 2003) et des articles de (Giddings et al. 2000) et (Daniell et al. 2001b).



Tableau IV : Production de produits pharmaceutiques dans les plantes

transgéniques (suite)

Application potentielle

Inhibiteurs de Protéines/
Peptides

Inhibiteur de trypsine pour
la transplantation

Agent antimicrobien

Enzymes recombinantes
Maladie de Gaucher
Nutraceutiques

Déficience en provitamine A

Déficience en acides aminés

Réactifs de laboratoire
Hydrolyse de stéroide
glucuronique

Diagnostic et purification

Dissociation de cellules en
culture

Plantes

Mais

Pomme de
terre,
Tabac

Tabac

Riz

Pomme de
terre

Mais

Mais

Mais

Protéine

Aprotinine humaine

Lactoferrine humaine;
Magainine (MSI 99)

Glucocérébrosidase

Daffodil phytoéne synthase

Albumine de graine Amat
de Amaranthus
hypochondiracus

B-Glucuronidase

Avidine (Sigma # A8706)

TrypZean™ (Sigma # T3568)

10

Références

(Azzoni et al. 2002)

(Chong & Langridge
2000; DeGray et al.
2001)

(Cramer et al. 1996)

(Burkhardt et al.
1997)

(Chakraborty et al.
2000)

(Kusnadi et al.
1998)

(Kusnadi et al.
1998)

(Woodard et al.
2003); Prodigene
Inc.



2.1.1 Anticorps thérapeutiques et diagnostiques

A ce jour, un petit nombre d’anticorps exprimés dans les plantes
(planticorps) ont été développés pour la thérapie humaine (Fischer et al. 2003).
Malgré qu’aucun ne soit actuellement sur le marché, deux parmi ceux-ci ont déja

atteint la deuxieéme phase clinique (Schillberg et al. 2003).

La compagnie NeoRx a développé un immunoglobuline (Ig) G spécifique
pour un marqueur du cancer du colon. Les premiers tests en clinique ont
démontré que ce planticorps, nommé Avicidin®, affichait une activité anti-
cancéreuse chez les patients atteints de cancers avancés du colon et de la
prostate (Fischer et al. 2003). Au cours de la deuxieme phase clinique, une forte
incidence de diarrhée, probablement due & une réaction croisée avec un épitope
relié de la paroi intestinale, a néanmoins obligé son retrait des tests en clinique.

(bttp://www.biospace.com/ccis/news_company.cfm?CompanylD=2447&SR=91;

(Fischer et al. 2003)). De nouvelles analyses sont en cours.

Le second planticorps actuellement en deuxieme phase d’essais cliniques
se nomme CaroRx™, un IgA-IgG chimérique produit dans des plants de tabac
transgéniques (Ma et al. 1995; Ma et al. 1998; Larrick et al. 2001; Fischer et al.
2003). Ce dernier est spécifique pour un antigéne de surface de la bactérie
responsable de la carie, Streptococcus mutans. L’application topique de cet
anticorps aide a prévenir, sur une période allant jusqu’a quatre mois, la
recolonisation par S. mutans et mene au remplacement de cet organisme
pathogene par une flore endogéne sans danger. La production de cet anticorps a
nécessité ’expression des quatre chaines polypeptidiques dans quatre plantes
différentes, lesquelles furent ensuite croisées apres deux générations pour

éventuellement obtenir tous les transgénes dans la méme lignée.

Un troisieme anticorps, contre l’antigéne carcinoembryogénique (CEA), a
également été exprimé dans les plantes (Stoger et al. 2000). Cette glycoprotéine
de surface est l’un des antigénes associés aux tumeurs les mieux caractérisés
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(Daniell et al. 2001b) et les anticorps anti-CEA sont utilisés pour l’imagerie
tumorale in vitro et la thérapie contre le cancer. Il fut démontré que le
fragment Fv a chaine unique T84.66 anti-CEA s’accumulait a de hauts niveaux
dans les feuilles et les graines de riz, les feuilles de tabac, les graines de pois et
de blé (Stoger et al. 2000; Schillberg et al. 2003).

Un autre planticorps, dirigé contre le virus de ’herpés simplex de type 2,
a quant a lui été exprimé dans des plants de soya transgéniques (Zeitlin et al.
1998; Fischer et al. 2003). Malgré qu’il n’ait pas encore été testé chez I’humain,
son application topique chez un modéle murin de la maladie a démontré pouvoir
prévenir la transmission du HSV-2. Selon la méme étude, ’activité in vitro et in
vivo de ’anticorps est par ailleurs identique a celle de ’anticorps monoclonal
témoin. Ces quatre exemples expriment clairement la faisabilité de la
production d’anticorps dans les plantes pour un usage thérapeutique chez

’humain.

2.1.2 Vaccins exprimés dans les plantes

Les antigénes microbiens ou viraux furent parmi les premiers exemples
choisis pour démontrer la faisabilité des systéemes d’expression dans les plantes
transgéniques (Daniell et al. 2001b). Plusieurs d’entre eux furent testés avec
succés en tant qu’éventuels vaccins contre une grande variété de maladies
humaines et animales telles que ’hépatite B (Kapusta et al. 1999; Richter et al.
2000) et la fievre aphteuse (Wigdorovitz et al. 1999) (tableau 3). La compagnie
Prodigene Inc. est actuellement en premiére phase d’essais cliniques pour un
vaccin comestible efficace contre la «maladie du voyageur »

(http://www.centerwatch.com). En effet, il a été démontré que la sous-unité

Lt-B de U’entérotoxine thermosensible de la bactérie E. coli pouvait induire une

réponse immune chez des volontaires humains (Tacket et al. 1998).

12



2.1.3 Produits biopharmaceutiques dans les plantes

Plusieurs protéines utilisées abondamment en laboratoire ont été
produites avec succes dans les plantes transgéniques et certaines d’entre elles
sont actuellement disponibles sur le marché. A titre d’exemple, mentionnons
’avidine, un réactif diagnostique, qui fut originalement purifiée a partir de
blancs d’oeufs, ou elle se retrouve en quantité relativement abondante. C’est
dans le but de trouver une source encore plus économique que Kusnadi et ses
collégues ont réalisé des essais avec des plants de mais transgéniques (Kusnadi et
al. 1998). L’équipe estime que cette avidine est 10 fois moins coliteuse que
celle extraite des oeufs. La molécule produite est fonctionnelle et est

présentement disponible commercialement (Sigma-Aldrich # A8706).

2.2 Les stratégies d’expression dans les plantes

Il existe actuellement deux stratégies d’expression de séquences
étrangeres dans les plantes : la transformation génétique stable et I’expression

transitoire.

2.2.1 Transformation stable

La transgenese implique ’intégration stable de génes hétérologues dans le
génome d’une plante héte. La transcription du géne intégré est assurée par la
présence d’un promoteur positionné immédiatement en amont de la région
codante. Plusieurs considérations doivent étre faites en ce qui concerne le choix
du promoteur a utiliser; il en existe une grande variété capable de réguler
différents types d’expression (Lessard et al. 2002). Cette stratégie d’expression
de genes étrangers dans les plantes est largement utilisée et offre |’avantage que

la séquence intégrée est héréditaire (Porta & Lomonossoff 2002).
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Malgré le fait que les techniques générales de transformation soient de
plus en plus maitrisées, certaines espéces majeures demeurent impossibles a
transformer (Fischer & Emans 2000). Par ailleurs, cette approche présente
d’autres inconvénients. Ainsi, les niveaux d’expression atteints sont souvent
faibles et des phénoménes indésirables, tels que le «gene silencing »
surviennent fréquemment (Porta & Lomonossoff 2002). Le « gene silencing »
peut survenir pour de nombreuses raisons, comme des intégrations multiples, la
présence de séquences homologues ou de sites de méthylation de I’ADN et la
synthese d’ARNm anti-sens, lesquels résultent en la formation de molécule d’ARN
double-brin qui ne peuvent étre traduites (Awram et al. 2002). L’expression de
I’ADN étranger varie donc selon ’endroit ou il s’est intégré dans le génome de la
plante et il est nécessaire d’évaluer un nombre élevé de plantes régénérées
différentes. L’élaboration de lignées exprimant suffisamment de protéines
recombinantes nécessite donc énormément de temps et d’énergie. Selon les
especes, de 3 a 9 mois sont requis pour qu’une plante transgénique soit
disponible (Fischer et al. 2003).

2.2.2 Expression transitoire

Avant de s’investir profondément dans le processus de transformation,
efficacité d’expression des constructions plasmidiques et L’activité des
protéines sont d’abord vérifiées par des tests en expression transitoire (Lessard
et al. 2002; Fischer et al. 2003; Schillberg et al. 2003). Les principaux problémes
sont alors identifiés puis corrigés, augmentant la probabilité de générer la bonne

plante transgénique.

L’expression transitoire dans les plantes offre plusieurs avantages par
rapport a la génération de plantes transgéniques. Le plus important est qu’en
quelques jours, le produit d’un gene d’intérét peut étre isolé et analysé pour

vérifier sa fonctionnalité et sa stabilité. Si une modification est désirée, elle
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peut tres vite étre introduite sans besoin de générer d’autres lignées de plantes

transgéniques.

2.3  Méthodes de transformation

Deux principales techniques sont généralement utilisées afin de générer
des plantes transgéniques. Le transfert de géne peut soit se faire via la bactérie
du sol phytopathogéne Agrobacterium tumefaciens, soit selon un mode de
livraison mécanique appelé biolistique. Un schéma décrivant la transformation
selon chacun de ces deux procédés est illustré dans les figures 1 et 2. Il est
important de noter que ces deux techniques peuvent également servir a la
transformation de quelques cellules seulement en vue d’une expression

transitoire.

2.3.1 Agroinfection

A. tumefaciens provoque, chez les plantes qu’elle infecte, une tumeur
connue sous le nom de gale du collet. Son pouvoir pathogéne lui est conféré par
la présence d'un grand plasmide (- 200kb) appelé Ti (Tumor inducing). Ce
plasmide porte des génes vir (pour virulence) dont les produits agissant en trans
dirigent le processus de transformation cellulaire. Lors de ’infection, une partie
de ce plasmide, appelée T-ADN (Transferred-DNA), est transférée dans la plante.
C’est UADN localisé entre les extrémités droite et gauche du T-DNA qui s’intégre
plus ou moins au hasard dans un chromosome de la plante. La bactérie assure
elle-méme l'exportation du T-DNA et son adressage vers le noyau de la cellule
végétale. Par contre, l'intégration dans le génome est prise en charge par les
enzymes responsables de la réparation de UADN de la cellule végétale hote
(http://www.tikho.com/agro/index.html; (Bevan 1984; Lessard et al. 2002)).

En pratique, puisque le plasmide Ti est trop grand pour étre manipulé

facilement, un systeme de vecteurs binaires a été créé (Bevan 1984). Un
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premier vecteur capable de se répliquer dans E.coli et dans Agrobacterium (d’ou
le terme « vecteur binaire ») porte un géne d’intérét et un marqueur de
sélection, ’ensemble bordé des extrémités droite et gauche du T-DNA. Ce
vecteur s’utilise en compagnie d’un second plasmide dérivé du plasmide Ti
duquel on a retiré les genes inducteurs de tumeurs. Les agrobactéries qui
contiennent le plasmide désarmé et le vecteur binaire peuvent étre utilisées
pour inoculer des fragments de tissu végétal (Figure 1a). La transformation est
suivie par la sélection des cellules qui ont intégré le géne d’intérét et le géne qui

procure une résistance a un antibiotique.

En vue de tests en expression transitoire, |’agroinfiltration s’effectue sur
des feuilles entiéres et I’expression des protéines étudiées peut étre détectée
trois jours apres infiltration. Les feuilles sont donc utilisées pour une production
temporaire de protéine et il n’est pas nécessaire d’avoir recours a une méthode
de sélection pour identifier les cellules transformées. Comme pour générer des
plantes transgéniques, le géne d’intérét est cloné dans un vecteur binaire mais
dont la taille peut étre réduite. Un avantage majeur de cette technique est que
plusieurs génes présents dans des populations différentes d’Agrobacterium
peuvent étre exprimés simultanément (Vaquero et al. 1999). L’assemblage de
protéines multimériques peut donc étre testé in planta bien plus rapidement
qu’avec les plantes transgéniques ou ’on doit attendre le croisement de tous les

individus exprimant un des composés du complexe.
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Figure 1 : Méthode de transformation de cellules végétales par agroinfection en
vue d’une expression stable.

Un géne d'intérét et un marqueur de sélection dans la plante sont clonés dans un vecteur binaire.
Ce dernier est transformé dans Agrobacterium tumefaciens porteur du plasmide Ti. Un bouillon
de culture est mis en présence de disques foliaires pour une co-culture de 48 heures. Ceux-ci
sont ensuite transférés sur un milieu de culture contenant un agent de sélection pour la
régénérescence des cellules transformées (cals). Les plantules transformées avec le géne
d’intérét montrent la croissance de racines et de tigelles et sont cultivées dans un milieu
adéquat pour la régénérescence d’une plante compléte.
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2.3.2 Bombardement particulaire

A. tumefaciens possede un spectre d’hote restreint et infecte
inefficacement les plantes monocotylédones. Le bombardement particulaire est
donc principalement utilisé pour transformer les cellules de ces plantes, comme
le mais et le riz. Cette méthode consiste a précipiter le matériel génétique
désiré sur des microparticules d’or ou de tungsténe. Ces billes sont ensuite
propulsées a la vitesse requise pour pénétrer dans le noyau de quelques cellules
végétales (figure 2). L’ADN y est libéré et intégré au génome de la plante de
maniére aléatoire. Il s’agit de la procédure la plus fréquemment utilisée pour
’expression transitoire (Lessard et al. 2002). Comme pour la transformation
stable générée par agroinfiltration, la livraison de UADN s’effectue sur un
fragment de tissu végétal et doit étre suivie par la sélection et la propagation

des cellules transformées afin de régénérer une plante entiére.

2.3.3 Vecteurs viraux

En plus des deux techniques de transformation mentionnées
précédemment, il existe un troisieme mode de livraison d’un gene dans les
cellules d’une plante : Uinfection avec un vecteur viral modifié. Dans ce cas,
une plante non transgénique est inoculée avec un virus recombinant qui exprime
un transgene au cours de sa réplication dans la cellule hote. Cette approche sera

plus amplement décrite dans la prochaine section.
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Particules d'or
semmemes enrobées d'ADN

Figure 2 : Méthode de transformation de cellules végétales par bombardement
particulaire en vue d’une expression stable ou transitoire.

Appareil de biolistique PDS-1000 He-system commercialisé par BIO-Rad. La pression des gaz
propulse les microbilles d’or préalablement enrobées de I'ADN a tester. Si une plante
transgénique est désirée, (1) des disques foliaires seront bombardés puis mis a régénérer. Si par
contre, des analyses en expression transitoire sont recherchées, le bombardement s’effectuera

sur une feuille de jeune plante.



3 Les phytovirus, vecteurs d’expression

La majorité des virus de plantes ont un génome constitué d’un ou
plusieurs brins d’ARN de polarité positive. Possédant généralement une gamme
d’hotes tres large et pouvant atteindre des titres extrémement élevés, il est trés
intéressant de se baser sur ces virus pour créer des vecteurs d’expression. En
clonant la séquence ADN du virus en aval d’un promoteur fort, il est possible de
produire des clones qui sont directement infectieux lorsqu’ils sont inoculés
mécaniquement ou lorsqu’ils sont introduits par agroinfiltration. L’entrée du
matériel infectieux dans une cellule est ensuite suivie par I’amplification et
’accumulation du virus, puis par sa dissémination dans la plante entiére (Figure
3). Le virus sélectionné pour jouer le role de vecteur est manipulé

génétiquement afin d’introduire une séquence étrangére dans son génome.

Chez les premiers vecteurs viraux (BMV, TMV), la séquence codant pour
une fonction non essentielle a la réplication de U’ARN, telle que celle de la
capside (CP), était remplacée par une séquence d’intérét. Malgré que ces
vecteurs pouvaient exprimer le géne étranger, ils étaient généralement
incapables de causer une infection systémique dans une plante (French et al.
1986, Takamatsu et al. 1987). Les niveaux d’expression de protéines étrangéres
étant par conséquent limités, ces systémes ont été plutét utiles pour
I’élucidation des fonctions de génes viraux (Porta & Lomonossoff 2002).
Eventuellement, les vecteurs furent construits pour exprimer un gene étranger
en plus de tous les genes viraux. De tels vecteurs ont conservé la capacité de se
propager dans un héte susceptible. Le géne additionnel est alors cloné dans le
méme cadre de lecture que le reste des génes viraux. La protéine résultante
peut soit demeurer en fusion avec une protéine virale, soit étre libérée dans la
cellule végétale. Dans ce cas, des sites de clivages protéolytiques doivent étre
ajoutés de part et d’autre de la séquence étrangére afin de générer une protéine

libre.
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Figure 3 : Cycle de réplication des virus a ARN dans une cellule végétale.

Chez les phytovirus, le génome est souvent un ARN de polarité positive. (1) L’ARN génomique,
une fois a l'intérieur de la cellule, est traduit par la machinerie cellulaire et les protéines du
complexe de réplication sont ainsi synthétisées. (2) Le complexe de réplication transcrit ’ARN
viral en brin complémentaire, qui lui sert de matrice (3) pour la synthése de plusieurs brins
positifs. (4) Ces ARN sont & nouveau traduits et une grande quantité de protéines virales en
résulte. Une seule particule virale peut ainsi fabriquer les protéines nécessaires a la confection
de milliers de virions dans une seule cellule.
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3.1 Exemples d’utilisation des vecteurs viraux

La stratégie la mieux appropriée pour ’expression d’un géne étranger via
un vecteur viral dépend de la combinaison hote/virus et du géne cible lui-méme.
Les vecteurs basés sur les virus de forme icosaédrique ont des contraintes
d’assemblage plus sévéres que ceux de forme hélicoidale. Dans ce cas, le
remplacement de géne est utilisé pour la génération de vecteurs viraux
recombinants. L’insertion de géne est désirée ou de grandes séquences codantes
ont a étre exprimées. Les fusions de génes ont, quant a elles, été créées
principalement avec le géne de la capside et sont un moyen efficace pour la
présentation de séquences peptidiques étrangéres sur la surface des particules

virales.

La production de vaccins est un exemple a [’étude pour un grand nombre
de vecteurs viraux (tableau V). La compagnie Large Scale Biology Corp. a
actuellement complété avec succés la premiére phase d’essais cliniques pour
évaluer le potentiel thérapeutique d’un systéme basé sur le virus de la mosaique
du tabac (TMV), pour la lutte contre le lymphome non-Hodgkinnien

(http://www.centerwatch.com). Dans ce cas, un vecteur TMV est utilisé pour

produire des vaccins qui expriment des molécules scFv clonées a partir
d’immunoglobulines (IgG) de surface de cellules tumorales qui sont uniques pour
chaque patient. Le but est de stimuler une réponse immune et de détruire les
cellules tumorales présentant ces IgG. Les scFv sont purifiés a partir de plantes
inoculées avec le vecteur TMV et ces protéines sont utilisées en tant que vaccin
pour le patient en rémission induite par chimiothérapie. La thérapie actuelle
fait appel a des hybridomes (anticorps monoclonaux) pour cibler ces cellules
cancéreuses et prend pratiquement une année a développer, alors que la
méthode du TMV peut étre complétée a l’intérieur de 1 & 2 mois (Scholthof et al.
2002).

Le potentiel de cette méthode de vaccination par scFv fut initialement

démontré par |’équipe de McCormick et al. (McCormick et al. 1999). En effet, ils
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ont rapporté avoir exprimé avec succés des vaccins scFv spécifiques pour
I’idiotype de l’immunoglobuline (Ig) du lymphome des cellules B murines 38C13 a
partir d’un vecteur viral basé sur le TMV. Ce fragment d’anticorps réagissait
avec un anticorps monoclonal anti-idiotypique (51C5), suggérant que le scFv
38C13 était correctement replié (McCormick et al. 1999). L’immunisation de
souris avec les scFv purifiés a produit une réponse immune anti-idiotypique
résultant en ~80% de survie chez les souris ayant recu une dose létale d’une
lignée tumorale de cellule B exprimant cette immunoglobuline (McCormick et al.
1999). Ce systeme de production rapide de vaccins personnalisés pourrait
procurer une nouvelle stratégie pour le traitement du lymphome non-
Hodgkinnien (Pogue et al. 2002).

Les vecteurs viraux ont aussi un role prometteur dans la production
commerciale de produits pharmaceutiques. Un exemple, également en phase
d’essais cliniques, est la production de la o-galactosidase A humaine pour le
traitement des patients atteints de la maladie de Fabry (Pogue et al. 1998;
Pogue et al. 2002).
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Tableau V : Protéines d’intérét médical, diagnostique ou agricultural exprimé
dans les plantes via les vecteurs viraux

Groupe

Bromovirus

Comovirus

Potex

Potyvirus

Virus

BMV

CPMV

PVX

Clywy
PPV

TEV

ZYMV

Exemples

IFN-y

Epitope gp41 du VIH-1

Epitope HR14 du rhinovirus humain

Protéine F de la membrane externe de
Pseudomonas aeruginosa

Protéine de liaison a la fibronectine
(FnBP) de Staphylococcus aureus

Epitope VP1 du virus de la fiévre
aphteuse

Epitope VP2 du virus entérique du vison
Epitope VP2 du parvovirus canin

Protéine de liaison a la fibronectibe
(FnBP) de Staphylococcus aureus

Protéines insecticides : WIN3
Peptide gp41 du VIH-1
Expression de glutamine synthase

Peptide VP2 du parvovirus canin
VP60 du Rabbit hemorrhagic disease

virus (RHDV)

Expression de ’herbicide bar dans
Arabidopsis

Interféron-o. 2
Protéines antitumorales MP30 et GAP32
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Références

(French et al. 1986; Mori et
al. 1993)

(McLain et al. 1995; Durrani
et al. 1998; Buratti et al.
1998; Cleveland et al. 2000)

(Porta et al. 1994)
(Brennan et al. 1999b)

(Brennan et al. 1999a;
Brennan et al. 1999¢)

(Usha et al. 1993)

(Dalsgaard et al. 1997)
(Langeveld et al. 2001)

(Brennan et al. 1999¢)

(Lawerence & Novak 2001)
(Marusic et al. 2001)
(Masuta et al. 2000)

(Fernandez-Fernandez et
al. 1998)

(Fernandez-Fernandez et
al. 2001)

(Whitham et al. 1999)

(Arazi et al. 2001b)

(Arazi et al. 2002)



Tableau V : Protéines d’intérét médical, diagnostique ou agricultural exprimé
dans les plantes via les vecteurs viraux (suite)

Groupe Virus Exemples Références
Tobamovirus_ TMV a-trichosanthine {(Kumagai et al. 1993)
Peptide inhibiteur d’enzyme (Hamamoto et al. 1993)

(Yusibov et al. 1997;
Modelska et al. 1998)

(Sugiyama et al. 1995;
Yusibov et al. 1997)

o-galactosidase A humaine (Pogue et al. 1998)

Peptide GP3 du virus de la rage

Peptide du VIH-1

Vaccin scFv idiotypique {McCormick et al. 1999)

Anticorps CO17-1A anti-GA337-2

(antigéne associé au cancer colorectal) (Verch et al. 1998)
VP1 du virus de la fiévre aphteuse (Wigdorovitz et al. 1999)

Epitope hemagglutinine du virus de (Sugiyama et al. 1995)

Influenza

Peptide du parasite de la Malaria (Turpen et al. 1995)

Peptide du virus de I’hépatite murin (Koo et al. 1999)

Peptide ZP3 du zona murin (Fitchen et al. 1995)

Peptide du virus de I’hépatite C (Nemchinov et al. 2000)
Tombusvirus TBSV  Peptide gp120 du VIH-1 (Joelson et al. 1997)

Abreviations : BMV (Brome mosaic virus), CLYVV (Clover yellow vein virus), CPMV (Cowpea mosaic
virus), PPV (Plum pox virus), PVX (Potato virus X), TEV (Tobacco etch virus), TMV (Tobacco
mosaic virus), TBSV (Tomato bushy stunt virus), ZYMV (Zucchini yellow mosaic virus).

Adapté de (Beauchemin 2003) et des articles de (Giddings et al. 2000) et (Pogue et al. 2002).
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3.2 Les potyvirus

Le tableau V présente une grande diversité de vecteurs basés sur les
potyvirus. Compte tenu de ’expertise de notre laboratoire pour un membre de
cette famille, le virus de la mosaique du navet (TuMV), nous présenterons plus en

détail cette famille de virus.

3.2.1 Organisation génomique et stratégie d’expression des potyvirus

Les potyvirus font parties de la superfamille des Picornaviridae. Leurs
virions ont l’aspect de longues particules flexibles et filamenteuses, formées par
2000 copies de protéine de capside qui enferment un ARN monocaténaire de
polarité positive d’environ 10 kb. L’extrémité 5’ de leur génome est liée de
manieére covalente a la protéine virale VPg alors que l’extrémité 3’ est
polyadénylée (Riechmann et al. 1992). L’organisation génomique des potyvirus
est illustrée a la figure 4. Comme pour les picornavirus et les comovirus, le
génome des potyvirus contient un seul cadre de lecture (ORF) qui est traduit en
une grande polyprotéine précurseur d’environ 350 kDa. La polyprotéine est
ensuite co- et post-traductionnellement hydrolysée par trois protéinases virales
en dix protéines (Figure 4) (Dougherty et al. 1988). L’ordre de ces protéines de
'extrémité amino-terminale vers Uextrémité carboxy-terminale de la
polyprotéine est le suivant : la premiére protéine (P1, protéinase), la protéine
HC-Pro (helper component/protéinase), la troisieme protéine (P3), un peptide de
6 kDa (6K1), la protéine d’inclusion cylindrique (Cl; hélicase), un second peptide
de 6 kDa (6K2), la protéine d’inclusion nucléaire a (Nla; VPg et une protéinase),
la protéine d’inclusion nucléaire b (NIb; ’ARN polymérase ARN dépendante) et la

protéine de la capside (CP).

Une caractéristique importante des potyvirus est la présence d’une région
non traduite (UTR) a U’extrémité 5’ du génome. Sa longueur varie selon les

groupes de potyvirus et atteint 130 nucléotides chez le TuMV. Cette région est

26



riche en résidus adénine et ne possede que quelques résidus guanine.
L’alignement des régions 5’UTR de plusieurs potyvirus révéle des séquences
conservées, ce qui suggere qu’elles pourraient jouer un réle important dans
I’encapsidation virale et/ou la réplication (Riechmann et al. 1992). La région
3’UTR de différents potyvirus fut décrite comme étant hétérogéne en taille, en
séquence et en structure secondaire (Turpen 1989). Par contre, une
caractéristique commune est la présence de segments riches en AU et le fait que
chaque séquence ait la possibilité de former une structure secondaire stable
(Turpen 1989). Les queues poly (A) des ARN sont, quant a elles, trés variées en

longueur.
AUG UGA
5'VPg @ m Poly(A),
L |
A)
B)

Figure 4 : Organisation génomique et stratégie d’expression des potyvirus.

L’ARN de polarité positive est traduite en une seule polyprotéine. Celle-ci s’auto-hydrolyse via
les domaines protéinasiques compris dans les protéines P1, HC-Pro et Nla (VPg-Pro) pour produire
les protéines virales matures. En A) sont représentés les clivages qui s’effectuent co-
traductionnellement et en B), ceux réalisés post-traductionnellement. Les sites de clivage des
différentes protéinases sont indiqués par des fléches.
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3.2.2 Fonctions des protéines potyvirales

3.2.2.1 La premiere protéine (P1) (~40.03 kDa)

La protéine P1 possede une activité protéasique de type sérine qui
catalyse le clivage entre elle-méme et la protéinase HC-Pro (Verchot et al. 1991)
(Figure 4). Son extrémité carboxy-terminale de 147 résidus d’acides aminés
constitue la protéinase fonctionnelle compléte alors que les 157 résidus de
Uextrémité N-terminale n’interviennent pas dans l’activité protéinase. La
protéine P1 se lie de maniére non-spécifique a UARN (Soumounou & Laliberte
1994), ce qui laisse sous-entendre qu’elle pourrait étre impliquée dans le
transport systémique du virus dans la plante. La délétion de 'entiére séquence
codante de P1 n’a seulement que des effets mineurs sur les déplacements de
mutants TEV, mais réduit néanmoins considérablement les niveaux
d’amplification génomique (Verchot & Carrington 1995). La fonction de P1 serait

donc plutét reliée a la réplication virale.

3.2.2.2 La protéine HC-Pro (~51.67 kDa)

HC-Pro est une protéine multifonctionnelle dont les régions amino- et
carboxy- terminales sont impliquées dans la transmission des virions par les
pucerons et le mouvement cellule a cellule dans la plante (Rojas et al. 1997;
Peng et al. 1998; Blanc et al. 1998; Urcuqui-Inchima et al. 2001). La principale
caractéristique de son domaine carboxy-terminal est une activité protéinase de
type cystéine qui catalyse le clivage entre HC-Pro et la protéine P3 (Kasschau &
Carrington 1995; Maia et al. 1996). En ce qui concerne la région centrale de la
protéine, elle semble participer a I’amplification génomique et le mouvement
systémique du virus (Cronin et al. 1995; Kasschau et al. 1997). HC-Pro
fonctionne également en tant que suppresseur du mécanisme naturel de
résistance virale qui limite [’accumulation d’ARN dans les plantes (Kasschau &
Carrington 1998).
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3.2.2.3 Les protéines P3(~40.32 kDa), 6K1(~5.93 kDa) et 6K2(~6.00 kDa)

La troisieme protéine est la moins bien caractérisée et la moins conservée
des protéines potyvirales. Chez le TEV, elle est retrouvée associée a la protéine
Nla dans le noyau cellulaire, suggérant qu’elle soit impliquée dans les premiéres
étapes de la réplication virale. Dans le cas du TVMV (Tobacco Vein Mottling
Virus), sa participation a ’amplification génomique semble plutét liée a son
interaction avec I’hélicase dans le cytoplasme (Urcuqui-Inchima et al. 2001). Les
deux petites protéines 6K1 et 6K2 coexistent dans les corps d’inclusion nucléaires
avec Nla et NIb, suggérant qu’elles joueraient elles aussi un rdle dans la
réplication de ’ARN. Possédant un domaine hydrophobique central flanqué de
résidus chargés, 6K2 est une protéine intégrale des membranes dérivées du
réticulum endoplasmique (RE) (Schaad et al. 1997). Ainsi, en interagissant avec
la VPg-Pro, elle permet l’ancrage du complexe de réplication (Urcuqui-Inchima
et al. 2001).

3.2.2.4 La protéine d’inclusion cylindrique (Cl)(~71.78 kDa)

Comme principale caractéristique, la protéine Cl posséde une activité
ATPase et un motif de liaison nucléotidique typique des hélicases lui permettant
de dérouler les duplexes ARN au moment de la réplication virale. La protéine Cl
s’accumule dans le cytoplasme en structures coniques associées a I’ARN viral
encapsidé ou a des complexes ARN-protéines. Ces structures contribueraient au
mouvement cellule a cellule en facilitant le passage a travers les plasmodesmes

(Carrington et al., 1998); (Urcuqui-Inchima et al., 2001).

3.2.2.5 La protéine Nla (VPg-Pro)(~49.21 kDa)

Nommée ainsi parce que retrouvée dans le noyau cellulaire souvent sous
forme de corps d’inclusion nucléaire, elle est composée de deux domaines : le
domaine VPg a son extrémité amino-terminale et le domaine Pro (protéinase) a
son extrémité carboxy-terminale (Urcuqui-Inchima et al. 2001). La VPg-Pro est

responsable de la maturation des deux-tiers de la polyprotéine, dont son propre
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autoclivage générant les sous-produits VPg et Pro (Laliberte et al. 1992; Urcuqui-
Inchima et al. 2001) (Figure 4). Ce processus est controlé par la vitesse
d’hydrolyse qui differe selon le site de clivage afin d’obtenir des produits

intermédiaires et matures possédant chacun des fonctions distinctes.

L’extrémité 5’ des ARN potyviraux ne posséde pas de coiffe telle que celle
des ARNm eucaryotiques. Aussi, la protéine VPg est attachée a cette extrémité
de leur génome. Elle y sert d’amorce pour la synthése de I’ARN viral et joue un
role prédominant dans sa traduction (Wittmann et al. 1997; Leonard et al. 2000).
Elle lie en effet la protéine de liaison a la coiffe des ARNm cellulaires elF(iso)4E
pour former le complexe de traduction et ainsi initier la synthése de la
polyprotéine. En contrélant la machinerie cellulaire, cette interaction
permettrait de déjouer les mécanismes de défense de la plante héte en limitant

la synthése de ses protéines.

3.2.2.6 La réplicase NIb (Pol)(~59.62 kDa)

La NIb est la polymérase des potyvirus. Elle est responsable de la
réplication des molécules d’ARN viral de polarité positive et négative. Sa
principale caractéristique est la présence du motif conservé glycine-aspartate-
aspartate (GDD), signature des ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp)
(Urcuqui-Inchima et al. 2001). Il fut démontré qu’elle interagit avec les
domaines VPg et Pro de Nla de méme qu’avec la protéine de liaison a la queue
de poly(a) de la cellule héte (PABP) (Urcuqui-Inchima et al. 2001). La traduction

et la réplication semblent donc des étapes fortement liées.

Malgré qu’elle soit requise dans le cytoplasme ou dans les complexes de
réplication associés aux membranes durant la synthése de U’ARN, la NIb se
retrouve chez un bon nombre de potyvirus co-localisée avec la Nla dans des corps
d’inclusion nucléaire. Leur fonction dans le noyau demeure inconnue (Urcuqui-
Inchima et al. 2001).
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3.2.2.7 La capside(~32.74 kDa)

Les régions centrale et carboxy-terminale de la capside (CP) sont
hautement conservées et impliquées dans ’encapsidation des ARN viraux. La
région amino-terminale, présentée a la surface des virions, est trés variable et
jouerait un réle important dans les déplacements systémiques du virus (Dolja et
al. 1994). De plus, le motif conservé DAG localisé a cette extrémité de la
protéine et le motif PTK de la protéine HC-Pro semblent impliqués dans un
interaction nécessaire a la transmission par les pucerons (Atreya et al. 1995;
Blanc et al. 1997; Lopez-Moya & Pirone 1998). Par ailleurs, les résultats des
travaux de Rojas et al. démontrent que ces deux protéines peuvent également
augmenter la limite d’exclusion de taille des plasmodesmes et ainsi faciliter le
mouvement de cellule en cellule des ARN viraux (Rojas et al. 1997). Finalement,
il fut suggéré que la séquence codant pour la CP posséde des séquences agissant
en cis capable de stimuler U’amplification génomique (Mahajan et al. 1996;
Haldeman-Cahill et al. 1998).

N-terminal « Core » C-terminal
Surface exposée Surface exposée
> Transmission >Assemblage >Mouvement sur
par les pucerons longue distance
=Mouvement sur =>Mouvement
longue distance cellule a cellute

Figure 5 : Représentation schématique des fonctions connues de la capside

Schéma illustrant la séquence codant pour la capside du TuMV et des fonctions associées aux trois
principales régions.
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3.2.3 Les potyvirus comme vecteurs viraux

Une caractéristique importante des vecteurs viraux exprimant leur
génome sous la forme d’une polyprotéine est que toutes les protéines, incluant
la protéine étrangére, sont synthétisées en quantité équimolaire. Les
différences dans les niveaux d’accumulation dépendra exclusivement de leur
stabilité dans la plante infectée (Fernandez-Fernandez et al. 2001). De plus,
compte tenu de la forme filamenteuse hélicoidale des potyvirus, il serait
virtuellement possible d’introduire plus d’un géne étranger dans la méme
construction. Deux sites d’insertion ont individuellement été testés chez
différents potyvirus, un premier entre les protéines P1 et HC-Pro (Dolja et al.
1992) et un second entre les protéines NIb et CP (Fernandez-Fernandez et al.
2001). Par ailleurs, il fut démontré que ces virus ont la capacité de déjouer les
controles de défenses antivirales de U’hdte (Kasschau & Carrington 1998; Li &
Ding 2001), leur permettant d’atteindre des niveaux d’expression trés élevés.
Finalement, notre laboratoire a démontré que ARN du TuMV pourrait avoir un
avantage traductionnel sur les ARNm cellulaires via une interaction entre la VPg

et le facteur de traduction eiF(iso)4E (Leonard et al. 2000).

Le premier exemple d’un potyvirus manipulé avec succés fut l’insertion de
la séquence GUS entre P1 et HC-Pro du TEV (Dolja et al. 1992). L’action des
deux protéinases de part et d’autre de GUS ont assuré qu’une protéine GUS-HC-
Pro en fusion puisse étre libérée de la polyprotéine. Le virus était capable de se
déplacer systématiquement dans les plantes et de s’accumuler a des niveaux
comparables au type sauvage. Les TEV marqué avec GUS ont montré étre trés
utiles dans le suivi des mouvements viraux a U'intérieur d’une plante (Mahajan et
al. 1998). Depuis, d’autres potyvirus ont été testés afin de développer des
vecteurs capable d’infecter des espéces de plantes vivaces (Guo et al. 1998), des
légumes (Masuta et al. 2000) et des céréales (Choi et al. 2000).
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3.3 Avantages des vecteurs viraux

Un des attraits des vecteurs viraux est que les virus de plantes
(phytovirus) se multiplient dans les cellules infectées. N’importe quel géne
étranger incorporé dans le génome viral est donc amplifié de maniére
concomitante. Les trés hauts niveaux d’expression atteints ne sont alors que trés
rarement comparables a ceux rencontrés par les transgénes sous le contrdle de
promoteurs constitutifs ou inductibles (Pogue et al. 2002; Porta & Lomonossoff
2002).

De plus, les phytovirus se répliquent dans le cytoplasme au cours d’une
infection. Les ARN issus de la réplication virale sont par la suite pris en charge
par la machinerie de traduction cellulaire et sujets aux mémes modifications
post-traductionnelles que les ARNm cellulaires. Puisque leur génome n’est pas
intégré a celui de la plante susceptible, il n’y a pas d’effets de positionnement
pouvant influencer les niveaux d’expression (Koprowski & Yusibov 2001; Awram
et al. 2002).

Finalement, compte tenu du large spectre d’hote de la plupart des
phytovirus, un méme vecteur peut permettre 'expression d’un géne d’intérét
dans différentes espéces de plantes sans besoin de modifier la construction
initiale (Koprowski & Yusibov 2001).

Néanmoins, le bénéfice le plus important suivant ’utilisation des vecteurs
viraux est qu’ils représentent une procédure d’essai trés rapide sur le matériel a
’étude. De grandes quantités de protéines étrangéres peuvent étre isolées en
Uespace d’une a deux semaines aprés l’inoculation des plantes. Si une
modification est désirée, elle peut étre rapidement introduite dans le virus sans
le besoin de générer de nouvelles plantes transgéniques (Scholthof et al. 2002).
Les hauts niveaux d’expression du géne introduit et la rapidité d’accumulation
des produits appropriés font alors des phytovirus de trés bons vecteurs pour

’expression transitoire (Fischer & Emans 2000).
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3.4 Désavantages des vecteurs viraux

L'inconvénient majeur associé a l’utilisation des vecteurs viraux est
l'instabilité génétique. Les mutations spontanées dans les séquences non virales
représentent un probléme potentiel pour la production de vecteurs viraux. Un
vecteur générant des produits de séquences non homogeénes rendrait ces produits

de moins grande valeur thérapeutique.

Les ARN polymérases ARN dépendantes ne possédent pas d’activité
exonucléasique susceptible de corriger les erreurs de synthése. Aussi, les
vecteurs d’expression dérivés du génome de virus a ARN sont trés sujets a ce
type de modification. Du point de vue du virus, des avantages sélectifs sont
rarement gagneés par mutation ponctuelle, néanmoins un avantage significatif est
retrouvé dans l’élimination de séquences non essentielles. En effet, la réduction
de taille procure un net avantage cinétique pour la réplication ainsi qu’un

avantage pour le mouvement systémique (Pogue et al. 2002).

La délétion de génes hétérologues insérés parmi les séquences virales fut
décrite pour plusieurs vecteurs viraux (Donson et al. 1991; Chapman et al. 1992;
Dolja et al. 1993; Guo et al. 1998; Choi et al. 2000; German-Retana et al. 2000;
Fernandez-Fernandez et al. 2001; Arazi et al. 2001a). Le mécanisme responsable
de instabilité génétique des inserts demeure toutefois mal compris. Dolja et
ses collégues ont proposé un phénomeéne de recombinaison non-homologue selon
lequel 'ARN polymérase aurait tendance a changer spontanément de matrice
durant la réplication (Dolja et al. 1993) (Figure 6). Aucune structure secondaire
susceptible d’expliquer ce type de réarrangement n’a pu étre identifiée. De
plus, 'analyse des séquences démontre généralement une distribution aléatoire
des points de délétion entre les différents mutants générés (Guo et al. 1998). La
dissociation et la réassociation de I’ARN polymérase semblent donc s’effectuer
au hasard. Les recombinants viables ou avantagés seraient ceux qui auraient
perdu seulement des éléments non essentiels pour la réplication et le

mouvement.
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Un second désavantage relié a 'usage de virus recombinants est qu’ils
engendrent habituellement des pertes significatives au niveau des récoltes. De
plus, l'induction de symptémes séveres dans les plantes peut étre un aspect
négatif des vecteurs viraux puisque la réponse de la plante héte peut affecter le
rendement, la stabilité ou l’activité de la protéine étrangére (Scholthof et al.
2002). Dans ce contexte, une avenue qui commence a peine a étre explorée est
le développement de souches virales atténuées qui ont de faibles impacts sur la

santé des plantes (Arazi et al. 2001b).

L’instabilité génétique et la virulence des vecteurs viraux limite donc leur

usage et des solutions doivent étre trouvées pour minimiser ce probléme.

Figure 6 : Schématisation de ’instabilité génétique d’un géne étranger.

Au cours de la réplication, I’ARN polymérase aurait tendance a changer spontanément de matrice
lors de la synthése du brin négatif. Ceci ménerait & la délétion progressive et aléatoire des
séquences non-essentielles a la survie du virus.
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4 Hypothése

4.1 Développement d’un réplicon viral inductible

L’expression directe de protéines recombinantes dans les plantes
transgéniques ne satisfait pas toujours les besoins en hauts niveaux de
production. La rapidité avec laquelle cette forte concentration de protéines
d’intérét doit étre atteinte est une variable critique pour la viabilité économique
de cette approche. Une alternative plus efficace a lutilisation de plantes
transgéniques pour la production de protéines ou peptides de hautes valeurs fut
envisagée via l’utilisation des vecteurs viraux. Néanmoins, les génes étrangers
sont instables dans le temps lorsqu’ils sont incorporés au génome de virus

recombinant.

Nous croyons qu’une source stable de transcrits permettrait de conserver
Uinsert dans un maximum de copies virales. Notre hypothése de travail est la
suivante (Figure 7) : en combinant le pouvoir réplicatif des virus, l’intégration
stable d’un transgene et le contrdle d’un promoteur inductible, il serait possible
de déjouer l’instabilité génétique des vecteurs viraux et d’amplifier de maniére
significative la quantité de protéine estimée disponible au moment de la récolte.
Nous proposons donc de créer des plantes de tabac transgéniques pour une copie
ADNc d’un TuMV modifié et porteur de génes d’intérét. L’expression controlée
dans le temps de ce réplicon viral permettra la croissance des plantes jusqu’au

stade requis pour atteindre les niveaux d’expression visés.

Notre équipe a d’abord élaboré avec succés un systéme d’induction basé
sur le promoteur Top10 (Prop10) inductible au dexaméthasone (Beauchemin,
2003). L’étape suivante consiste alors a étudier les possibilités d’insertion de

genes étrangers dans le génome du TuMV.
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Figure 7 : Hypothése de travail
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5 Objectifs de travail

5.1 Insertion de génes étrangers

Les deux sites d’insertion rencontrés dans la littérature seront testés sur
notre modéle viral. Ainsi, le géne codant pour la GFP ou GUS ont déja été
incorporés entre les protéines P1 et HC-Pro (Beauchemin 2003). L’étape suivante
sera d’introduire ces mémes genes entre les cistrons codant pour les protéines
Pol et CP. Ces génes permettront facilement de suivre Uinfection virale, tout en
vérifiant la possibilité d’ajouter des génes d’intérét au génome du TuMV. Afin
que la protéine étrangére soit libérée de la polyprotéine, sa séquence sera
insérée suivant celle codant pour le site de clivage d’une protéinase virale. De
plus, un site de clivage VPg-Pro artificiel sera créé a 'extrémité 3’ de sa propre

séquence.

Si ’ajout de ces séquences étrangéres au génome viral ne nuit pas a sa
réplication, une insertion double sera tentée. Ceci permettrait la production de

protéine a multiples sous-unités telles que les immunoglobulines.

5.2  Elaboration d’une nouvelle stratégie d’insertion

Les protéinases virales identifient un site de clivage compris dans une
polyprotéine en reconnaissant une séquence qui compte habituellement entre
cing et sept acides aminés. L’hydrolyse du lien peptidique au site reconnu divise
cette séquence entre les deux extrémités des protéines séparées. Selon la
protéinase et le site de clivage, entre un et six acides aminés peuvent ainsi étre
additionnés a 'extrémité d’une protéine. Des efforts seront donc consacrés a la
recherche d’un troisiéme site d’insertion qui permettrait de produire une
protéine étrangere dont l'extrémité carboxy-terminal serait identique a celle de

la protéine originale.
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Chapitre 2

Matériel et Méthodes

1 Souches bactériennes

Escherichia coli

XLI-Blue : supE44/ hsdR17/ recA1/ endA1/ gyrA46/ thi-1/ relA1/
lac [F'/ proAB” / lacl? / lacZ A M15 :: Tn10(tet?)]

DH5q. : supE44/ AlacU169 (lacZ A M15)/ hsdR17/ recA1/ endA1/
gyrA96/thi-1/ relA1

Agrobacterium tumefaciens

GV3101 : Rif*/ plasmide Ti pCH32 (Tet?)

2 Milieux de culture

Le milieu qui fut employé pour la culture des souches d’Escherichia coli et
d’Agrobacterium tumefaciens est celui élaboré par Luria-Bertani (LB). Composé
de 1% tryptone, 0.5% extrait de levure et de 1% NaCl lorsqu’utilisé en culture
liquide, on y ajoute 1.5% agar pour une utilisation solide. Dans les deux cas, le
PH est ajusté a 7.0 a 'aide de NaOH 5N. Ce milieu fut additionné d’un ou
plusieurs des 4 antibiotiques suivants pour la sélection des clones positifs, soit;
l’ampicilline (100ug/mL), la kanamycine (50pg/mL), la rifampicine (50pg/mL) et
la tétracycline (2pg/mL).



La température de croissance de E. coli fut établie selon que le plasmide
porté contenait ’ADNc du virus en entier (30°C) ou tronqué (37°C). En ce qui

concerne la croissance d’A. tumefaciens, elle fut réalisée a 28°C.

La culture in vitro des plants de Nicotiana benthamiana fut réalisée sur
milieu minimal Murashige et Skoog (MS) avec des vitamines du milieu de Gamborg
(SIGMA M0404, lot. 111K2301). Composé de 20.6mM NH,NO;,100uM H3BO3;, 3mM
CaCl, 105nM CoCl,-6HLO, 100nM CuSO4-5H,0, 1uM Nap-EDTA, 100uM FeS0,4-7H,0,
1.5mM MgS04, 100pM MnSO4-H,0, 1uM Na;Mo0,-2H,0, 5uM Ki, 18.8mM KNOs,
1.25mM KH;PO4, 30pM ZnSO47H,0, 100mg/L myo-Inositol, 1.0 mg/L acide
nicotinique, 1.0 mg/L pyridoxine-HCL et de 10.0mg/L thiamine-HCL, ce dernier
fut supplémenté par 3% sucrose et 0.7% phytoagar. Le pH fut ajusté a 5.8 a
[’aide de NaOH 5N.

Le milieu qui servit a ’agroinfiltration fut constitué a partir de milieux LB
supplémentés des antibiotiques appropriés, de 10mM MES pH6.3 et de 20pM

d’acétosyringone.

3 Vecteurs de clonage

3.1 Le plasmide pBin m-gfp5-ER

Fourni par le laboratoire du Dr. Armand Séguin du Centre de Foresterie
des Laurentides, ce plasmide est porteur du gene de résistance a la kanamycine.
Il est dérivé du vecteur binaire pBI121 ou le géne uidA fut remplacé par le géne
modifié de la protéine a fluorescence verte, m-gfp5-ER ((Siemering et al. 1996),
GenBanK U87974). Le plasmide comprend un site de liaison aux ribosomes
procaryotiques (RBS) de méme qu’une séquence d’initiation de la traduction

chez la plante (TICS) en amont du gene m-gfp5-ER.
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3.2 Le plasmide pBIl221

Le fragment Hindlll-EcoRI porteur du promoteur CaMV 35S, du géne uidA
d’E.coli et du terminateur de la nopaline synthétase (tnos) fut digéré du vecteur
binaire pBI121 et cloné dans le vecteur pUC19 (Chen et al. 2003). La sélection se
fait par Uemploi de U'ampicilline. La séquence du vecteur d’expression
transitoire pBI221 fut déposée dans la banque GenBank et porte le numéro
AF502128. Gracieuseté de la compagnie Médicago, ce vecteur fut commercialisé

par BD Bioscience Clontech.

3.3 Les plasmides pSK-C5.1 kappa et pSK-C5.1 eamma

Ces plasmides furent mis a notre disposition par la compagnie Médicago
(souches no.1201 et 1202). La séquence codant pour les chaines légére et lourde
de U'anticorps C5.1 fut indépendamment clonée dans le site EcoRl du vecteur

pBlueScript SK- commercialisé par Stratagene.

3.4 Le plasmide pCR"4Blunt TOPQ®

Utilisé pour faciliter le clonage de certains produits PCR, ce vecteur est
commercialisé par la compagnie Invitrogen. La particularité de ce vecteur est
’enzyme topoisomérase | qui joue a la fois le role d’enzyme de restriction et de
ligase. Le vecteur est vendu sous forme linéarisée avec l’enzyme liée de
maniere covalente a chacune de ses extrémités 3’. La ligation des séquences
ADN ayant des extrémités compatibles se fait alors rapidement et génére un

produit prét pour la transformation dans E. coli..
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3.5 Systéme de vecteur binaire (pGreenll 0000/pSoup)

pGreenll0000 (Figure 8A) est un vecteur Ti binaire ayant un site multiple
de clonage basé sur le vecteur pBlueScript. La région du T-DNA est flanquée par
deux sites Bglll et permet la sélection bleu-blanc via la complémentation LacZ.
L’origine de réplication ori-pSa provient du fragment SaulllA du plasmide
pGV1122 (ATTC 37171). Elle doit étre complémentée en trans par le géne de la
réplicase correspondante (RepA) situé sur un second plasmide, pSoup (Figure 8B).
La co-transformation du plasmide pSoup est donc nécessaire a la réplication du
vecteur pGreenll0000 dans Agrobacterium. Le géne Nptl, provenant du plasmide
PACYC 177, procure une résistance a la kanamycine et est utilisé pour la
sélection aprés transformation dans E.coli ou dans A. tumefaciens.

A) B)
BspHI (3031)

Sach (880) Al (6003)—" 3

BspHl 2070) ~ g R St (1292)

Figure 8 : Le vecteur pGreenll0000 (A) et le plasmide pSoup (B)

42



4 Constructions de départ

4.1 p35TuNos

L’ADN complémentaire (ADNc) de I’ARN viral de U’isolat britannique (UK)
du TuMV (GenBank AF169561) a été obtenu de ’équipe du Dr Fernando Ponz en
Espagne (Sanchez et al. 1998). Cet ADNc a été cloné en aval du promoteur CaMV
355 dans le vecteur pUC12. Une queue poly A suivie du terminateur de la
nopaline synthétase (tnos) ont été ajoutés a l’extrémité 3’ de ’ADNc. Baptisé
p35TuNos (Figure 9), le vecteur résultant a une taille approximative de 13 kb et
possede le gene de résistance a l’ampicilline pour la sélection dans E. coli.

p35TuNos
13255 bps

BamH!

Figure 9 : Carte de restriction des constructions de départ p35TuNos et
p35TuNos-Sacll
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4.1.1 p35TuNos-Sacll, p35TuNos-N-GFP et p35TuNos-N-GUS

Ces constructions furent réalisées par Chantal Beauchemin au cours de ses
travaux de maitrise (Beauchemin 2003). Le site de restriction Sacll fut ajouté au
plasmide p35TuNos par mutagenése dirigée (Figure 10) afin de permettre
Iinsertion des genes gfp et uidA entre ceux codant pour les protéines P1 et HC-
Pro (Figure 10).

4.1.2  pSK-Clal/VNN

Cette construction fut réalisée par Simon Léonard lors de ses travaux de
doctorat. Le fragment Clal de 3695pb du plasmide p35TuNos fut cloné dans le
vecteur pBluescript SK+. Par mutagenése dirigée, le motif conservé Gly-Asp-Asp
(GDD) fut changé pour Val-Asn-Asn (VNN). Les nucléotides furent modifiés de
maniére a créer un site Hpal au niveau de la mutation (Figure 10). Ces

substitutions ont pour résultat d’inactiver la polymérase (Li & Carrington 1995).



p35TuNos-Sacll ' p35TuNos-N-GFP
13255 bps 13999 bps

‘EcoR!
BamHi

‘BamH!

_.BamHI

VPg

p35TuNos-N-GUS
15091 bps

pSK

pSK-Clal/VNN
6656 bps

NgoMIV “uMotif VNN
'Pol

Clal Kpnl
I al !

lal e

Hpal :

EgoRI

BamHI' ‘EcoR

Figure 10 : Carte des restriction des constructions de départ p35TuNos-Sacll,
p35TuNos-N-GFP, p35TuNos-N-GUS et pSK-Cla/VNN
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5 Procédures de clonage

5.1  Amplification de fragments d’ADN par la technique des réactions de

polymérase en chaines

Selon les besoins encourus, deux polymérases furent utilisées. La
premiére, Pwo (Roche catalogue #1644955), est une ADN polymérase de haute
fidélité qui possede une activité 3'-5' exonucléase (aussi connue sous le nom de
« proofreading activity ») sans activité 5-3' exonucléase détectable. Les produits
PCR générés par cette enzyme ont des extrémités franches. Ses propriétés en
font une candidate de choix pour l’amplification de fragments d’ADN destinés au
sous-clonage ou pour une utilisation en mutagénése dirigée. Pour chaque
réaction, 2.5 U furent employées en présence d’une dilution 1X de son tampon
10X (100mM Tris-HCL pH 8.85, 250mM KCl, 50mM (NH.);SO, et 20mM MgSO.). La
seconde polymérase, Taq (Biogene catalogue #D1000Y), en est une ne possédant
aucune activité de correction et fut donc plutét utilisée en situation d’analyse.
Ainsi, 2.5 U furent utilisées pour chaque amplification en présence de son
tampon 10X (750mM Tris-HCL pH 8.8, 200mM (NH,4);504, et 0.1% v/v Tween 20) et
de 100mM de MgCl,.

Les réactions furent réalisées dans un volume total de 50pl contenant,
50pmol de chaque amorce, 50ng de matrice et 200uM de dNTPs. Les cycles
étaient constitués d’une suite d’incubations successives de 30 sec. a 95°C
correspondant a ’étape de dénaturation, de 30 sec. a ~ 5°C sous la plus basse
Tm des amorces a utiliser pour leur hybridation et de n sec. & 72°C pour
I’élongation. La température d’hybridation d’une amorce est donnée par la
relation suivante : Ta = 69.3 + 0.41(%GC) - (650 / taille). Le temps d’élongation
(n) fut déterminé en utilisant un temps moyen de 45 sec (Pwo) et de 2 min. (Taq)
pour amplifier un fragment de 1kb. Dans le cas d'amplification de fragment

d’ADN de grande taille, l'utilisation de DMSO a une concentration de 6% a permis
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de minimiser les structures secondaires et ainsi d'optimiser la PCR. Les amorces

utilisées sont décrites dans les tableaux VI et ViIl.

Les produits PCR furent ensuite soit clonés directement dans le vecteur
PCR4Blunt TOPO, soit digérés en vue d’un sous-clonage dans le vecteur approprié
ou encore, analysés sur gel. La propagation des diverses constructions réalisées
s’est effectuée dans différentes souches de E.coli qui furent transformées soit

par électroporation, soit par choc thermique.

5.2 Mutagénése dirigée par PCR

Quatre amorces (tableaux VI et VIl) et trois PCR furent utilisés pour
réaliser chacune des mutations de ’ADNc du TuMV. La technique de mutagenése
de sites spécifiques par extension des chevauchements utilisée fut celle décrite
au protocole 6 du 13° chapitre du livre de référence Molecular Cloning (Sambrook
et al. 1989). Une paire d’amorces fut utilisée pour amplifier I’ADN contenant le
site de mutation et un bout de séquence en amont. La seconde paire d’amorces
fut employée dans une autre PCR pour amplifier ’ADN contenant le site de
mutation et un bout de séquence en aval. La mutation désirée fut localisée dans
la région du chevauchement et ainsi, dans chacun des fragments amplifiés. Les
fragments chevauchants furent ensuite mélangés, dénaturés et hybridés pour
générer des hétéroduplexes servant de matrice pour [’élongation et, dans une
troisieme PCR, amplifiés en un ADN pleine longueur utilisant deux amorces se
liant aux extrémités des deux fragments initiaux. La polymérase sélectionnée
pour réaliser ces expériences fut la Pwo et les conditions décrites dans la section

précédente furent rencontrées.
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Tableau VI : Amorces utilisées pour ’insertion des génes étrangers

Nom de Séquence
(’amorce* 5 >3

JFPol NgoMiv TT TAT CAC CAG GCC GGC GAA ACG CTT G

Utilite Matrice

Création du site de

restriction NgoMIV p35Tunos FTpUC18 Rp AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG

entre les génes Pol  ASacl

ot CP dis TuMV FTCP NgoMIV  C AAG CGT TTC GCC GGC CTG GTG ATA AA
IFnlICAR 1in CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA (G

Ajout du site de . JFGFP NgoMIv TTA TCC TCG GCC GGC TTC AGT AAAG

restriction r{goMIV P}3"5‘ ?R ATG GTATAC GCA

de pgrt et d’autre sip FTGFP NgoMIV TTT TTT GCC GGC TTG ATG GTA TAC GC

du géne gfp TGC TTT GTA TAG TTC ATC CAT GC

Ajout du site de JFGUS NgoMIV C ATC ATA GCC GGC ATG TTA CGT CCT GTA

restriction NgoMVI pBI221 GA

de part et d’autre

du géne uidA FTGUS NgoMv o T CeCBoe TIe e STA TAC GCA

Ajout du site de JFC5.1 o Sacll TT ATC CTC CGC GGG AAT GGT TTT CAC ACC

restriction Sacll de TCAG

part et drautre du P11 C CTC CGC GGC TGC CTG GTG ATA GAC ACA

géne kappa FTC5.1 @ Sacll AGE ACA CTC ATT CCT GTT GAA GCT CTT GA

Ajout du site de JFC5.1 © NgoMIV G AAT ATT GCC GGC ATG GCT TGG GTG TGG

restriction NgoMVI ACCTTG

de part et d'autre  PC>1° G AAT ATT GCC GGC TTG ATG GTA TAC GCA

du géne gamma FTC5.1 0 NgOMIV 1 117 ACC Ak AGA TG GOA

* Les amorces « sens » commencent par JF et les amorces « antisens » commencent par FT.
Les sites de restrictions sont soulignés
La séquence de reconnaissance du site de clivage de la VPg-Pro est identifiée en gras
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Tableau VIi :

Utilité

Premiére paire
d’amorces pour la
création des
délétions

Seconde paire
d’amorces pour la
création des
délétions

Amorces utilisées pour créer les délétions

Matrice

p35TuNos-
CGUS

p35TuNos-
CGUS

Nom de
I’amorce*

JFCP A125

JFCP A176

JFCP A215
JFCP A230

JFCP A263

JFCP A272

JFCP A288

FTUp Apal

JFGUS Mscl

FTCP A125

FTCP A176

FTCP A215

FTCP A230

FTCP A263

FTCP A272

FTCP A288

Séquence
5->3

AT CAA GCC GGC GAA ACG GAG GAC AAA ATG
CAAATC A

AA GCC GGC GAA ACA TTT AGG CAG ATA ATG
GCC CAT TTC AG

AA GCC GGC GAA AGC TTA GCT CGA TAC GCA
TTT GAT TTC TAT GAA

AA GCC GGC GAA ACT CCA ATA CGT GCG AGA

AA GCC GGC GAA ACG GTA GAG AAC ACG GAG
AGG CAT A

AA GCC GGC GAA ACC GAG GAC GTT ATT CGG
AA

AA GCC GGC GAA TGA AGT TGT ATG CTG GTA
G

GT CGA GGG CCC GAT CGT TCA AAC ATT TGG
CAA TAA

AG GTG GTG GCC AAT GGT GAT GTC AGC GTT
GAA

TTT GTC CTC CGT TTC GCC GGC TTG ATG
GTA TAC GCA TGC TTG

G CCT AAA TGT TTC GCC GGC TTG ATG GTA
TAC GCATGC TTG

G AGC TAA GCT TTC GCC GGC TTG ATG GTA
TACGCATGC TTG

G TAT TGG AGT TTC GCC GGC TTG ATG GTA
TACGCATGC TTG

GTT CTC TAC CGT TTC GCC GGC TTG ATG
GTA TAC GCA TGC TTG

AC GTC CTC GGT TTC GCC GGC TTG ATG GTA
TACGCATGC TTG

A ACT TCA TTC GCC GGC TTG ATG GTA TAC
GCA TGO TTG

* Les amorces « sens » commencent par JF et les amorces « antisens » commencent par FT.
Les sites de restrictions sont soulignés
La séquence de reconnaissance du site de clivage de la VPg-Pro est identifiée en gras

49



5.3  Techniques de sous clonage par lutilisation d'enzymes

5.3.1 Digestion enzymatique.

De maniére générale, pour chaque 1ug d’ADN a digérer, environ deux a
trois unités d’enzymes furent utilisées. Les réactions se déroulaient autant que
possible dans un volume final de 10pl ot 1pl du tampon 10X spécifique a chaque
enzyme fut ajouté. Sauf exception, les réactions se sont effectuées pendant 2h
a 37°C. Les résultats de chaque digestion furent visualisés sur gel d’agarose.
Dans certains cas, selon la taille des fragments recherchés, des purifications a
partir du gel furent réalisées en utilisant une des deux trousses d’extraction

commerciales suivantes :

QlAquick Gel Extraction kit (QIAGEN catalogue #28704)
DNA Gel Extraction kit (MILLIPORE catalogue #LSKG ELO 50)

Lors de digestions de suspensions d’ADN contenant des ARN totaux
bactériens en forte concentration, ’addition de RNase A a 10pg/ml fut prévue

afin de distinguer plus facilement le produit des digestions.

5.3.2 Déphosphorylation

Cette approche fut utilisée afin de favoriser U'insertion d’un fragment
d’ADN en empéchant le vecteur de se refermer sur lui-méme lors de ’étape de
la ligation. L’enzyme sélectionnée, la phosphatase alcaline de crevette (SAP)
(Roche Catalogue #1758250), élimine les phosphates 5’ terminaux et peut étre

complétement inactivée a la chaleur par un traitement de 15 min. & 65°C.
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5.3.3 Ligation

L’enzyme, la T4 DNA ligase (New England Biolabs Catalogue #M 02025),
catalyse la formation d’une liaison phosphodiester entre les extrémités 3’ OH et
5’ P de molécules d’ADN. Les conditions dans lesquelles elle fut généralement

employée sont les suivantes :

Ratio vecteur/insert de 1/1 ou 1/3
1X Tampon x10

1 pl T4 DNA Ligase

16h a 16°C ou 72h a 4°C

La composition du tampon concentré est 500 mM Tris-HCL pH 7.5, 100 mM
MgClz, 100 mM DTT, 10mM ATP, 250pg/ml BSA.

5.4 Transformation par électroporation

5.4.1 Préparation des bactéries (E.coli)

Un litre de milieu LB fut ensemencé par une pré-culture bactérienne de 5
ml. Les bactéries ont été multipliées sous agitation (200rpm) & 37°C jusqua ce
que la culture atteigne une DOggonm de 0,5 - 0,7. La culture fut refroidie, puis
sédimentée par centrifugation pendant 30 min. a 6000 g. Le culot fut lavé deux
fois par 500 ml d'eau bidistillée stérile froide, centrifugé 15 min. a 6000 g, puis
repris dans 250 ml de glycérol 10% froid. Les bactéries furent de nouveau
centrifugées a 6000g pour 15 min., puis remises en suspension dans 1 & 2 ml de

glycerol 10% stérile et congelées, par fractions aliquotées, a -80°C .
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5.4.2 Préparation des bactéries (A. tumefaciens)

Une pré-culture fut préparée dans 5 ml de milieu LB supplémenté de
rifampicine et de tétracycline et incubé a 28°C sous agitation. Tét le lendemain,
un vigoureux vortexage fut effectué afin de briser les amas bactériens avant
d’inoculer, plus tard dans la journée, 100 ml de milieu LB (contenant les mémes
agents de sélection) avec 0.5 ml de la pré-culture. L’incubation se fit a 28°C
sous agitation (250 rpm) jusqu’a ce que la culture atteigne une D.O.¢onm de 0.5 -
1.0. Elle fut ensuite refroidie, puis sédimentée, par une centrifugation de 5 min.
a 4000 rpm a 4°C. Les culots furent d’abord lavés a trois reprises avec du
glycérol 10% froid avant d’étre finalement suspendus de nouveau dans 1.5 ml de
glycérol 10% froid. Des aliquots furent gelés dans l’azote liquide et entreposés a
-80°C.

5.4.3  Electroporation

La transformation s’est effectuée dans une cuve a électrodes espacées de
0,2 cm. Chaque réaction de ligation furent précipitée a l’éthanol et remise en
suspension dans l’eau. L’ADN (50 a 150 ng) fut mis en présence de 50 pl de
suspension bactérienne et incubé au froid environ 1 min. La cuve fut placée dans
l'électroporateur Pulse Controller (BioRad) et soumise & une capacité de 25 pF, a
une résistance de 200Q (E.coli) ou 400Q (A.tumefaciens) et une impulsion
électrique de 12,5 kV/cm avant d'ajouter 1 ml de milieu LB. Aprés 60 minutes
d'incubation a 30°C ou 37°C pour E.coli ou 2 heures & 28°C pour A.tumefaciens,
les bactéries furent étalées sur milieu LB gélosé, additionné de(s)
’antibiotique(s) approprié(s). Aprés une nuit a 30°C ou 37°C (E.coli) ou 2 jours a
28°C (A.tumefaciens), les colonies obtenues furent analysées par les techniques

décrites plus loin.
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5.5 Transformation par choc thermique(E.coli)

5.5.1 Préparation des bactéries

100 ml de milieu LB fut ensemencé par une pré-culture de 1 ml, puis
incubé a 37°C sous agitation (250 rpm) jusqu'a ce que la culture atteigne une
DOgoonm de 0,3 - 0,4. Elle fut ensuite refroidie, puis sédimentée par une
centrifugation de 10 min. a 3000 rpm. Les culots furent mis en suspension dans
30 ml de tampon MgCl,-CaCl, froid (MgCl, 80 mM, CaCl, 20 mM), suspension qui
fut recentrifugée et dont le culot repris par 2 ml de CaCl; 0,1 M froid. Les

bactéries furent gardées a 4°C jusqu’a la transformation.

5.5.2 Choc thermique

200 pl de bactéries compétentes furent incubées sur glace pendant 30
min. en présence de 10 pl du mélange de ligation contenant 50 a 150 ng d'ADN
plasmidique. Les bactéries furent ensuite soumises a un choc thermique de 90
sec a 42°C suivi d’une bréve incubation sur glace (~2min.), puis 1 ml de milieu LB
fut ajouté. Aprés 60 minutes d'incubation a 30°C ou 37°C, les bactéries ainsi
transformées furent étalées sur milieu LB gélosé additionné de l’antibiotique
approprié. Aprés une nuit a 30°C ou 37°C, les colonies apparues furent analysées

par les techniques décrites plus loin.

5.6  Caractérisation des clones

5.6.1 Préparation d’une sonde marquée au DIG

Un fragment ADN contenant une séquence uniquement retrouvée chez les
clones porteurs de chaque nouvelles constructions fut généré par digestion
enzymatique et purifié sur gel d’agarose (QIAGEN catalogue #28704). Le
marquage des sondes s’est réalisé a |’aide d’une trousse commercialisée par
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Boehringer Mannheim (Roche catalogue #1093657). La réaction s’est réalisée

selon les conditions suivantes :

100ng a 1pg d’ADN fraichement dénaturé (10 min. a 95°C)
2pL d’un mélange d’hexanucléotides 10X

2pL d’un mélange de dNTPs 10X : dNTP + DIG-dUTP
Compléter le volume a 19pL avec de l’eau

Ajouter 1pL de Klenow

Au cours de l’incubation, variant de 1 a 20 heures a 37°C, la klenow
incorpore les DIG-dUTP tous les 20-25 nucléotides sur le nouveau brin synthétisé
a partir de la matrice. La réaction fut arrétée par l’ajout de 2pl de EDTA 0.2M
pH8.0. Les sondes furent précipitées a ’éthanol 95% + 2.5pl de LiCl 4M et
récupérées dans 50ul de TE (100mM Tris, 10mM EDTA pH8.0).

5.6.2 Hybridation in situ

La détection des clones positifs s’est effectuée par hybridation in situ
selon le protocole décrit par la trousse utilisée pour le marquage des sondes.
Cent colonies comprenant un témoin négatif et un témoin positif ont été
repiquées sur milieu LB-Amp 100ug/ml, puis transférées sur une membrane de
nitrocellulose. Les bactéries furent lysées en placant la nitrocellulose dans une
solution dénaturante 0.5M NaOH, 1.5 M NaCl pendant 5 min. suivi d’un
traitement neutralisant de 5 min. dans une solution 1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl
pH7.4. Apres avoir saturé les membranes dans une solution 2X de SSC (30mM
citrate de sodium, 0.3M NaCl, pH 7.0), UADN fut ensuite fixé a la nitrocellulose
suivant une incubation de 2 hres a 80°C sous vide. Le papier fut pré-hybridé
durant 60 minutes a 68°C dans 100 ml de tampon d’hybridation (SSC 5X, agent
bloquant 1%, 0.1% N-laurylsarcosine, 0.02% SDS). L’hybridation est réalisée en
ajoutant la sonde oligonucléotidique marquée. Aprés 6 a 24 hres d’hybridation a
68°C, la nitrocellulose fut lavée 2 fois par une solution SSC 2X, SDS 0.1%, puis 2
autres fois par une solution SSC 0.1%, SDS 0.1%, a cette méme température afin

d’éliminer 'excés de sonde. La sonde s’étant hybridée a I’ADN fixé sur la
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membrane de nitrocellulose fut détectée grace a des anticorps anti-DIG
conjugués a la phosphatase alcaline (Anti-DIG-AP). L’addition du substrat de
’enzyme, le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP), permit la formation
d’un précipité coloré en violet avec le Nitro Blue Tetrazolium Chlorid Monohydrat
(NBT).

5.7  Extraction d’ADN plasmidique

5.7.1 Lyse alcaline avec SDS

3ml de milieu LB supplémenté de L|’antibiotique approprié furent
ensemencés de chaque clone potentiellement positif. Un répliquat sur gélose
LB-Agar additionné du méme antibiotique fut également préparé. Les culots
obtenus suite a la centrifugation de la moitié du bouillon de culture furent remis
en suspension dans 100pl de TEG (Tris-HCl 25mM, EDTA 10mM, Glucose 50mM;
pH8.0). L’homogénat fut incubé 5 min. sur glace, puis additionné de 200pl d’une
solution de lyse fraichement préparée (0.2N NaOH, 1% SDS). Aprés un second 5
min. d’incubation, 150ul d’une solution neutralisante d’acétate de potassium (3M
K, 5M acétate; pH8.0) fut ajoutée. L’ADN génomique et les débris cellulaires
furent sédimentés par une centrifugation a vitesse maximale de 5 min. L’ADN
plasmidique fut récupéré du surnageant par une précipitation a ’éthanol 95%

puis suspendu de nouveau dans 30 a 50 pg de TE contenant 20pg/ml de RNase A.

5.7.2 Midipréparation QIAGEN

Une fois les clones positifs identifiés, les ADN plasmidiques furent purifiés
a plus grande échelle a ’aide d’une trousse commercialisée par la compagnie
QIAGEN (catalogue #12143). Suite a la lyse alcaline avec SDS, les lysats
bactériens furent nettoyés par centrifugation et le surnageant déposé sur les
colonnes QIAGEN a échange anionique. Les plasmides élués furent récupérés par

précipitation a ’isopropanol.
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5.7.3 Analyse sur gel d'agarose

Ces gels furent utilisés de maniére analytique pour fractionner les
fragments d’ADN et pour déterminer leur taille. Le pourcentage d'agarose variait
de 0,8 a 1% suivant la taille des fragments & séparer. L'électrophorése eut lieu
en présence de tampon 40mM Tris-acétate pH 8.0, 1mM EDTA (TAE x1). Avant
leur dépét sur gel, les échantillons furent additionnés de tampon de chargement
(50mM  Tris pH7.5, 100mM EDTA pH 7.5, 10% glycérol, 0.05% Bleu de
Bromophénol, 0.05% Xylene Cyanol).

6 Multiplication du virus dans une plante héte

L’évaluation du potentiel infectieux de chaque construction a nécessité
I’expérimentation in vivo. Ainsi, les essais orientés vers l’insertion de génes
étrangers dans le TuMV furent analysés via le bombardement particulaire alors
que ceux étudiant la possibilité d’éliminer certaines régions de la capside furent

analyseés par transfection de protoplastes et par agro-infection.

6.1 Plantes hotes

Deux hétes ont été sélectionnés pour ’exécution de tests en expression
transitoire, soient Brassica perviridis et Nicotiana benthamiana. Un local
ameénageé au sous-sol de notre édifice fut exploité en guise de salle de croissance
(Figure 11). Les conditions dans cette salle étaient une température de 21°C,
une luminosité au niveau de la terre d’environ 5.3 klux et une photopériode de 8

heures.
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Figure 11 : Exploitation de la salle de croissance

6.2 Transformation des cellules végétales

6.2.1 Expression transitoire dans les feuilles de Brassica perviridis

6.2.1.1 Préparation des microprojectiles

30mg de billes d’or de 0.6um de diameétre furent vortexées dans 500ul
d’éthanol 100%. Suivant une incubation de 30 min. & la température de la piéce,
elles furent sédimentées par centrifugation et lavées 2 fois dans un volume de
250pl d’éthanol 100%. Les particules d’or furent finalement reprises dans 250pl
d’H,0 stérile avant d’étre soniquées durant 5 min.
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6.2.1.2 Adsorption de ’ADN

2.5pg de plasmide furent mis en présence de 12.5ul de la solution de
billes d’or, 25ul de CaCl; 2.5M et de 10pl de spermidine 0.1M. Suite a une bréve
centrifugation, le surnageant fut éliminé et les billes lavées a ’éthanol 100%. Le
culot final fut suspendu de nouveau dans 25pl d’éthanol 100%. Chaque
bombardement s’est effectué avec 5ul d’une dilution 0.2X de la suspension de

microprojectiles enrobées d’ADN.

6.2.1.3 Bombardement particulaire

Les plants de Brassica perviridis furent privés de lumiére 24h avant le
bombardement particulaire. Seule la surface inférieure des feuilles de plants
agés d’environ 3 semaines fut bombardée. Elles furent ensuite conservées en
salle de croissance jusqu’a ’apparition des symptomes. Les bombardements
furent réalisés avec |’appareil de biolistique PDS-1000 He-system commercialisé

par BlIO-Rad (Figure 12). Les conditions suivantes furent rencontrées :

Pression d’hélium : 900psi
Vide : 26.5 pouces de mercure (Hg)
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Figure 12 : Méthode de transformation de cellules végétales par bombardement

particulaire.

Les billes d’or enrobées d’ADN sont déposées sur un disque transporteur. Les billes sont
propulsées par la pression d’hélium déterminée par la robustesse du disque de rupture choisi.
L’écran d’arrét permet aux billes d’étre dispersées vers les cellules végétales cibles et
d’empécher le disque transporteur de se retrouver sur la cible. Les particules d’or qui auront
atteint le noyau seront libérés de leur ADN qui ira s'incorporer aléatoirement dans le génome de

la cellule.

(Adapté de http: //www.univ-montp1.fr/biotech/Transgenese/transgenese vegetale.htm, figures

16-19)
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6.2.2 Expression transitoire dans des protoplastes de Nicotiana benthamiana

6.2.2.1 Germination de eraines in vitro

Quelques centaines de graines de Nicotiana benthamiana furent stérilisées
par un traitement de 5 min. dans de ’éthanol 95% puis dans une solution 2% eau
de Javel, 1% Tween 20. Apres avoir bien rincé les graines a deux reprises avec
de U'eau stérile, 500pl d’acide gibérréllique 2mM (GA) furent ajoutés afin de
briser la dormance. Elles y restérent toute une nuit a la température piece. Une
fois séchées, elles peuvent étre conservées a la température piéce durant
plusieurs semaines. Les graines furent ensuite semées dans des magenta sur
milieu MS + 3% sucrose, 0.7% phytoagar et placées en salle de culture. 24 heures
avant une expérience de protoplastes, les magenta furent recouverts de papier

d’aluminium afin de priver les plants de lumiére.

6.2.2.2 Préparation des protoplastes

Les protoplastes furent isolés a partir de Nicotiana benthamiana d’environ
six semaines d’age, cultivés in vitro. Une a une, les feuilles furent coupées en
deux, face inférieure vers le bas, et incubées dans une solution enzymatique
stérilisée par filtration (2.5g/L Polyvinylpyrrolidone mw 10 000, 5.4mM CaCls,
0.5M Sucrose, 1g/L Macerozyme R10, 10g/L Cellulase RS). La digestion de la
paroi pectocellulosique dura 16hres, sans agitation, en absence de lumiére, a
26°C. La solution de protoplastes fut déposée sur un filtre stérile ayant une
réticulation de 100pm. Un volume égal d’une solution de sucrose (0.6M Sucrose,
0.1% MES, 15mM CaClp; pH5.7 ajusté avec du KOH) fut ajouté aux tissus digérés
restant puis filtré avec la solution de protoplastes. Le filtrat fut transféré dans
un tube de 13ml et 1ml de W5 (154mM NaCl, 125mM CaCl2, 5mM KCl, 5mM
Glucose, 1.5mM MES pH5.7) fut ajouté goutte par goutte afin de créer un coussin
de sucrose. Centrifugés a 750 rpm pendant 10 min., les protoplastes furent
récupérés a l'interface séparant les deux solutions. Ils furent ensuite lavés une
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fois avec la solution W5, puis repris dans la méme solution avant d’étre incubés
sur glace durant 30 min. Une fraction aliquote fut prélevée afin de dénombrer a
Uaide d’un hémacytomeétre, les protoplastes obtenus. Immédiatement avant la
transformation, la concentration fut ramenée a 2 x 10° protoplastes/ml MaMg
(0.5M Mannitol, 15mM MgClz, 5mM MES; pH 5.7) suite a une bréve centrifugation
(2 min. 750 rpm).

6.2.2.3 Transfection chimique des protoplastes

Les acides nucléiques furent introduits dans les protoplastes par la
technique de transformation chimique. 6.0 X 10° protoplastes (0.3ml de la
suspension stock) furent mis en présence de 20pg d’ADN stérile et de 300pul d’une
solution de PEG (0.4M Mannitol, 80mM (CaNOs)2-4H,0, 40% Polyéthyléne glycol).
Les protoplastes furent incubés 30 min. a la température piéce avant qu’on y
ajoute 2, 4 et 8 ml de W5 a 5 min. d’intervalle. Conservés 15 min. sur glace, ils
furent sédimentés par une centrifugation de 2 min. & 750 rpm et repris dans 4 ml
de milieu minimal (0.7M Mannitol, 0.2mM KH,PO4, TmM KNO3, 1TmM MgSO,, 10mM
CaClz-H;0). La mise en culture s’est fait a 26°C dans le noir pendant une période

de 72 heures.

6.2.3 Expression transitoire dans les feuilles de Nicotiana benthamiana

6.2.3.1 Agroinfiltration

Les agrobactéries a infiltrer furent mises en pré-culture dans 5 ml de LB
contenant les antibiotiques kanamycine (5Qug/mL), rifampicine (50ug/mL), et
tétracycline (2ug/mL). Apreés une nuit d’incubation a 28°C sous agitation, la pré-
culture servit a inoculer 50 ml de milieu d’agroinfiltration qui furent remis a
incuber toute la nuit dans les méme conditions. La culture fut ensuite

sédimentée par centrifugation pendant 5 min. a 3000 g. Le culot fut lavé dans
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l’eau puis remis en suspension dans +20ml de solution d’agroinfiltration (10mM
MES pH6.3, 10mM MgCl, et 150uM acétosyringone) afin d’obtenir un DOsoonm =
~0.5. Lasolution bactérienne fut laissée 2 a 3 heures & température ambiante.

Des plantules au stade de 4 feuilles furent sélectionnés. L’infiltration fut
réalisée par une légére pression sur la surface inférieure d’une feuille a |’aide
d’une seringue de 1ml (sans aiguille) contenant la suspension bactérienne (Figure

13). Chaque fois, 200 a 300ul furent injectés.

Promoteur +
Géne étranger +
Marqueur de sélection

Séquence
bordure

Escherichia coli du T-DNA

Agrobacterium
oTi ‘ ’ &

“désarmé”
VIR
Génes de
irulen .
v ce Bouillon Infiltration
de culture

Figure 13 : Méthode de transformation de cellules végétales par agroinfiltration
en vue d’une expression transitoire

Le clonage du géne d’intérét se fait d’abord dans E. coli dans un vecteur binaire. Ce dernier est
ensuite transféré dans Agrobacterium tumefaciens porteur d’un plasmide Ti. Une petite quantité
d’un bouillon de culture est ensuite infiltrée dans une jeune feuille sous la pression d’une
seringue. 48 heures plus tard, la feuille peut étre prélevée et mise sous observation pour
’expression du géne étranger.
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7 Analyse de ’expression

7.1 Observation de I’expression des génes rapporteurs

7.1.1 Protéine de fluorescence verte

Au moins 15 jours suivant Uinfection de plants de Brassica perviridis par
un TuMV recombinant pour le gene gfp, une feuille présentant des symptémes fut

prélevée et observée au binoculaire ou au microscope a fluorescence.

Le binoculaire a fluorescence Nikon SNZ-1500 du laboratoire du Dr Armand
Seéguin au Service Canadien des Foréts (Québec) fut ajusté au mode d’excitation
vert H 546, avec le filtre d’excitation de 546/12, le filtre d’arrét (barrier filters,
BA) de 590 et le miroir dichroique (dichroic mirror, DM) de 580. Le microscope a
fluorescence Nikon SMZ-1500 fut utilisé avec les filtres d’excitation de 480/40
nm, deux BA de 535/50 et un DM de 505.

7.1.2 B-Glucuronidase

Environ 15 a 20 jours suivant U'infection de plants de Brassica perviridis
par un TuMV recombinant pour le géne uidA, une feuille présentant des
symptomes fut prélevée et soumise a un test histochimique pour visualiser
Uactivité de la B-glucuronidase. Le substrat utilisé fut le X-GlcA (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-B-D-Glucuronide sodium salt, SIGMA catalogue #B5285). D’abord
dissout dans le DMSO (diméthylsulfoxide) a raison de 15 mg/ml, une solution
stock 5X fut préparée en diluant la solution mére de X-GlcA avec le tampon
d’incubation (10mM Na,EDTA, 0.1% Triton X-100, 100mM NaPO,) dans une
proportion de 1 pour 3. Chaque feuille fut immergée dans une solution X-GlcA
diluée une fois avec du tampon d’incubation et placée a 37°C jusqu’a
I’apparition d’un précipité bleu (entre 4 a 16 hres). Les feuilles furent ensuite

décolorées et conservées dans de |’éthanol 70%.
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7.2  Extraction des protéines totales solubles

Des préléevements furent réalisés a 8, 15, 30 et 45 jours suivant le
bombardement particulaire des plants de Brassica perviridis. Les feuilles
prélevées furent immédiatement congelées & -80°C. Elles furent broyées dans
l’azote liquide a ’aide d’un pilon et d’un mortier jusqu’a ’obtention d’une fine
poudre. Ces échantillons furent dégelés dans 3 volumes de tampon d’extraction
(50mM Tris-HCL pH7.5, 150mM NaCl, 2mM PMSF) par un vigoureux vortexage. Les
débris cellulaires et autres impuretés furent sédimentées par centrifugation a

vitesse maximale (~15 000rpm) durant 15 min. a 4°C. Le surnageant fut remis a -

80°C pour la conservation des protéines.

Les protéines totales solubles provenant des expérimentations sur
protoplastes furent obtenues 72 hres suivant leur transfection chimique. Chaque
culot obtenu par centrifugation (5min. a 750rpm) fut congelé a -80°C et repris
dans 450 pl de tampon d’extraction GUS (50mM NaHPO, pH7.0, 10mM p-
mercaptoéthanol, 10mM Na;EDTA, 0.1% Sodium laurul sarcosine, 0.1% Triton X-

100) par vortexage. Le surnageant fut remis a -80°C pour la conservation des

protéines.
7.2.1 Immunobuvardage
7.2.1.1 Séparation des protéines par électrophorése en conditions

dénaturantes sur gel de polyacrylamide

7 a 10 pg des protéines présentes dans Uextrait brut furent séparées par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (12%) en présence de SDS selon la
technique décrite par Laemmli (Laemmli 1970). Dans le cas des analyses en
conditions réductrices, les protéines furent dénaturées par |’addition d’un
volume égal de tampon de chargement 2X (100mM Tris-HCl pH6.8, 4% SDS, 0.2%

Bleu de bromophénol, 20% Glycérol, 200mM B-mercaptoéthanol) et par une
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ébuliition de 3 min. pour rompre les ponts disulfures. 10mM d’ascorbate de
sodium furent ajoutés au tampon de chargement employé pour l’analyse de
’expression des genes k et y. Lorsque les échantillons devaient étre étudiés en
conditions non-réductrices, le méme tampon de chargement fut utilisé, mais
cette fois, exempt de B-mercaptoéthanol. Aprés une électrophorése dans un
tampon de migration (25mM Tris-HCl pH6.8, 240mM Glycine, 0.1% SDS; pH8.3) a
100 volts (20 a 30 mA), le gel fut ensuite transféré sur membrane de
nitrocellulose a 100 volts durant 60 minutes dans un tampon 25mM Tris-HCL,
192mM Glycine, 20% Méthanol; pH8.3.

7.2.1.2 Immunorévélation aprés transfert

Une fois la membrane bien séchée, elle fut mise a tremper 10 min. dans
du glycérol 10%. Elle fut ensuite immergée dans une solution de blocage PBS-
Lait-Tween- 20 (137mM NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na;HPO,, 2mM KH,PO,; pH7.4,
5% lait, 0.2% Tween-20) pendant une heure (ou 16hres a 4°C) pour saturer les
sites non spécifiques. Par la suite, la nitrocellulose fut incubée dans une dilution
de ’anticorps primaire (voir tableau VIll) pendant deux heures a la température
de la piece. Deux lavages de 5 min. dans une solution PBS-0.2% Tween-20 furent
exécutés avant de débuter l’incubation d’une heure avec !’anticorps secondaire
conjugué a la phosphatase alcaline (voir tableau VIll). La membrane fut
finalement lavée 4 fois 10 min. avant de procéder a la méthode détection par
chimioluminescence. Le substrat utilisé, le Luminol, est disponible dans la
trousse de détection ECL Plus commercialisée par la compagnie Amersham
Pharmacia (catalogue #RPN2132).
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Tableau VIII : Dilution des anticorps utilisés pour les Western Blot
Anticorps Dilutions
(primaires et secondaires) (PBS-Lait 5%-0.2% Tween-20)

Anti-capside virale de lapin
Polyclonal 1 : 4000
(Fortin, M.; McGill)

Anti-GFP de souris
Monoclonal 1 : 5000
(Clontech cat.#8362-1)

Primaires

Anti-GUS de lapin
Polyclonal 1: 5000
(Molecular Probes cat.#A5790)

Anti-lapin de mouton - Peroxydase
Polyclonal 1:2000
(Chemicon Int’l cat.#AP304P)

Anti-lgG (H + L) de souris de chévre -

Peroxydase .
Polyclonal 15000
(KPL cat.#0741806)

Secondaires

7.2.2 Dosage quantitatif par spectrofluorométrie

L'activité GUS de chaque extrait brut fut mesurée en suivant 'hydrolyse du
substrat MUG (4-methylumbelliferyl B-D glucuronide, SIGMA catalogue # M9130)
au spectrofluorimetre (Jefferson et al. 1987). 50pul d'extrait furent dilués dans
450ul de tampon d’essai GUS (2ZmM MUG dans du tampon d’extraction GUS)
préchauffé a 37°C. Le mélange réactionnel fut légérement vortexé puis aussitot
incubé a 37°C. Au temps O, puis toutes les 5 min. pendant 15 min, 50pl du
mélange furent prélevés et la réaction arrétée par l'addition de 1.950ml de
Na;CO; 0,2M. La B-glucuronidase hydrolyse le substrat MUG en MU (4-
methylumbelliferone) dont la concentration fut déterminée par la mesure de la
fluorescence a 455nm aprés excitation a 365nm. Le « blanc » fut réalisé avec la
solution de carbonate de sodium. Les activités furent exprimées en pmoles de

MU formeé par minute par mg de protéine. La quantité de protéine par extrait
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protéique brut fut mesurée par la technique décrite par Bradford (Bradford
1976).

7.3  Extraction des ARNs totaux

Environ 30 jours suivant le bombardement des plants de Brassica perviridis
avec les diverses constructions a tester, trois poincons de feuilles furent prélevés
et congelés a -80°C. A l’aide de petits pilons, ces échantillons furent broyés a
froid dans des tubes de 1.5 ml jusqu’a I’obtention d’une fine poudre. C’est avec
la trousse d’extraction Rneasy® Plant Mini Kit commercialisée par QIAGEN
(catalogue #74903) que les ARNs totaux furent extraits d’un maximum de 100mg
de broyat. 1.5ug d’ARN furent déposés sur un gel d’agarose 1% afin de visualiser

I’état de U'extraction.

7.3.1 Analyse par transcription inverse suivie d’une réaction de

polymérisation en chaine (RT-PCR)

La descendance issue de I’ADNc du virus recombinant inoculé aux plants
de Brassica perviridis fut analysée par transcription inverse. Dans un premier
temps, une copie ADN complémentaire de tous les ARNs présents dans
I’extraction fut générée. Dans un second temps, les ADNc correspondant au

génome viral furent amplifiés par la réaction de polymérisation en chaine (PCR).

Ainsi, la réaction de transcription inverse fut réalisée a partir de la
trousse ProStar® ultra HF RT-PCR system commercialisée par Stratagene
(catalogue #600166). 1ug d’ARNs totaux furent d’abord dénaturés 5 min. i 65°C
puis incubés 10 min. & 25°C afin de permettre aux 60ng d’oligo(dT)qg présents
dans la préparation de s’hybrider. L’élongation des amorces s’effectua durant 60
min. a 42°C, suite a ’addition de 1pl de tampon StrataScript™ RT 10X (0.5M Tris-
HCL pH 8.3, 0.75M KCl et 0.03M MgCly), 1U de RNase Inhibitor, 40mM d’un
meélange de dNTPs et de 10U de la reverse transcriptase Stratascript™ RT
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(extraite du virus de la leucémie murine de Moloney) dans un volume final de

10pl. La polymérase fut ensuite inactivée 5min. a 90°C.

L’amplification des produits de la transcription inverse se fit par PCR a
I’aide de la Taq polymérase, tel que décrit précédemment (section 4.1). 1ul de
la réaction contenant les ADNc fraichement synthétisés fut utilisé en guise de
matrice. Selon la région a amplifier, les amorces présentées dans le tableau IX

furent sélectionnées.

Tableau IX : Amorces utilisées pour I’amplification des régions comprenant un
site d’insertion

el . Nom de Séquence
Utilité Matrice I’amorce* 5 > 3’
Amplification de la , JFP1-Hpal  TA CTC GGG AAG AGA GCA CAG C
region comprenant le  ADNc issus
site d’insertion situé  de RT-PCR
entre P1 et HC-Pro FTHC-Xhol GTTCTGTTCTT CAGGTATCG T
Amplification de la , JFPol-Xhol ~ GA ACC AGG GAA AAA GGA GAC
region comprenant le  ADNc issus
site d’insertion situé  de RT-PCR
entre Pol et CP FTCP-EcoRI AG AAA AGA GTG GCT CTA A

* Les amorces « sens » commencent par JF et les amorces « antisens » commencent par FT.
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Chapitre 3

Reésultats

1 Insertions des genes rapporteurs dans le TuMV

Les génes gfp et uidA furent incorporés dans le génome du TuMV entre les
cistrons P71 et HC-Pro ou Pol et CP. Les constructions contenant un ou les deux
génes furent ensuite transfectées dans des plantes susceptibles au TuMV.
L’expression des génes rapporteurs fut analysée par immunobuvardage et leur
stabilité, étudiée par RT-PCR.

1.1 Constructions des plasmides

Un site d’insertion fut créé dans la région 3’ de la séquence ADN du TuMV
(Figure 14A) contenue dans le plasmide p35TuNos (Sanchez et al. 1998) (Figure
9). Tout d’abord, une version raccourcie du plasmide parental (Figure 15) fut
générée par digestion avec 'enzyme Sacl. Par mutagenése dirigée, un site de
restriction NgoMIV fut introduit immédiatement apreés la séquence codant pour le
site de reconnaissance de la protéinase virale VPg-Pro, située entre les protéines
Pol et CP. Le fragment Mlul/Apal de la construction p35TuNos fut ensuite
remplacé par celui de la construction p35TuNos-Delta-Sacl contenant le site
NgoMIV pour donner p35TuNos-NgoMIV (Figure 15). Ce site de restriction fut
également ajouté par PCR de part et d’autre des génes gfp et uidA issus des
plasmides  pBin m-gfp5-ER et pBI221 respectivement (Figure 14B).
Simultanément, les codons d’arrét furent éliminés par ’addition, en aval de
chacun des genes rapporteurs (Figure 14B), d’un site artificiel de clivage en trans
reconnu par la protéinase VPg-Pro (Nicolas & Laliberte 1992). Finalement, les
génes gfp et uidA modifiés furent insérés dans le site de restriction NgoMIV de la

construction p35TuNos-NgoMIV.



Compte tenu du fait que ce site d’insertion fut créé a proximité de

Uextrémité carboxy-terminale, les deux constructions résultantes furent
nommées p35TuNos-C-GFP et p35TuNos-C-GUS (Figure 16). Ces derniéres furent
vérifiées par séquencage afin d’analyser les étapes critiques de |’assemblage.

Site additionnel de
clivage de VPg-Pro

:... gag gct tgt gtt tat cac ca eccgg!cat agt..{ tac aaa gca tgc gta tac cat
B) g’;gccggif ggvgv H acd e el FVE 5] A G

uidA :.. gag gct tgt gtt tat cac cag gcc ggc atg tta..| aaa caa gca tgce gta tac cat
caaggcgscA C V Y H Q A d ML K QQ A CV YHQAG

T T

Figure 14 : Constructions du vecteur TuMV pour ’expression d’un géne
rapporteur unique

A) Position des génes étrangers dans la séquence ADN du TuMV. Les génes gfp et uidA ont été
modifiés par mutagenése dirigée afin d’étre bordés de la séquence du site de restriction NgoMIV
permettant l'insertion dans la séquence du TuMV. Ils furent également modifiés pour étre
immédiatement suivis par la séquence de reconnaissance de la protéinase VPg-Pro, permettant
leur libération de la polyprotéine (fléches blanches).

B) Séquences : des sites de restriction NgoMIV (soulignés) de part et d’autre des génes gfp et
uidA (encadrés); du site de clivage de la VPg-Pro naturel (double souligné) et; du site de clivage
de la VPg-Pro ajouté par mutagenése dirigée (en gras). Les liens peptidiques clivés sont
identifiés pas une fléche verticale.
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p35TuNos/Delta-Sacl

puC12 4970 bps
" EcoRl
EcoRV
o Hpal
coRl }" EcoRlI
.EcoRV
* .BamHI

p35TuNos-NgoMIV
13255 bps

‘BamHI

Figure 15 : Cartes de restriction de p35TuNos-Delta-Sacl et p35TuNos-NgoMIV
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/

puUC12
/

Apal.. J/

BamH1..4 N nos p35TuNos-C-GFP
13993 bps

“Clal

p35TuNos-C-GUS
CP 15088 bps

“Clal

Figure 16 : Cartes de restriction de p35TuNos-C-GFP et p35TuNos-C-GUS
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Les deux génes rapporteurs furent ensuite insérés dans une méme
construction (Figure 17). Pour ce faire, le fragment Kpnl/Apal de la construction
p35TuNos-N-GFP ou p35TuNos-N-GUS (Figure 10) fut remplacé par le fragment
Kpnl/Apal de la construction p35TuNos-C-GUS ou p35TuNos-C-GFP (Figure 16).
Les deux constructions résultantes, p35TuNos-GFP-GUS et p35TuNos-GUS-GFP
(Figure 18) furent nommées en fonction de |’ordre dans lequel se retrouvent les
protéines étrangéres au sein de la polyprotéine virale. Elles furent analysées par

séquencage afin de vérifier les étapes critiques de ’assemblage.

Site additionnel de Site additionnel de
clivage de VPg-Pro clivage de VPg-Pro

Figure 17 : Construction du vecteur TuMV pour ’expression de deux genes
rapporteurs

Position des génes étrangers (gfp ou uidA) dans la séquence ADN du TuMV recombinant.
L'addition d’un site de clivage reconnu par la protéinase VPg-Pro a l’extrémité carboxy des
protéines GFP et GUS assure leur libération de la polyprotéine virale (fléches blanches).
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Smal, Hpal
EcoRI; coRl

p35Tunos-GFP-GUS
15829 bps

FC)Z?aI ‘BamHI
EcoRI
EcoRYV,
Smal_{ H H gLRI
EcoRl_é i i stul

p35Tunos-GUS-GFP
15829 bps

Hc-Pro

. EcoRV
BamHI

-‘Clal

— EcoRI

Figure 18 : Cartes de restriction de p35TuNos-GFP-GUS, p35TuNos-GUS-GFP
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1.2  Expression transitoire dans Brassica perviridis

1.2.1 Transfection

Le potentiel infectieux des constructions fut vérifié en expression
transitoire avec la technique de bombardement particulaire. Entre trois et neuf
plantes de B. perviridis furent transfectées avec la construction p35TuNos-CGFP,
P35TuNos-CGUS, p35TuNos-GFP-GUS ou p35TuNos-GUS-GFP. Chaque fois, au
moins trois plantes supplémentaires furent bombardées avec des particules d’or
en suspension dans de l’eau. Ces plantes, se développant tout comme une
plante saine non bombardée, jouaient le rdle de témoin négatif d’infection. De
plus, en guise de témoins positifs d’infection, au moins trois plantes
additionnelles étaient bombardées avec des particules d’or enrobées de la
construction p35TuNos. Tel qu’observé lors d’une infection par le TuMV de type
sauvage, les feuilles de ces plantes présentaient une déformation et une
décoloration. La croissance de ces plantes était également retardée par rapport

aux plantes saines (Figure 19).

Tous les virus recombinants (TuMV-CGFP, TuMV-CGUS, TuMV-GFP-GUS et
TuMV-GUS-GFP) ont engendré |’apparition de symptomes caractéristiques d’une
infection par le TUMV. La mosaique typique, constituée de plages vert pale sur
un fond de vert plus foncé, était visible sur les nouvelles feuilles exhibant des
déformations. De plus, toutes les plantes infectées montraient un retard de
croissance. Néanmoins, en comparaison avec une infection par le TuMV sauvage,
un délai d’apparition des symptomes fut rencontré avec chacune des
constructions testées. En effet, alors que les symptdmes dus au TuMV étaient
visibles entre 8 a 12 jours suivant la transfection, ceux attribuables a la présence
du TuMV-CGFP furent observés entre 8 a 14 jours. Dans le cas du TuMV-CGUS, il
fallut attendre entre 11 a 24 jours avant de pouvoir noter la présence des
symptédmes. Quant au TUMV-GFP-GUS, il mit entre 14 a 28 jours avant d’affecter
le phénotype des plantes hotes alors que le TuMV-GUS-GFP y mit jusqu’a 31

jours.
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L’intensité des symptomes fut par ailleurs variable d’un virus recombinant
a l'autre. La mosaique, la déformation des feuilles et le retard de croissance
furent beaucoup plus prononcés dans le cas du TuMV-CGFP que dans celui du
TuMV-CGUS. Ils furent d’intensité moins considérable lors d’infections avec le
virus TUMV-GFP-GUS ou TuMV-GUS-GFP. De plus, dans tous les cas, ’amplitude
des symptomes fut inversement proportionnelle au délai précédant leur
apparition. Un résumé des résultats obtenus au cours d’une expérience

représentative est présenté dans le tableau IX.

La présence de virus dans les feuilles des plantes transfectées fut
confirmée par immunobuvardage de type western (Figure 22A). Puisque le
matériel prélevé provenait des deuxiéme et troisiéme générations de feuilles, la
présence de protéines virales peut suffire & démontrer |’établissement d’une
infection systémique. Ainsi, une protéine d’environ 33 kDa fut révélée & l’aide
d’un sérum de lapin dirigé contre la capside virale dans les échantillons
transfectés avec les virus TuMV, TuMV-CGFP, TuMV-CGUS, TuMV-GFP-GUS et
TuMV-GUS-GFP. Aucun signal ne fut détecté dans les échantillons provenant des

plantes bombardées de microprojectiles sans ADN.
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Figure 19 : Témoins positif et négatif de transfection par bombardement
particulaire

A) Témoin négatif; plante de B. perviridis bombardée avec des particules d’or en suspension dans
de l'eau. (L’expression « mock inoculated » sera employée pour désigner ce type de

transfection.)
B) Témoin positif; plante de B. perviridis bombardée avec des particules d’or enrobées de la

construction p35TuNos.

Tableau X : Résultats obtenus suite a la transfection de plantes de B.perviridis

avec les constructions contenant un ou des génes rapporteurs
Nombre de jours

. % de plantes Ampleur des o
Constructions . < o . avant I’apparition de

infectées symptomes symptomes

« mock

inoculated » s/o s/o s/o

p35TuNos 100 % ++++ 8 a 12 jours

p35TuNos-CGFP 89 % ++++ 8 a 14 jours

p35TuNos-CGUS 78 % +++ 11 a 24 jours

p35TuNos-GFP-GUS 78 % ++ 14 a 28 jours

p35TuNos-GUS-GFP 56 % ++ 14 a 31 jours

* Les symptomes comprennent mosaique, déformation foliaire et retard de croissance.
**s/0 : sans objet
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1.2.2 Expression des genes rapporteurs

1.2.2.1 Proteéine a fluorescence verte

Les feuilles infectées par les virus TuMV-CGFP et TuMV-GFP-GUS ont
montré une fluorescence caractéristique de l’expression de la GFP (Figure 20A et
B). Celles ayant été infectées par le TuMV-GUS-GFP ont également révélé la
présence de GFP fonctionnelle mais en moins grandes quantités (Figure 20C).
Aucune émission de lumiére ne fut observée dans le cas des feuilles non-
infectées (Figure 20D) ou infectées par le TuMV de type sauvage. Les

observations ont eu lieu 20 a 35 jours suivant le bombardement particulaire.

A)

C)

Figure 20 : Fluorescence de la GFP

Observation au microscope a fluorescence de feuilles de B. perviridis bombardées de particules
enrobées A) de p35TuNos-CGFP, B) de p35TuNos-GFP-GUS, C) de p35TuNos-GUS-GFP ou D) d’eau.
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1.2.2.2 B-Glucuronidase

La synthése de B-glucuronidase fonctionnelle fut vérifiée par un test
histochimique. Des feuilles présentant des symptomes furent incubées dans un
substrat chromogénique (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronique).
Des précipités bleus (Figure 21A,B,C), témoins d’une activité enzymatique, firent
leur apparition dans les feuilles prélevées de plantes transfectées avec la
construction p35TuNos-CGUS, p35TuNos-GFP-GUS ou p35TuNos-GUS-GFP. Aucune
activité ne fut décelée sur les échantillons issus de plantes saines (Figure 21D) ou

infectées par le TuMV de type sauvage.

A)

C)

Figure 21 : Activité de la B-glucuronidase dans des feuilles bombardées par les
vecteurs TuMV porteurs du gene uidA.

Les feuilles furent prélevées environ 20 jours suivant le bombardement des plantes avec des
particules enrobées A) de p35TuNos-CGUS, B) de p35TuNos-GFP-GUS, C) de p35TuNos-GUS-GFP ou

D) d’eau.
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1.2.3 Analyse de U’expression des génes rapporteurs

Une fois la présence de virus confirmée par la détection de la capside
virale (Figure 22A), des immunoblots furent effectués afin de vérifier
I’expression de chacun des genes rapporteurs. Des sérums de lapin dirigés contre
la protéine a fluorescence verte (GFP) ou la B-glucuronidase (GUS) furent utilisés
pour mettre en évidence la production de chacune des deux protéines (Figure
22B et C). Alors qu’aucun signal ne fut détecté dans les échantillons provenant
de plantes infectées avec le TuMV, une protéine d’environ 30 kDa, correspondant
au poids moléculaire de la GFP, fut observée dans les plantes infectées avec le
TuMV-CGFP, TuMV-GFP-GUS et TuMV-GUS-GFP. De méme, une protéine
d’environ 70 kDa fut révélée dans les échantillons issus de plantes infectées avec
le TuMV-CGUS, TuMV-GFP-GUS et TuMV-GUS-GFP. Cette protéine, au poids
moléculaire attendu de GUS, fut absente des prélévements faits a partir des
plantes infectées par le TuMV. De plus, tel qu’attendu dans le cas des vecteurs
porteurs de deux geénes étrangers (TuMV-GFP-GUS et -GUS-GFP), les deux

protéines furent produites simultanément.

L’insertion de ces genes eut par ailleurs U'effet de retarder la réplication
virale. Alors que la protéine de la capside fut détectée 8 jours suivant le
bombardement dans le cas du TuMV sauvage, un délai de 15 jours fut nécessaire
pour les virus recombinants TuMV-GFP, TuMV-GUS et TuMV-GFP-GUS. En ce qui
concerne les infections par le TuMV-GUS-GFP, 30 jours post-transfection furent

requis.

Le poids moléculaire de la GFP (+ 30 kDa) et de GUS (+ 70 kDa), détectés
dans les échantillons provenant de plantes infectées par TuMV-CGFP, TuMV-
CGUS, TuMV-GFP-GUS et TuMV-GUS-GFP, témoigna de Uefficacité de la
protéolyse par VPg-Pro et par P1. Par ailleurs, un signal inattendu de haut poids
moléculaire (> 113 kDa) fut enregistré dans tous les échantillons ou la présence

de GUS fut confirmée. Il est possible que ce signal représente une protéine GUS
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demeurée en fusion avec la protéine virale qui la précéde ou la suit. Dans ce

cas, la protéolyse aurait été accomplie de maniére incompléte.

Aucun immunoblot réalisé a partir d’échantillons issus de plantes
bombardées de particules d’or sans ADN n’a généré de signal. Aussi, les
prélévements faits a partir de plantes infectées par le TUMV n’ont révélé que la

présence de la protéine de la capside virale.
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Figure 22 : Immunobuvardage de type western sur des extractions protéiques
issues de feuilles de B. perviridis non-infectées ou transfectées avec les
constructions p35TuNos, p35TuNos-CGFP, p35TuNos-CGUS, p35TuNos-GFP-GUS ou

p35TuNos-GUS-GFP.

Les feuilles de deuxiéme et troisiéme générations furent récoltées 8, 15 et 30 jours post-
transfection (jpt). Les anticorps utilisés étaient dirigés contre A) la capside du TuMV (CP), B) la
protéine a fluorescence verte (GFP) et C) la B-glucuronidase (GUS).

81



1.2.4 Stabilité des insertions

La stabilité des insertions fut analysée avec la technique du RT-PCR. 15 et
30 jours suivant le bombardement de plantes de B. perviridis avec chacune des
constructions a tester, des morceaux furent prélevés sur les plus jeunes feuilles
présentant des symptomes d’infection. Les ARNs totaux furent extraits du
matériel végétal et un oligo dT servit d’amorce pour la synthése de ’ADN

complémentaire du virus.

La région comprenant le site d’insertion situé en 5’ des ADNc obtenus fut
amplifiée par PCR a ’aide d’amorces s’appariant aux génes codant pour les
protéines P1 et HC-Pro (Tableau IX; Figure 23A). Des fragments ADN d’environ
800 pb furent obtenus pour les virus TuMV, TuMV-CGFP et TuMV-CGUS. Ce
résultat est conforme avec la taille attendue des amplicons provenant de virus ne
possédant pas d’insert entre les génes P1 et HC-Pro (Tableau X). Une bande
unique, de forte intensité et d’environ 1500 pb fut observée dans le cas du
TuMV-GFP-GUS, synonyme de la présence du géne gfp entre les cistrons P1 et HC-
Pro (Tableau X). L’absence de fragment ADN de plus petites tailles laisse
suggérer que le géne y est demeuré entier, méme apres 30 jours de
dissémination virale dans la plante. Dans le cas du virus TuUMV-GUS-GFP, la
présence du géne uidA dans le site d’insertion amplifié fut mise en évidence par
’apparition d’une bande d’environ 2600 pb. Par contre, des fragments
supplémentaires de plus petites tailles (entre 0.7 et 2 Kb) furent également
visibles. Ce résultat indique la perte de séquences de longueurs variables entre
les régions s’appariant aux amorces utilisées lors de |’amplification. Le géne
uidA ne semble donc pas étre entiérement stable lorsqu’inséré entre les génes P1
et HC-Pro du TuMV.

La région comprenant le site d’insertion situé en 3’ des mémes ADNc fut
quant a elle amplifiée avec une paire d’amorces s’appariant aux cistrons Pol et
CP (Tableau IX; Figure 23B). La bande d’environ 600 pb obtenue suite a

’amplification de cette région de U’ADNc du TuMV témoigne de |’absence
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d’insert (Tableau X). Dans le cas des virus TuMV-CGFP et TuMV-GUS-GFP,
I’observation de fragments d’environ 1 400 pb laisse présumer de la présence
d’un géne gfp complet entre leurs génes Pol et CP (Tableau X). En ce qui
concerne la stabilité du géne, elle s’est avérée incompléte 30 jours aprées la
transfection compte tenu de la détection d’une faible bande de taille inférieure
a celle attendue. Par ailleurs, sans doute issues d’une amplification non
spécifique, des bandes plus grandes furent également enregistrées. Finalement,
le patron de migration des amplicons obtenus suite a I’amplification des ADNc du
TuMV-CGUS et TuMV-GFP-GUS démontra U'instabilité du géne uidA apres 30 jours
d’infection virale. Une bande principale d’environ 2 500 pb, correspondant a la
taille attendue en présence du géene complet (Tableau X), fut observée a partir
des échantillons prélevés 15 jours post-transfection. Par contre, cette bande fut
remplacée par de nombreux fragments de tailles inférieures (entre 0.6 a 2.2 Kb)

dans les prélévements effectués 30 jours post-transfection.

Tableau XI : Tailles attendues des amplicons issus de RT-PCRs réalisés sur des
extractions d’ARN de feuilles infectées par le virus TuMV, TuMV-CGFP,
TuMV-CGUS, TuMV-GFP-GUS ou TuMV-GUS-GFP

Sites d’insertion

Insert Entre P1 et HC-Pro Entre Pol et CP

Aucun 783 pb 656—pb -
gfp 1527 pb 1394 pb

uidA 2619 pb 2 486 pb
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Figure 23 : Patron de migration des amplicons obtenus par RT-PCR : stabilité des
genes gfp et uidA dans la séquence du TuMV.

RT-PCRs sur des extractions d’ARNs totaux de feuilles bombardées avec de |'eau, la construction
p35TuNos, p35TuNos-CGFP, p35TuNos-CGUS, p35TuNos-GFP-GUS ou p35TuNos-GUS-GFP. Les
feuilles furent prélevées 15 ou 30 jours post-transfection. Les fleches situées au-dessus du

génome viral illustrent ’emplacement des amorces utilisées pour |’amplification de la région en
3’ (A) ou en 5’ (B).
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2 Insertion des génes codants pour un anticorps dans le TuMV

Compte tenu de la possibilité d’exprimer deux génes étrangers a partir
d’un seul TuMV recombinant, il s’inscrivait dans l’ordre des choses de tenter
’expression d’un hétérodimeére. Les anticorps sont sans doute parmi les plus
intéressantes protéines recombinantes a étre produites en grandes quantités. En
effet, leur pouvoir de liaison spécifique fait d’eux des outils versatiles pouvant
étre utilisés dans de multiples applications. Le dépistage d’immunoglobulines
humaines de faible affinité dans les banques de sang compte parmi celles-ci.
Employé dans la préparation des produits sanguins en vue d’une éventuelle
transfusion, le C5.1 est un anticorps monoclonal dirigé contre les IgG humaines.
Il fut produit avec succes dans des plantes transgéniques de Medicago sativa
(Alfalfa) (Khoudi et al. 1999). Initialement développées par Agriculture Canada,
I’Université Laval et Héma-Québec, ces plantes sont maintenant exploitées par la
compagnie Médicago. Avec leur collaboration, nous avons donc entamé les essais
d’expression du C5.1 a l’aide de notre vecteur TuMV. Les génes codant pour ses
chaines légeres et lourdes furent introduits dans chacun des sites d’insertion

exploités précédemment.

2.1 Constructions des plasmides

Le site de restriction Sacll fut créé de part et d’autre du géne kappa (x),
codant pour la chaine légére de ’anticorps C5.1, compris dans le plasmide pSK-
C5.1kappa (souche 1201 — Médicago). De méme maniére, le site de restriction
NgoMIV fut ajouté aux extrémités du géne gamma (y) codant pour la chaine
lourde du méme anticorps, issus du plasmide pSK-C5.1gamma (souche 1202 —
Médicago). La séquence codant pour le site de reconnaissance de la protéinase
VPg-Pro fut également introduit en amont du site de restriction situé en 3’ de
chacun des génes (Figure 24). Le géne k ou vy fut ensuite inséré dans la séquence

du TuMV en remplacement du géne gfp ou uidA compris dans la construction
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p35TuNos-GFP-GUS, pour générer les constructions p35TuNos-GFP-y et p35TuNos-
K-GUS (Figure 25A et B). Finalement, la construction p35TuNos-k-y (Figure 25C)
fut obtenue en substituant le gene gfp de p35TuNos-GFP-y par celui de la chaine
légere modifiée. La séquence en 5’ des genes kappa et gamma, codant pour le

peptide signal original, fut conservée.

Site additionnel de Site additionnel de
clivage de VPg-Pro clivage de VPg-Pro

Figure 24 : Construction du vecteur TuMV pour l’expression des génes codant
pour les chaines légére et lourde de |’anticorps C5.1

Position des génes k et y dans la séquence ADN du TuMV recombinant. La séquence signal
originale (rectangle orangé) est présente en 5’ des génes x et y. L’addition d’un site de clivage
reconnu par la protéinase VPg-Pro a l'extrémité carboxy des protéines kappa et gamma assure
leur libération de la polyprotéine virale (fléches blanches).
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Figure 25 : Cartes de restriction des constructions p35TuNos-k-GUS, p35TuNos-
GFP-y et p35TuNos-x-y
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2.2  Expression transitoire dans Brassica perviridis

2.2.1 Transfection

Comme dans le cas des constructions comportant un ou deux genes
rapporteurs, I’étude du potentiel infectieux fut réalisée en expression transitoire
avec la technique de bombardement particulaire. Selon les essais réalisés, entre
cing et vingt plantes de B. perviridis furent transfectées avec la construction
p35TuNos-GFP-y, p35TuNos-k-GUS ou p35TuNos-k-y. Chaque fois, au moins trois
plantes furent bombardées de microprojectiles en suspension dans de l’eau.
Exemptes de tout symptome, ces plantes remplirent le role de témoins négatifs
d’infection. De plus, au moins trois autres plantes furent bombardées avec des
particules d’or enrobées de la construction p35TuNos. Développant les
symptomes typiquement associés a la présence du TuMV sauvage (mosaique,
déformation foliaire, retard de croissance), ces plantes furent utilisées comme

témoins positifs d’infection.

Tous les virus recombinants (TuMV-GFP-y, TuMV-k-GUS, TuMV-k-y) ont
causé des symptomes caractéristiques d’une infection par le TuMV. L’infection
s’est toutefois manifestée avec beaucoup moins d’intensité que dans le cas du
virus sauvage (tableau Xl). En effet, les feuilles des plantes infectées par les
virus TuMV-k-GUS et TuMV-k-y ont montré une trés faible décoloration et trés
peu de déformations. L’ampleur des symptomes fut un peu plus grande dans le
cas des feuilles de plantes infectées par le TUMV-GFP-y. Par ailleurs, plus de
temps s’est écoulé avant [’apparition des premiéres mosaiques. Alors qu’elles
étaient visibles 16 a 25 jours aprés la transfection de la construction p35TuNos-
GFP-y, l’attente se prolongea entre 27 a 31 jours et entre 25 a 32 jours dans les
cas des constructions p35TuNos-kx-GUS et p35TuNos-k-y respectivement. De plus,
a chaque essai, une faible proportion des plantes transfectées avec ces deux
derniéres constructions ont présenté des symptomes. Un résumé des résultats

obtenus lors d’une expérience représentative est exposé dans le tableau XI.
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Tableau Xll : Apparition des symptomes suite a la transfection de plantes de
B.perviridis avec les constructions contenant une chaine légére ou lourde et
un gene rapporteur ou les deux chaines

Nombre de jours

. % de plantes Ampleur des , o
Constructions infectées symptomes * avant | app?ntion de
symptomes
«Mock inoculated» s/o s/o s/o
p35TuNos 100 % ++++ 8 a 14 jours
p35TuNos-k-GUS 20% + 27 a 31 jours
p35TuNos-GFP-y 75 % ++ 16 a 25 jours
p35TuNos-k-y 20% + 25 a 32 jours

* Les symptdmes comprennent mosaique, déformation foliaire et retard de croissance.
**s/0 : sans objet

La présence de virus fut confirmée par le ciblage de la capside virale en
immunobuvardage de type western (Figure 26). Une protéine de poids
moléculaire correspondant a celui de la capside virale (+33 kDa) fut révélée dans
les échantillons transfectés avec les virus TuMV, TuMV-kx-GUS, TuMV-GFP-y et
TuMV-k-y. Aucun signal ne fut détecté dans les échantillons provenant des

plantes bombardées de particules d’or en suspension dans ’eau.
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Figure 26 : Inémunobuvardage de type western sur des extractions protéiques
issues de feuilles de B. perviridis transfectées avec les constructions p35TuNos,
p35TuNos-k-y, p35TuNos-k-GUS ou p35TuNos-GFP-y.

Les feuvilles de deuxiéme et troisieme générations furent récoltées 30 jours post-transfection.
L’anticorps utilisé lors de "immunorévélation fut un anti-lapin de mouton couplé a la peroxydase.
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2.2.2 Expression des genes rapporteurs

L’activité de la GFP fut visible dans toutes les feuilles infectées avec le
TuMV-GFP-y ayant été observées sous la lumiére UV (Figure 27A). A ’opposé,
aucune fluorescence ne fut détectée a partir des feuilles transfectées par la
construction p35TuNos-k-GUS ou p35TuNos-k-y. Par ailleurs, aprés incubation
dans son substrat (X-GlcA), activité de la B-glucuronidase fut dévoilée dans les
feuilles de plantes transfectées avec la construction p35TuNos-k-GUS via
I’apparition de précipités bleus (Figure 27B). Les feuilles infectées par les virus
TuMV-GFP-y et TuMV-k-y ne présentérent aucune activité. De méme, les
échantillons prélevés de plantes saines ou infectées par le TuMV sauvage n’ont
pas révélé d’activité lorsqu’elles furent observées au microscope a fluorescence

ou suite a une incubation dans le substrat X-GlcA.

A) B)

Figure 27 : Expression des genes rapporteurs

A) Activité de la GFP dans une feuille infectée par le virus TUMV-GFP-y. L’observation fut
réalisée au microscope a fluorescence. B) Observation au binoculaire de l’activité de la B-
glucuronidase sur une feuille infectée par le virus TuMV-k-GUS. L’activité fut mise en évidence
par un test histochimique.
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2.2.3 Analyse de U’expression des genes kappa et gamma

L’expression des génes kappa et gamma fut vérifiée par immunobuvardage
de type western. Un sérum de chévre, dirigé contre les protéines murines et
couplé a la peroxydase, fut employé pour la détection des chaines légéres et
lourdes. Les protéines extraites des feuilles transfectées par les constructions
p35TuNos, p35TuNos-GFP-y, p35TuNos-k-GUS et p35TuNos-k-y furent d’abord
analysées en conditions réductrices (Figure 28A). Dans ces conditions, la
présence d’agent réducteur (tel que le B-mercaptoéthanol) brise les ponts
disulfures internes des protéines que la chaleur a dénaturées. En guise de
témoin positif, un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine VPg du virus de
la mosaique de la laitue (LMV) fut utilisé. Ainsi, les chaines légéres et lourdes de
ce dernier furent trés distinctement visibles (Figure 28A). D’un autre coté,
aucun signal ne fut décelé a partir des plantes infectés par le virus sauvage

(TuMV), témoin négatif de la présence de chaines légéres et lourdes.

Les essais réalisés avec les protéines extraites du matériel infecté par le
TuMV-k-y révélérent la présence de signaux aux environs de 60 kDa et 32 kDa
(Figure 28A). Il est possible que ces protéines soient des monomeéres de chaines
lourdes et légéres, bien que leur poids respectif soit légérement supérieur a celui
de chacune des chaines de l’anticorps témoin. Parallélement, parmi les
protéines issues de feuilles infectées par le TUMV-GFP-y, deux furent détectées
aux mémes poids moléculaires que les monoméres présumés de chaines lourdes
et légéres du C5.1 (Figure 28A). Etant donné I’absence du géne kappa dans la
construction p35TuNos-GFP-v, la protéine d’environ 32 kDa ne peut étre qu’une
chaine lourde tronquée ou dégradée. La chaine lourde native composerait alors
la bande ayant migré au poids le plus élevé. Par ailleurs, dans le cas des
extractions protéiques provenant de plantes infectées par le TuMV-k-GUS, seule
une trés faible bande d’environ 32 kDa fut visible (Figure 28A). Le poids

moléculaire de cette derniére incite a penser qu’il s’agit de chaines légéres.
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Les résultats obtenus en conditions réductrices démontrent la bonne
maturation de la polyprotéine. En effet, considérant la plus petite protéine
virale pouvant étre fusionnée a une chaine du C5.1, soit P1 (40 kDa) dans le cas
de la chaine légere et CP (33 kDa) dans le cas de la chaine lourde, les protéines
détectées auraient eu un poids moléculaire de beaucoup supérieur a celui

observe.

Les protéines extraites des feuilles transfectées par les constructions
p35TuNos, p35TuNos-GFP-y, p35TuNos-k-GUS et p35TuNos-k-y furent ensuite
analysées en conditions non réductrices (Figure 28B). Dans ces conditions,
’absence d’agent réducteur permet l’observation des complexes protéiques.
Ainsi, ’anticorps monoclonal témoin utilisé (anti-LMV) fut nettement visible dans
sa forme assemblée (H2L2) (Figure 28B). Dans le cas des échantillons issus de

plantes infectées par le virus sauvage, aucun signal ne fut enregistré.

A partir des extractions protéiques provenant de plantes infectées par le
virus TuMV-k-y, une bande de haut poids moléculaire co-migra avec celle
représentant l’anticorps témoin assemblé (-150 kDa). Compte tenu de la faible
résolution du gel a cette hauteur, il est probable que cette bande soit constituée
d’un assemblage de deux chaines lourdes et de deux chaines légéres (H2L2)
(~150 kDa) ou encore, de deux chaines lourdes et d’une chaine légére (H2L)
(~130 kDa). De plus, une bande d’environ 100 kDa, correspondant au poids
moléculaire d’un dimeére de chaines lourdes (H2), fut également détectée.
Finalement, ces mémes échantillons révélérent la présence de quatre autres
bandes de poids inférieurs d’environ ~52 kDa, ~-45 kDa, ~40 kDa et -30 kDa. Alors
que la premiere de ces bandes (~52 kDa) pourrait étre composée de monoméres
de chaines lourdes (H) et la derniére (-30 kDa) de monoméres de chaines légéres
(L), il se peut que les protéines d’environ 45 et 40 kDa détectées soient en fait

des produits de dégradation.

Plusieurs protéines furent également détectées a partir des échantillons

provenant de plantes infectées par le virus TuMV-GFP-y. Une trés grande
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quantité de ces protéines étaient de haut poids moléculaire. La résolution du gel
combinée a l’ampleur du signal ne permettent pas d’établir avec précision la
mobilité relative de ces protéines. Néanmoins, il est fort probable qu’il
s’agissent de diméres de chaines lourdes (-100 kDa) (H2). De plus, des
monomeéres de chaines lourdes semblent étre présents (52 kDa) (H). Par ailleurs,
il est possible que les protéines d’environ 75 kDa, 60 kDa et 40 kDa détectées
soient en fait différents stades de dégradation de monomeéres ou diméres de

chaines lourdes.

En ce qui concerne ’analyse de !’expression du gene kappa compris dans
la séquence du TuMV-k-GUS, rien ne put étre détecté en conditions non

réductrices a partir du matériel prélevé 30 jours suivant la transfection des

plantes.
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Figure 28 : Immunobuvardage de type western sur des feuilles de B. perviridis
non-infectées ou transfectées avec les constructions p35TuNos-k-y, p35TuNos-
GFP-y, p35TuNos et p35TuNos-k-GUS.

Les feuilles furent récoltées 30 jours post-transfection (jpt). Un anticorps de chévre couplé a la
peroxydase et dirigé contre les IgG de souris (chaines légéres et lourdes) fut utilisé. Les
extractions de protéines totales furent analysées en conditions (A) réductrices (avec B-
mercaptoéthanol et acide ascorbique) et (B) non réductrices (sans B-mercaptoéthanol). Un
anticorps monoclonal (mAb), dirigé contre la protéine VPg du LMV, fut utilisé en guise de témoin
de la présence de chaines lourdes et légeres.
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2.2.4 Stabilité des insertions

La stabilité des génes kappa et gamma insérés dans la séquence ADN du
TuMV fut étudiée par la technique du RT-PCR. Trente jours suivant la
transfection de plantes de B.perviridis avec chacune des constructions contenant
une ou les deux chaines de l’anticorps C5.1, des morceaux furent prélevés sur les
plus jeunes feuilles présentant des symptomes d’infection. La synthése d’ADN
complémentaire fut réalisée avec la méme procédure que celle employée lors de

I’analyse de la stabilité des génes rapporteurs.

L’amplification de la région 5’ des ADNc aux virus TuMV, TuMV-k-GUS,
TuMV-GFP-y et TuMV-k-y fut réalisée a l’aide d’amorces s’appariant aux génes
codant pour les protéines P1 et HC-Pro (Tableau IX; Figure 29A). Conformément
a la taille attendue des amplicons issus de virus sans insert (Tableau XIl), un
fragment d’ADN d’environ 800 pb fut obtenu dans le cas du TuMV. La présence
du géne kappa dans les virus recombinants TuMV-k-GUS et TuMV-k-y et du géne
gfp dans le virus TuMV-GFP-y fut démontrée par la production de bandes
d’environ 1500 pb. Le fait que ces bandes aient co-migrées avec les amplicons
issus de PCR laisse présumer de la stabilité des génes gfp et kappa. Ces PCR
furent réalisés a partir de ’ADN ayant servi a la transfection des plantes hotes.

Ils comportent donc une séquence n’ayant subi aucune délétion.

L’amplification de la région 3’ des ADNc aux mémes virus fut effectuée
avec une paire d’amorces s’appariant aux cistrons Pol et CP. La bande d’environ
600 pb obtenue dans le cas du TuMV s’accorde avec ce qui fut prévu dans le
tableau XII et atteste l’absence de géne étranger. L’insertion du géne uidA dans
la séquence codant pour le virus TuMV-x-GUS fut quant a elle marquée par la
production d’un fragment d’ADN d’environ 2 500 pb, taille correspondant a celle
attendue en présence d’un géne complet (Tableau Xll). Ce fragment fut par
contre accompagné de bandes plus petites indiquant la perte de séquences de
différentes longueurs. Cette instabilité génétique fut également observée dans
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le cas des virus TuMV-GFP-y et TuMV-k-y. En effet, en plus du fragment attendu
de 2 100 pb attribuable a la présence d’un géne gamma entier, |’amplification de
la région 3’ de ’ADNc au virus TuMV-GFP-y révéla une bande de taille inférieure
comparable a celle obtenue avec le virus sauvage. Dans le cas du TuMV-x-y, la
réaction de RT-PCR mena a plusieurs produits de tailles intermédiaires entre la
forme compléte du gene gamma et une forme raccourcie d’environ 30 %. Ces
résultats amenent a supposer que le géne gamma soit instable lorsqu’il est inséré

entre les génes Pol et CP du TuMV.

Tableau XIii : Tailles attendues des amplicons issus de RT-PCRs réalisés sur des
extractions d’ARN de feuilles infectées par le virus TuMV, TuMV-x-GUS,
TuMV-GFP-y ou TuMV-«-y

Sites d’insertion
Insert

Entre P1 et HC-Pro Entre Pol et CP
Aucun_ _ 783 pb 656 pb
kappa 1515 pb s/o
efp 1527 pb s/o
gamma s/o 2 057 pb

uidA s/o 2 486 pb

*s/o : sans objet
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Figure 29 : Stabilité des genes kappa et gamma dans la séquence du TuMV.

RT-PCRs sur des extractions d’ARNs totaux de feuilles infectées par le virus TuMV, TuMV-k-GUS,
TuMV-GFP-y ou TuMV-k-y. Les feuilles furent prélevées 30 jours post-transfection. Les fléches
situées au-dessus des molécules d’ADN complémentaire illustrent l’emplacement des amorces
utilisées pour l’amplification de la région en 5’ (A) ou en 3’ (B). Pour chaque virus recombinant,
le gel d’agarose fut chargé de maniére a visualiser les résultats du RT-PCR aux cotés de ceux d’un
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3 Elaboration d’une nouvelle stratégie d’insertion

L’élimination de la séquence codant pour la capside virale permettrait de
créer un nouveau site d’insertion dont la particularité serait d’étre limité par un
codon d’arrét. Cette caractéristique apporterait l’avantage de générer des
protéines étrangéres dont ’extrémité carboxy-terminale serait identique a celle
de la protéine native. Il est possible toutefois que des séquences agissant en cis
au niveau de la réplication du virus soient présentes a ’intérieur du cistron CP.
La délétion de la capside fut donc divisée en plusieurs étapes afin de rechercher

les séquences qui seraient indispensables a la réplication virale.

3.1 Constructions des plasmides

Une série de sept mutants porteurs de délétion au niveau de la capside fut
générée par mutagenése dirigée a partir de la construction p35TuNos-CGUS. Le
choix des sites de mutation fut établi en fonction des travaux effectués avec le
TEV par Mahajan et ses collégues (Mahajan et al. 1996). Pour fins de
comparaison, les séquences codant pour la capside de quatre potyvirus, dont le
TuMV et le TEV, furent alignées (Figure 30). La séquence codant pour la capside
du TuMV est composée de 288 codons. La séquence contenue entre le 3¢ codon
et les codons 125, 176, 215, 230, 263 et 272 fut éliminée par la technique
d’extension des chevauchements. La septiéme délétion s’étendit jusqu’au codon
d’arrét. Une représentation schématique des délétions introduites dans la

séquence codant pour la capside virale du TuMV est présentée dans la figure 31.
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Figure 30 : Alignement des séquences codant pour la capside virale des potyvirus
TuMV, TEV, PPV et ZYMV

Les acides aminés AGE (soulignés en rouge) furent conservés chez tous les mutants délétés. La
séquence comprise entre ces derniers et chacun de ceux encerclés en rouge fut éliminée
progressivement pour générer autant de mutants. Une délétion compléte (AGE-TAG) fut
également réalisée. Les sites de mutations furent choisis en fonction des points de délétions
réalisés dans la séquence du TEV au cours des travaux de Mahajan et ses collégues (Mahajan et
al. 1996) (soulignés en jaune). Ils furent également sélectionnés de maniére a créer une suite
d’acides aminés de nature comparable a celle des acides aminés en position 4-5 et 6 (encadrés).
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Les produits PCR porteurs des délétions A125, A176, A215, A230 et A263
furent clonés dans le vecteur intermédiaire pCR®4Blunt TOPO® pour donner les
plasmides TOPO-A125, -A176, -A215, -A230 et -A263. Ces derniers furent ensuite
digérés par les enzymes de restriction Mscl et Apal afin de transférer le fragment
contenant la délétion dans la construction p35TuNos-CGUS. On obtint alors les
constructions p35TuNos-CGUS-ACP125, -ACP176, -ACP215, -ACP230 et -ACP263.
Des problémes d’approvisionnement en vecteurs pCR®4Blunt TOPO® ont exigé
que les autres produits PCR (A272 et ACP) soient directement clonés dans la
construction p35TuNos-CGUS. Ces produits furent purifiés a partir d’un gel
d’agarose et l’échange des fragments Mscl/Apal permit que les constructions
p35TuNos-CGUS-ACP272 et -ACP soient générées.

6K1 6K2
HC-
Pt Po P3} a |vpgPro Pol GUS cp

A TR

— |

B)  »cgus ACVYHAGE
> ACP125 ——1 JED
» ACP176 — 1 _ L
»ACP215 — o StA
>ACP230 . L
»ACP263 . o L
» ACP272 L T
»ACP . . TAG

Figure 31 : Représentation schématique des délétions introduites dans la
séquence codant pour la capside virale du TuMV

A) Représentation du génome du TuMV-CGUS. B) Illustration détaillée de région correspondant a
la séquence codant pour la capside et le site de clivage reconnu par la VPg-Pro (ACVYHQ/A). Le
dernier acide aminé de la protéine GUS est donc une glutamine (Q) et le premier acide aminé de
chacune des capsides tronquées est une alanine (A). Les barres horizontales incurvées
représentent la séquence supprimée. Les délétions furent nommées en fonction de la position de
I’acide aminé qui suit immédiatement le dernier a avoir été éliminé.
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En guise de témoin négatif d’amplification génomique, un mutant défectif
pour la réplication fut créé (TuMV-CGUS/VNN). Ce mutant contient des
substitutions dans la séquence codant pour la polymérase (Pol), changeant le
motif conservé GDD pour VNN. Le plasmide p35TuNos-CGUS/VNN fut assemblé
par le transfert du fragment Clal/Clal du plasmide pSK-Clal/VNN vers la
construction p35TuNos-CGUS (Figure 32).

Afin de permettre que la série de TuMV mutants soit testée en
agroinfiltration, la séquence ADN de chaque virus recombinant pour la capside,
le motif VNN ou le géne uidA uniquement, fut transférée par une digestion
Smal/Apal dans le vecteur pGreenll0000. Ainsi, on obtint les constructions
pGreen-CGUS-ACP125, -ACP176, -ACP215, -ACP230, -ACP263, -ACP272, -ACP,
pGreen-CGUS/VNN, pGreen-CGUS.

EcoRV
BamHI

p35TuNos-C-GUS VNN
cP 15088 bps

“Clal

‘EcoRI

Figure 32 : Carte de restriction de p35TuNos-CGUS/VNN

Il importe de noter que le premier site Clal du plasmide p35TuNos (en position 1895) est méthylé
dans E.coli et par conséquent, n’est pas clivé.
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3.2 Expression transitoire dans Nicotiana benthamiana

3.2.1 Transfection chimique de protoplastes

Au cours des essais préliminaires, une quantité égale (20pg) de chacun des
plasmides p35TuNos-CGUS-ACP125, -ACP176, -ACP215, -ACP230 et -ACP263 fut
utilisée pour transfecter des protoplastes dérivés de Nicotiana benthamiana. La
méme charge du plasmide parental p35TuNos-CGUS fut inoculée en paralléle afin
de remplir le role de témoin positif de la réplication virale. Dans le but
d’obtenir un témoin négatif en spectrofluorométrie, des protoplastes furent
transfectés avec de l’eau uniquement. Chaque transfection fut réalisée en
duplicata. Le pouvoir réplicatif des ces cinq mutants fut vérifié indirectement
par le dosage enzymatique de Uactivité GUS. Les analyses en
spectrofluorométrie révélérent la présence d’une activité variant de 35% a 96%
de celle enregistrée avec le TUMV-CGUS (Figure 33). Malgré que le mutant TuMC-
CGUS-ACP263 ait subi la plus grande délétion de séquence, il présenta une
activité GUS de 10.05 pmol/min/mg de protéines, niveau comparable a celui du
vecteur TuMV parental (10.44 pmol/min/mg de protéines). Les mutants TuMV-
CGUS-ACP125 et -ACP230 affichérent quant a eux les plus bas niveaux d’activité,
soit 3.84 pmol/min/mg de protéines et 3.72 pmol/min/mg de protéines.
Finalement, les mutants TuMV-CGUS-ACP176 et -ACP215 affichérent une activité
GUS environ 50% moins forte que dans le cas du TuMV-CGUS. Il semble donc que

la capacité de réplication ait été maintenue chez tous les mutants testés.

101



Activite GUS
(pmol/min/mg)

10 -
8
&
4
] I
0 4

CGUS CGUS- CGUs- CGUS- CGUS- CGUs-
ACP125  ACP176  ACP215  ACP230  ACP263

Mutants TuMV-

Figure 33 : Pourcentage de réplication génomique de différents TuMV mutants
pour la capside.

La réplication fut évaluée par le dosage enzymatique de |’activité GUS en utilisant un substrat
fluorogénique (4-Methylumbelliferyl B-D-glucuronide). Les valeurs moyennes de 4-MU libéré en
fonction du temps et de la quantité de protéines totales extraites furent comparées entre les
différents mutants testés et le TuMV-CGUS. On peut voir que la capacité de réplication semble
avoir été maintenue chez tous les mutants ayant subi la perte de séquence.
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Afin de distinguer U’activité issue de la simple transcription et traduction
de UADN transfecté de celle issue de la réplication virale, d’autres essais
incluant le mutant défectif pour la réplication (TuMV-CGUS/VNN) furent
effectués. Les plasmides p35TuNos-CGUS-ACP272, -ACP furent également inclus

dans ces essais. De plus, chaque transfection fut exécutée en quadruplicata.

Les résultats obtenus & chacune des trois inoculations indépendantes
furent toutefois incohérents. Alors que pour le témoin positif (TUMV-CGUS) des
valeurs semblables étaient enregistrées, les données recueillies avec les TuMV
mutants pour la capside variaient énormément d’un réplicat a l’autre. Seule une
trés petite quantité de fluorescence aurait dii &tre observée avec le témoin
négatif (TuUMV-CGUS/VNN). Cependant, comme dans le cas des autres mutants,
des valeurs aberrantes furent notées, allant de l’absence quasi totale de
fluorescence a une quantité de beaucoup supérieure a celle rencontrée dans le
cas du TuMV-CGUS.

Devant U'impossibilité d’obtenir de résultats qui soient reproductibles avec
la technique des protoplastes, des essais en expression transitoire furent donc

entamés avec la technique d’agroinfiltration.
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3.2.2 Agroinfiltration de feuilles de Nicotiana benthamiana

Tous les mutants TuMV pour la capside, le motif VNN ou le géne uidA
uniquement, clonés dans le vecteur binaire pGreenll0000, furent transformés
dans Agrobacterium tumefaciens. Un essai en expression transitoire fut réalisé
au cours duquel les quatre feuilles de deux jeunes plants (3 semaines) de
Nicotiana benthamiana furent agroinfiltrés par une des suspensions bactériennes

porteuses d’une construction a tester.

La réplication virale fut analysée par le biais de ’expression de |’enzyme
GUS. Pour visualiser son activité, les feuilles infectées furent placées en
présence d’un substrat chromogénique (acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
glucuronique). Différentes quantités de précipités bleus, témoins de l’activité
de U'enzyme GUS, furent observées sur toutes les feuilles agroinfiltrées. Une

feuille représentative de chaque agroinfiltration est présentée dans la figure 34.

Les résultats observés a partir des feuilles agroinfiltrées avec la
construction p35TuNos-CGUS/VNN révélerent de l’activité GUS. Ceci indique
donc qu’une partie de l’activité GUS détectée sur toute feuille agroinfiltrée avec
une construction ADN contenant le géne uidA doit étre attribuée a la simple
transcription et traduction de cet ADN. Les mutants TuMV-CGUS-ACP125, -
ACP176, -ACP230, -ACP272 et -ACP semblent toujours capable de se répliquer

malgré la séquence délétée.
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Figure 34 : Activité de la B-glucuronidase dans des feuilles agroinfiltrées par les
TuMV mutants pour la capside, le motif VNN et le géne uidA uniquement.

Feuilles de Nicotiana benthamiana prélevées 48 hres suivant l’agroinfiltration et incubées 16 hres
dans le substrat X-Glc. Elles furent décolorées a ’éthanol 70%. A) Témoin positif; TuMV-CGUS,
B) Témoin négatif; TUMV-CGUS/VNN, C) TuMV-CGUS-ACP125, D) TuMV-CGUS-ACP176, E) TuMV-
CGUS-ACP215, F) TuMV-CGUS-ACP230, G) TuMV-CGUS-ACP263, H) TuMV-CGUS-ACP272, |) TuMV-

CGUS-ACP288.
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Chapitre 4

Discussion

Plusieurs études ont démontré la possibilité d’introduire un géne étranger
dans le génome d’un potyvirus. Le vecteur résultant, lorsque inoculé sur une
plante susceptible, permettait une expression simultanée de la protéine
étrangere et des protéines virales (Dolja et al. 1992; Guo et al. 1998; Fernandez-
Fernandez et al. 1998; Choi et al. 2000; Masuta et al. 2000; German-Retana et
al. 2000; Arazi et al. 2001b). L’amplification par le virus engendrait néanmoins
la perte graduelle du géne d’intérét (Dolja et al. 1992; Guo et al. 1998; Choi et
al. 2000; German-Retana et al. 2000; Arazi et al. 2001b).

La réduction du nombre de cycles de réplication virale permettrait de
minimiser ce probléme d’instabilité génétique. Dans le but de conserver Uinsert
entier dans un maximum de copies virales, nous visons a intégrer ’ADNc du virus
recombinant dans le génome de la plante. Chaque cellule agira en tant que
source stable de transcrits complets et la durée de linfection pourra étre
réduite au minimum. Par ailleurs, les séquences non essentielles a la survie du
virus pourront étre éliminées du réplicon pour ainsi faciliter son intégration dans
le chromosome de I’hdte. La regénération des cellules transformées en plantules
sera finalement rendue possible grace a la présence d’un promoteur inductible

qui contrdlera la transcription du réplicon.



1 Insertion de genes rapporteurs

En utilisant une copie ADN du génome du virus de la mosaique du navet
(TuMV), notre équipe a d’abord réalisé deux premiéres constructions contenant
le géne rapporteur gfp ou uidA inséré entre les cistrons P1 et HC-Pro. Ce site
s’était déja avéré approprié pour U'expression d’un géne étranger chez les
potyvirus TEV (Dolja et al. 1992), PPV (Guo et al. 1998), LMV (German-Retana et
al. 2000) et CIYVV (Masuta et al. 2000). Les résultats préliminaires avec le TuMV
ont révélé la bonne expression de GFP et de GUS (Beauchemin 2003). Un site
d’insertion dans la région 3’ de la séquence virale fut également reconnu
adequat pour I’expression d’un géne étranger chez d’autres potyvirus tel que le
PPV (Fernandez-Fernandez et al. 1998) et le ZYMV (Arazi et al. 2001b) de méme
que chez un virus apparenté, le WSMV (Choi et al. 2000). Dans le but de
déterminer la possibilité d’exploiter ce second site d’insertion chez le TuMV, les
genes rapporteurs gfp et uidA furent indépendamment clonés entre les génes

codant pour les protéines Pol et CP.

Le clonage fut réalisé sans entrainer de changement dans la séquence des
protéines du virus afin de réduire les risques d’interférence avec les fonctions
virales. La région Pol-CP de la polyprotéine encodée par p35TuNos-NgoMIV
consiste en une protéine Pol intacte, mais dont le dernier acide aminé (alanine)
(faisant partie du site de clivage naturel Pol-CP) est encodé par une séquence
nucléotidique modifiée pour créer le site de restriction NgoMIV. Par ailleurs, le
site de reconnaissance de la protéinase VPg-Pro qui fut ajouté a l’extrémité
carboxy-terminale de chacun des génes rapporteurs posséde la méme séquence
en acides aminés que le site Pol-CP original, mais est encodé par une séquence
dans laquelle le troisieme nucléotide de chaque codon fut changé. Cette
précaution fut prise dans le but d’éviter la duplication de séquences virales et

ainsi, réduire les risques d’événements de recombinaison.

Les protéines étrangeres furent donc bordées par les sites de clivage P1 et

VPg-Pro lorsque présentes a ’extrémité amino-terminale de la polyprotéine
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(Beauchemin 2003) et par deux sites de clivage VPg-Pro lorsque partie intégrante

de 'extrémité carboxy-terminale de la polyprotéine.

Le potentiel infectieux de ces deux nouvelles constructions (p35TuNos-
CGFP et -CGUS) fut ensuite vérifié en expression transitoire par bombardement
particulaire. Mosaique, déformation foliaire et retard de croissance furent
autant de symptomes observés sur la majorité des plantes ayant été
transfectées. L’insertion de séquences étrangéres dans la région 3’ n’a donc pas
aboli la capacité du virus d’engendrer une infection systémique. L’intensité du
pouvoir pathogéne des TuMV recombinants fut toutefois altérée par les
modifications apportées a la séquence du virus sauvage. En effet, certaines
plantes bombardées ne développérent aucun symptéme et ne révélérent aucun
signal lors de la recherche de capside virale. La proportion des plantes n’ayant
subi aucun préjudice suite a la transfection fut plus grande dans le cas du TuMV-
CGUS que dans celui du TuMV-CGFP. Le géne uidA semble donc diminuer la
virulence du vecteur viral de facon plus importante que ne le fait le géne gfp.
Cette diminution de la virulence s’est également traduite chez les plantes
infectées par un délai avant l’apparition des signes d’infection. Par ailleurs, plus
le nombre de jours précédant la venue des premiers symptémes était grand,

moins ces symptomes étaient prononceés.

Malgré la réduction de leur pouvoir pathogéne, chacun des vecteurs TuMV
permit l’expression d’une grande quantité de protéines fonctionnelles. Ainsi, il
fut possible d’observer une fluorescence caractéristique de U’expression de la
GFP a partir de feuilles infectées avec le TuMV-CGFP. Dans le méme ordre
d’idées, la protéine GUS exprimée via le vecteur TuMV-CGUS fut apte a
hydrolyser le substrat chromogénique dans lequel les feuilles prélevées furent

incubées.

C’est donc a partir de ces TuMV recombinants que ’expression simultanée
de deux genes étrangers fut tentée. Deux constructions additionnelles furent

réalisées portant a chacun des sites d’insertion créés, un ou l’autre des génes

109



rapporteurs.  L’intérét de produire simultanément deux protéines est la
production éventuelle d’hétérodiméres. La production via un vecteur TuMV
faciliterait la formation de tels complexes puisque, étant membre de la
polyprotéine virale, les deux peptides se retrouveraient en quantités

éequimolaires.

Tout comme dans le cas des constructions comportant un seul géne
étranger, le pouvoir infectieux des constructions p35TuNos-GFP-GUS et -GUS-GFP
fut testé en expression transitoire avec la technique de bombardement de
microprojectiles. Des symptomes comparables a ceux déja observés furent
détectés sur les plantes transfectées, permettant d’affirmer que la présence des
deux génes rapporteurs n’invalide pas complétement le virus. Elle semble par
contre accentuer la réduction de la virulence du TuMV. Alors qu’on obtint la
méme proportion de plantes infectées par le TuMV-GFP-GUS que par le virus
n’exprimant que le géne uidA, ce pourcentage chuta dans le cas de du TuMV-
GUS-GFP. L’ampleur des symptomes fut également diminuée par rapport a ceux
rencontrés en présence d’un virus sauvage et plus de temps fut requis avant de
pouvoir les observer. Néanmoins, chacun des deux nouveaux vecteurs TuMV

parvinrent a produire des protéines GFP et GUS fonctionnelles.

La présence de virus fut confirmée par la détection en immunobuvardage
de la capside virale, une protéine stable qui s’accumule en grande quantité.
Cette derniéere fut détectée apres 8 jours d’infection dans le cas du virus sauvage
alors qu’il fallut en attendre 15 avec les virus recombinants TuMV-CGFP, TuMV-
CGUS et TuMV-GFP-GUS. La double insertion de génes n’apparait donc pas nuire
outre mesure a la réplication virale. Tout au plus, dans le cas du TuMV-GUS-GFP,
elle accentua les retards déja rencontrés puisque 30 jours furent nécessaires
avant de pouvoir détecter la protéine de la capside. Ainsi, tel que les délais
précédant |’apparition des symptomes le laissaient supposer, Uinsertion de gfp
ou de uidA eut ’effet de retarder la réplication du TuMV.
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Il est fort probable que la taille du géne inséré influence la capacité
réplicative du virus. En effet, le géne uidA (~1 800 pb) semblait nuire de
maniere plus forte a la virulence du TuMV que le géne gfp (~-740 pb). De la
méme facon, lorsque les deux génes étaient insérés dans la séquence du virus, la
force des symptomes était moindre. Des observations similaires furent
enregistrées avec des vecteurs basés sur d’autres potyvirus (Guo et al. 1998; Choi
et al. 2000; German-Retana et al. 2000; Fernandez-Fernandez et al. 2001; Arazi
et al. 2001b). Néanmoins, le nombre de cas d’infection par le TuUMV-CGUS et le
TuMV-GFP-GUS fut comparable.

Est-il possible alors qu’en plus de la taille, la position de Uinsert influence
également le pouvoir réplicatif du vecteur ? Tel qu’il a été supposé par |’équipe
de German-Retana (German-Retana et al. 2000), il se peut que les séquences
additionnelles perturbent la structure tridimensionnelle de la polyprotéine. Ces
changements pourraient ainsi altérer ’efficacité et/ou la vitesse de protéolyse
de la polyprotéine et donc influencer la démarche de chacune des étapes du
cycle viral. La position de la protéine étrangére dans la polyprotéine aurait alors
un impact important. Dans cet ordre d’idées, le site d’insertion en position 3’ de
la séquence du TuMV supporte peut-étre mieux l’ajout d’inserts de grandes
tailles ou encore, empéche la formation de structure secondaire de ’ARN. Il a
d’ailleurs été rapporté que U'insertion d’un géne étranger entre les cistrons P71 et

HC-Pro du ZYMV ne mene a aucune expression in planta (Arazi et al. 2001b).
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Un troisiéme facteur pouvant influencer la capacité réplicative du vecteur
TuMV est Uefficacité de la maturation de la polyprotéine virale. Les résultats
obtenus démontrent que la présence du géne uidA affecte négativement la
réplication du virus. Or, lanalyse de l'expression de ce géne en
immunobuvardage révéla un signal supplémentaire de haut poids moléculaire.
Ceci pourrait laisser supposer que le processus de maturation de la polyprotéine
s’effectuerait dans ce cas de maniére partielle. Les fonctions de la protéine en
fusion avec GUS pourraient alors étre entravées, ce qui pourrait en partie
expliquer les différences observées au niveau de la virulence des vecteurs

porteurs du géne uidA.

Afin de déterminer avec quelle protéine GUS serait en fusion, d’autres
analyses en immunobuvardage devraient étre effectuées ou les protéines P1, HC-
Pro, Pol et CP seraient tour a tour ciblées. Néanmoins, il ne serait pas étonnant
de découvrir qu’il s’agisse des protéines virales situées immédiatement en aval
de GUS dans la polyprotéine, soit HC-Pro ou CP selon le site d’insertion exploité.
En effet, il est possible que le site artificiel de clivage ne soit pas aussi

efficacement reconnu par la protéinase VPg-Pro.

D’un autre coté, il fut proposé que la nature des acides aminés situés a
proximité d’un site de clivage puissent influencer le taux d’efficacité de la
protéolyse (Dougherty & Parks 1989; Carrington et al. 1993; Riechmann et al.
1995; Schaad et al. 1996). Puisque la régulation de U’expression des génes
potyviraux ne semble pas survenir au niveau transcriptionnel, des chercheurs ont
pensé déterminer si une telle régulation serait possible via un processus de
maturation différentiel (Dougherty & Parks 1989; Merits et al. 2002). La
modulation de la vitesse de clivage a la jonction des produits de différents génes
semble en effet étre un mécanisme potentiel pour réguler la cinétique de la
formation de ces mémes produits. Aussi, ils démontrérent que la présence ou
’absence de certains acides aminés a l’intérieur ou prés d’un site de clivage
affectait la protéolyse. La modification de la séquence en acides aminés du

TuMV par 'insertion de la protéine GUS pourrait alors avoir eu un effet analogue.
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D’autre part, tel que mentionné précédemment, il se pourrait que la présence de
la protéine GUS ait simplement modifié la conformation de la polyprotéine,

nuisant alors a la reconnaissance et/ou a la protéolyse des sites de clivage.

Dans un autre ordre d’idées, la stabilité des insertions fut vérifiée par la
technique du RT-PCR. Le premier site d’insertion analysé fut celui entre les
protéines P1 et HC-Pro. Le géne gfp qui y fut inséré parut avoir conservé sa
séquence intacte, méme aprés 30 jours d’infection. Lorsque ce fut le géne uidA
qui y prit place, de |’instabilité fut observée 15 jours post-infection. A 30 jours
post-infection, trois populations différentes d’ARN viral semblaient co-exister.
La plus importante contenait le géne en entier tandis qu’une autre présentait
une délétion atteignant pratiquement la moitié de la taille originale du géne. La
derniére population paraissait avoir complétement perdu le géne en question.
En effet, on observa une bande de taille inférieure a celle obtenue avec le
vecteur vide (TuMV sauvage), suggérant que les variants délétés avaient
également perdu une portion de la séquence virale. Des résultats comparables
furent obtenus avec les vecteurs d’expression basés sur le TEV (Dolja et al. 1992)
et le LMV (German-Retana et al. 2000), ou des mutants portaient des délétions

dans la séquence codant pour HC-Pro.

Le gene gfp inséré dans le second site d’insertion sembla tout aussi stable
qu’en position 5’ de I’ARN viral. Par ailleurs, tout comme lorsqu’inséré entre les
cistrons P1 et HC-Pro, le géne uidA fut instable 15 jours post-infection. Encore
une fois, plusieurs populations de variants furent observées et moins de 30 jours
suffirent pour éliminer la majeure partie de la séquence du géne. Des résultats
analogues furent obtenus lorsque ce géne fut cloné entre les génes codant pour
les protéines Pol et CP du ZYMV (Arazi et al. 2001b) ou du WSMV (Choi et al.
2000).
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D’autre part, il est intéressant de noter que les travaux effectués avec le
LMV (German-Retana et al. 2000) et le ZYMV (Arazi et al. 2001b) ont eux aussi
démontré que le géne gfp présentait une plus grande stabilité génétique que le
gene rapporteur uidA. Les deux équipes en sont venues aux mémes conclusions
malgré qu’elles exploitaient chacune un site d’insertion différent dans la

polyprotéine potyvirale.

L’instabilité génomique pourrait donc étre liée a la taille et a la séquence
nucléotidique du géne inséré. Le mécanisme exact par lequel ces
réarrangements surviennent demeure encore méconnu. L’ensemble des
évidences disponibles supportent le modéle qui soutient qu’au cours de la
réplication, U'ARN polymérase ARN dépendante marquerait des pauses et
effectuerait quelques fois un changement spontané de matrice. Les analyses de
seéquences provenant de variants porteurs de délétions n’indiquent aucune
similarité significative (Dolja et al. 1993; Guo et al. 1998). L’appariement de
bases entre la matrice et ’ARN en synthése ne semble pas essentiel dans ces
événements de recombinaison. La dissociation et la réassociation de la
polymérase paraissent donc se faire au hasard (Dolja et al. 1993). Toutefois, il
fut suggéré que la présence de régions riches en A dans la séquence de uidA
pourrait servir de site de pause pour la réplicase durant la synthése du brin
positif et ainsi faciliter le changement de matrice (Guo et al. 1998). Ces régions
joueraient le role proposé pour les séquences riches en AU dans la recombinaison
homologue. Selon toutes hypothéses, ces remaniements entraineraient parfois
des pertes de séquences virales. Seuls les variants n’ayant accumulé aucune
déletion a l'intérieur de séquences vitales pourraient poursuivre leur cycle viral.
Ainsi, puisque non essentiel a la survie du virus, les génes étrangers seraient
progressivement délétés ou modifiés suivant le nombre de réplications
impliquées dans le processus d’infection systémique de L’hdte (Porta &
Lomonossoff 2002).
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2 Insertions des genes codants pour C5.1

Les résultats obtenus avec la double expression de génes étrangers nous
ont encouragé a vouloir tester la production d’anticorps par l'intermédiaire de
notre vecteur. Les anticorps monoclonaux ont prouvé étre d’une valeur
inestimable pour le diagnostic, la prévention et le traitement de maladies, ainsi
que dans différents usages en laboratoire et en industrie. Parmi ceux-ci, le C5.1
est un anticorps monoclonal spécifique pour les IgG humaines qui permet le
dépistage d’anticorps anti-érythrocyte de faible affinité dans le sérum humain
(St Laurent et al. 1993). Il fait partie des réactifs anti-globuline humaine (AHG)
largement utilisés dans les banques de sang pour le typage des globules rouges et
pour établir la compatibilité donneurs-receveurs. Compte tenu de ’importance
de cet anticorps en milieu hospitalier, une production a grande échelle et a
faible colt serait plus que profitable. L’expression de ce dernier fut déja tentée
avec succeés dans des plantes transgéniques (Khoudi et al. 1999). Cette plate-
forme est maintenant exploitée par la compagnie Médicago et c’est en

partenariat avec eux que nous avons entamé nos travaux.

Plusieurs autres équipes ont démontré que des plantes transgéniques
pouvaient exprimer et assembler des immunoglobulines fonctionnelles (Hiatt et
al. 1989; Zeitlin et al. 1998; Khoudi et al. 1999; Stoger et al. 2000; Valdes et al.
2003), incluant des molécules relativement complexes telles que des IgA
sécrétoires composées de 4 chaines polypeptidiques séparées (Ma et al. 1995).
Des vecteurs basés sur le virus X de la patate (PVX) et le virus de la mosaique du
tabac (TMV) ont tous les deux été utilisés pour la production d’anticorps dans le
tabac, incluant des fragments scFv (McCormick et al. 1999; Hendy et al. 1999;
Roggero et al. 2001) et des immunoglobulines complétes (Verch et al. 1998).
Dans le dernier cas, deux vecteurs TMV furent requis, un premier exprimant la
chaine lourde et le second exprimant la chaine légére. La co-infection des plants
de tabac avec chacun de ces virus fut nécessaire a ’assemblage adéquat de

Uanticorps fonctionnel (Verch et al. 1998). L’exploitation des deux sites
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d’insertion créés dans notre vecteur TuMV apporterait donc |’avantage de

pouvoir exprimer les deux chaines a partir d’une seule molécule d’ARN viral.

Lors de la construction du vecteur, le ciblage sub-cellulaire des chaines
légere et lourde fut considéré. L’environnement du réticulum endoplasmique
(RE) favorise le repliement et |’assemblage adéquat des anticorps alors que la
glycosylation survient dans le RE et l’appareil de Golgi. Des améliorations
significatives dans les rendements d’anticorps recombinants produits dans des
plantes transgéniques ont été observées lorsque les chaines furent ciblées vers la
voie de sécrétion au lieu de vers le cytosol (Conrad & Fiedler 1998). Afin de
maximiser les rendements en anticorps fonctionnels, nous avons donc choisi de
conserver la séquence signal originale a Uextrémité 5’ des génes kappa et
gamma. Il fut démontré que le peptide signal correspondant permet de diriger
efficacement vers la voie de sécrétion par une importation co-traductionnelle
dans le RE (Hiatt et al. 1989; Ma et al. 1994; Bruyns et al. 1996; Conrad & Fiedler
1998; Schillberg et al. 1999; Sharp & Doran 2001a).

C’est en fonction de la taille des génes kappa (k) et gamma (y) que nous
avons déterminé quel site d’insertion ils allaient occuper dans la séquence du
TuMV. Puisque le virus recombinant TuMV-GFP-GUS fit preuve d’une virulence
plus grande que celle du TuMV-GUS-GFP, le géne k (~730pb) fut inséré entre les
cistrons P1 et HC-Pro et le gene y (-1400pb), entre ceux de Pol et de CP. Chacun
des genes étrangers fut bordé par des sites de clivages afin d’assurer leur
libération de la polyprotéine. Les constructions intermédiaires contenant soit les
genes gfp et v, soit les génes « et uidA furent conservées. Le choix d’étudier
également ces vecteurs intermédiaires fut fait advenant |’éventualité ou aucune
expression n’aurait été détectée avec le TuMV-k-y. De cette maniére, nous

aurions pu vérifier quelle insertion (k ou y) en aurait été responsable.

Le potentiel infectieux des constructions comportant une ou deux chaines
de Uanticorps fut confirmé en expression transitoire par la technique du

bombardement particulaire. Dans tous les cas, la capacité de provoquer une
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infection systémique fut conservée. L’intensité des symptdomes fut néanmoins de
beaucoup inférieure a celle observée en présence du TuMV sauvage. Alors que la
virulence du TuMV-GFP-y fut comparable a celle du TuMV-GFP-GUS, les deux
autres vecteurs TuMV (TuMV-k-GUS et TuMV-k-y) ont vu leur pouvoir pathogéne
grandement réduit. Une trés faible proportion de plantes ayant été bombardées
avec ces deux virus recombinants a développé une infection. Il est permis de
croire que la nature du géne étranger puisse étre un facteur supplémentaire
influencant la virulence d’un virus chimérique. En effet, nous aurions pu nous
attendre a ce que les vecteurs TuMV-k-GUS et TuMV-GFP-GUS, dont la taille ne
differe que de 9 nucléotides, provoquent des infections comparables. De plus,
malgré que le TuMV-x-y soit plus petit que ces derniers de ~ 440 nucléotides, il
ne parait pas s’en étre trouvé avantagé. Il semblerait donc que le géne kappa

soit en lien avec la diminution du pouvoir pathogene du TuMV.

La production de chacune des chaines fut alors étudiée par western blot.
Il est bien de noter que dans la littérature, [’analyse en immunobuvardage de la
production d’anticorps dans les plantes est généralement réalisée a partir de
matériel purifié. Afin d’épargner temps et argent, nous avons plutét choisi
d’étudier la production a partir d’extraits bruts. Les protéines furent de plus
analysées en absence et en présence de B-mercaptoéthanol. Ceci permit de soit
conserver les ponts disulfures intacts et de voir si l’anticorps s’assemblait
correctement, soit de briser ces ponts et de visualiser l’expression de chacune

des chaines produites.

En conditions non réductrices (sans B-mercaptoéthanol), les chaines
légeres et lourdes produites par le TuMV-x-y semblérent se retrouver
majoritairement sous forme monomérique. Quelques chaines montrérent tout de
méme s’étre assemblées en anticorps complet (H2L2) et en intermédiaires
d’assemblage (H2L et H2). Des patrons d’assemblage comparables furent
observés a partir de plants de tabac transgéniques pour les génes kappa et
gamma de deux IgG1 différentes (De Neve et al. 1993; Ma et al. 1994). Par
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ailleurs, ’analyse en immunobuvardage des plantes ayant été co-infectées par
’ensemble de vecteurs TMV exprimant les chaines d’un anticorps démontra des
résultats tout aussi semblables (Verch et al. 1998). La faiblesse de ces ratios
hétérodimeres/monomeéres pourrait trouver une explication dans la présence de
protéases le long de la voie de sécrétion dont le réle est de dégrader les
protéines étrangéres (Sharp & Doran 2001b). Par ailleurs, il est possible que les
protéines observées en conditions non réductrices au poids correspondant a
chacun des monomeres soient en fait des fragment d’anticorps dégradés. En

effet, la technique du western blot ne permet pas de les différencier.

Pour sa part, le vecteur TuMV-GFP-y produisit principalement des chaines
lourdes qui s’assemblérent dans la forme dimérique (H2). Seule une petite
proportion demeura sous forme de monomeéres. Puisqu’aucune bande ne fut
détectée dans les extraits de plantes infectées par le TuMV, les bandes
supplémentaires observées avec ces deux vecteurs représentent sans doute des
fragments de protéolyse. Cette dégradation, aussi notée par d’autres équipes
(Ma et al. 1994; Verch et al. 1998; Sharp & Doran 2001b), pourrait également
étre attribuable aux protéases présentes dans la plante ou encore, a celles

libérées durant la procédure d’extraction.

En conditions réductrices (avec B-mercaptoéthanol), des patrons de
migration presque identiques furent observés avec les échantillons issus de
plantes infectées par le TuMV-x-y et le TUMV-GFP-y. Alors que ces résultats
semblent confirmer la production de chaines lourdes, celle de chaines légéres
pourrait étre contestée. En effet, le TUMV-GFP-y a révélé la présence d’un signal
de forte intensité au poids correspondant a celui de la chaine légére (~30 kDa).
Il est fort possible qu’il s’agisse de fragments de protéolyse puisque des produits
de dégradation similaires furent rapportés (Ma et al. 1994; Verch et al. 1998;
Sharp & Doran 2001b). Néanmoins, le signal analogue détecté avec le TuMV-x-y
pourrait aussi étre de la dégradation et non de la chaine légere. De plus, le

TuMV-x-GUS ne parut produire aucune chaine légére lors d’analyses en conditions
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non réductrices et seules des traces furent décelables lorsque les extraits
protéiques furent placés en présence de B-mercaptoéthanol. Toutefois, un
phénoméne comparable fut rapporté dans le cas de plantes transgéniques pour le
gene de la chaine légére uniquement (Hiatt et al. 1989; Khoudi et al. 1999). Il
est possible que les monomeéres de chaines légéres soient instables et se
dégradent sans qu’une accumulation significative ne puisse étre détectée. Dans
les deux études, lorsque ces plantes furent croisées avec celles produisant la
chaine lourde, la chaine légére put étre détectée en conditions réductrices. En
outre, rappelons que les assemblages H2L et H2L2 furent nettement visibles en
conditions non-réductrices, il est donc permis de présumer de la présence de
chaines légéres. L’utilisation d’un anticorps dirigé contre la chaine légére
uniquement (Exalpha Biologicals Inc. Catalogue #X1210P ou SouthernBiotech
Catalogue #1050-04) ou encore, une purification sur colonne avec la protéine L
(Pierce Catalogue #20510 ou Genomics One #CLBL201-0.5) nous permettrait de
confirmer cette hypothése. De plus, le séquencage de la portion amino-
terminale des principales bandes détectées fournirait des renseignements

précieux permettant de confirmer ’identification des protéines observées.

Rappelons par ailleurs les résultats obtenus lors de l’analyse en
immunobuvardage de la protéine GUS. La bande de haut poids moléculaire
observée a partir de tous les vecteurs porteurs du géne uidA laissait présumer
que la maturation de la polyprotéine fut partielle. Il aurait donc été permis de
supposer que les bandes ayant co-migré avec ’anticorps assemblé soit en fait des
chaines légéres ou lourdes en fusion avec la ou les protéines adjacentes.
Toutefois, dans le cas du TuMV-x-y, les résultats en conditions réductrices
révélent deux bandes uniques dont les poids permettent d’affirmer qu’il s’agit de
chaines légeéres et lourdes. Si des protéines étaient demeurées fusionnées, elles
auraient également été détectées. Ces résultats confirment donc qu’il y a bien

eu assemblage entre les chaines légéres et lourdes du C5.1.
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D’un autre cé6té, le poids des chaines individuelles fut légérement
supérieur a celui attendu. Ceci pourrait étre attribuable aux acides aminés
additionnels qui sont présents a chacune des extrémités des chaines légéres et
lourdes. En effet, le clivage par les protéinases virales P1 et VPg-Pro a laissé les
acides aminés Ser-Ala-Ala-Gly (SAAG) et Ala-Gly (AG) a Uextrémité amino-
terminale des chaines légére et lourde respectivement et les acides aminés Ala-
Cys-Val-Tyr-His-Gln (ACVYHQ), a chacune des extrémités caboxy-terminale.
Néanmoins, seule la derniére séquence devait faire partie de la protéine mature

puisque la premiére aurait di étre éliminée avec |’amputation du peptide signal.

A la lumiére de ces résultats, il est possible que le signal peptide présent
a Uextrémité amino-terminale de la chaine légére ait eu un réle a jouer dans la
diminution du pouvoir pathogéne du vecteur et dans |’hétérogénécité des formes
d’assemblages de l’anticorps produit. En effet, la présence d’un signal de
translocation au sein de la polyprotéine virale aurait pu avoir un impact négatif
sur la réplication virale. Considérons le cas du TuMV-k-y (Figure 35). Au cours
de la traduction, il est assumé que la protéine P1 s’autoclive de la polyprotéine
naissante, libérant le peptide signal présent a l’extrémité amino-terminal de la
chaine légere. Le processus de translocation permettrait alors a la chaine
peptidique du TuMV de s’introduire dans la lumiére de RE. De cette facon, a
I’exception de la protéine P1, toutes les protéines virales se verraient emprunter
la voie de la sécrétion. Compte tenu que le génome et les protéines du
complexe de réplication se retrouveraient en des lieux séparés, il deviendrait

impossible pour le virus de se répliquer.
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Figure 35 : Modéle hypothétique du déroulement du processus de translocation
de la polyprotéine du TuUMV-x-y.

L'ARNm issu de la transcription de I’ADNc du TuMV-x-y est traduit dans le cytoplasme d’une
cellule transfectée. a) La protéine P1 s’auto-hydrolyse de la polyprotéine virale naissante b)
permettant a une particule de reconnaissance du signal (SRP) de se lier au peptide signal (rouge
clair) présent a l’extrémité amino-terminal de la chaine légére. c) Le complexe SRP-polypeptide
naissant- ribosome se lie alors a la membrane du RE par l'intermédiaire du récepteur du SRP
(bleu foncé). Le peptide signal s’'insére ensuite dans la membrane du RE en s’attachant a une
protéine membranaire (rouge foncé). Un tunnel fait de protéines transmembranaires (brun)
permet au polypeptide viral de traverser la bicouche phospholipidique. L’hydrolyse de GTP
(omise dans la figure) permet a la particule SRP de se détacher du complexe ribosome-peptide et
d’étre relaché dans le cytosol. Le récepteur de SRP peut lui aussi étre libéré. d) Une peptidase
liée a la membrane dans la lumiére du RE (omise dans la figure) vient exciser le peptide signal
qui est rapidement dégradé. Au fur et a mesure que l’élongation se poursuit, la chaine
peptidique du TuMV s’introduit dans la lumiére de RE, a travers le tunnel transmembranaire. e)
Les protéines virales (sauf P1) et les chaines légére et lourde du C5.1 traverseront alors la voie de
la sécrétion. De plus, le peptide signal (rouge clair) présent a l’extrémité de la chaine lourde ne
sera probablement pas excisé et demeurera fusionné a la protéine.

Adapté de (Lodish et al. 1997).
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Or, malgré le fait que le taux de succes des infections par le TuMV-k-GUS
et TuMV-x-y aient été largement inférieurs a celui des autres vecteurs TuMV, il
n’en demeure pas moins que 20 % des plantes transfectées ont développé des
symptomes et révélé la présence de la capside virale. En outre, le caractére
systémique de Uinfection indique que les protéines de mouvement purent
atteindre les plasmodesmes et ainsi permettre le transport du virus. L’activité
de la B-glucuronidase put étre observée dans le cas du TuMV-k-GUS et les
analyses en immunobuvardage indiquérent la présence de chaines légéres et

lourdes dans le cas du TuMV-k-y.

Il se peut que dans 80% des plantes ayant été transfectées par les
constructions p35TuNos-k-GUS et -k-y, la translocation de la polyprotéine virale
se soit déroulée tel que notre modéle le suppose (Figure 35). Toutefois il se
pourrait que dans les 20% de plantes ayant développé une infection, la protéine
P1 ait vu son auto-hydrolyse retardée suffisamment longtemps pour que la
protéine HC-Pro soit traduite et libérée de la polyprotéine. Selon cette nouvelle
hypothése (Figure 36), le processus de translocation aurait été bloqué et le
peptide signal serait demeuré en fusion avec chacune des chaines du C5.1. Ainsi,
une vingtaine d’acides aminés supplémentaires seraient présents a cette
extrémité. Ceci pourrait alors justifier la hausse de la mobilité
électrophorétique de chacune des chaines détectées en immunobuvardage. Le
séquencage de l’extrémité amino-terminale de chacune des chaines permettrait
de vérifier l’état de la protéolyse du peptide signal. Ce modéle suppose
également que toutes les protéines virales, incluant les chaines du C5.1, auraient
alors été exprimées dans le cytoplasme de la cellule héte. Ceci permettrait la
réplication et la dissémination du virus mais nuirait a ’assemblage de ’anticorps
compte tenu de l’absence de chaperonines essentielles. Le déroulement en
paralléle des deux modéles hypothétiques proposés pourrait alors apporter une
explication supplémentaire a la faiblesse du ratio hétérodimére/monomeére

observés en western blot.
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Figure 36 : Modele hypothétique de la synthése de la polyprotéine du TuMV-k-y
dans le cas ou le processus de translocation aurait été bloqué.

L’ARNm issu de la transcription de ’ADNc du TuMV-k-y est traduit dans le cytoplasme d’une
cellule transfectée. a) La protéine P1 retarde son auto-clivage jusqu’a ce que la traduction ait
dépassé le cistron HC-Pro. La particule de reconnaissance du signal (SRP) ne peut ainsi se lier au
peptide signal (rouge clair) et stimuler la translocation du polypeptide vers la lumiére du RE. b)
Le domaine protéasique des protéines P1 et HC-Pro catalyse |’hydrolyse a la jonction des
protéines P1 et Kappa et a la jonction des protéines HC-Pro et P3. Les protéines P1 et Kappa-HC-
Pro sont alors libérées de la polyprotéine naissante. Le peptide signal (rouge clair) n’ayant pu
étre excisé par la peptidase du signal présente dans le RE demeurera fusionné a la chaine légére.
Les deux autres clivages se déroulant co-traductionnellement produiront les précurseurs P3-6K1-
Cl et 6K2-VPg-Pro. d) L’expression des cistrons Pol, gamma et CP générera le troisiéme
précurseur ; Pol-Gamma-CP. Tout comme celui présent a l'extrémité de Kappa, il est fort
probable que le peptide signal (rouge clair) situé a l’extrémité de Gamma ne soit pas reconnu par
la protéine SRP. En effet, le clivage a la jonction des protéines Pol et Gamma ne s’effectue par
la protéinase VPg-Pro qu’une fois le processus de traduction complété (e). Le peptide signal
(rouge clair) restera donc en fusion avec la chaine lourde.

123



( ( Lumiére du RE ) )

R e il

[«]
%Kappa HC'PE@,‘ @"3@ vpgjg N @CP
{g @ Pol Gamma
g &

"
P1 Kappa P3 cl
HC-Pro % 6K2 g VPB-Pro e)
/ 6K1
/ NH Gamma
2
NH, / Pol ce
(5 NG
Jo—_—

/
A=
B -

:
d) \’3'

Cytoplasme

Figure 36 : Modéle hypothétique de la synthése de la polyprotéine du TuMV-k-y
dans le cas ou le processus de translocation aurait été bloqué.

L’ARNm issu de la transcription de I’ADNc du TuMV-x-y est traduit dans le cytoplasme d’une
cellule transfectée. a) La protéine P1 retarde son auto-clivage jusqu’a ce que la traduction ait
dépasseé le cistron HC-Pro. La particule de reconnaissance du signal (SRP) ne peut ainsi se lier au
peptide signal (rouge clair) et stimuler la translocation du polypeptide vers la lumiére du RE. b)
Le domaine protéasique des protéines P1 et HC-Pro catalyse ’hydrolyse a la jonction des
protéines P1 et Kappa et a la jonction des protéines HC-Pro et P3. Les protéines P1 et Kappa-HC-
Pro sont alors libérées de la polyprotéine naissante. Le peptide signal (rouge clair) n’ayant pu
étre excisé par la peptidase du signal présente dans le RE demeurera fusionné a la chaine légeére.
Les deux autres clivages se déroulant co-traductionnellement produiront les précurseurs P3-6K1-
Cl et 6K2-VPg-Pro. d) L’expression des cistrons Pol, gamma et CP générera le troisieme
précurseur ; Pol-Gamma-CP. Tout comme celui présent a ’extrémité de Kappa, il est fort
probable que le peptide signal (rouge clair) situé a l’extrémité de Gamma ne soit pas reconnu par
la protéine SRP. En effet, le clivage a la jonction des protéines Pol et Gamma ne s’effectue par
la protéinase VPg-Pro qu’une fois le processus de traduction complété (e). Le peptide signal
(rouge clair) restera donc en fusion avec la chaine lourde.
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Afin de vérifier U’hypothése selon laquelle Uexpression du C5.1
s’effectuerait dans le cytoplasme, il serait judicieux de localiser notre anticorps
en immunofluorescence indirecte. Les protéines sécrétées se retrouvant
normalement dans |’apoplaste (De Wilde et al. 1998), le patron d’accumulation
de l’anticorps permettrait d’affirmer si oui ou non, les chaines légéres et lourdes

traversent la membrane du RE.

Finalement, ’étude de la stabilité génétique révéla que le géne kappa
compris dans la séquence du TuMV-kx-GUS et du TuMV-k-y fut stable méme aprés
30 jours. De son coté, le géne gamma subit des délétions de taille plus ou moins
importante. Deux populations de variants TuMV-GFP-y furent rencontrées dans
les échantillons aprés 30 jours d’infections. La premiére portait toujours le géne
complet alors que la seconde perdit complétement la séquence du géne.
Plusieurs populations de variants TuMV-k-y furent également observées portant
diverses formes du géne allant de la séquence compléte a une forme ou 30% de
la séquence fut éliminée. Ces données, combinés aux résultats recueillis lors de
’étude des vecteurs contenant un ou deux génes rapporteurs, permettent de
prétendre que la taille de Uinsert, et non le site d’insertion, joue un réle
prépondérant dans la stabilité génétique. Il importe malgré tout de diminuer la
rapidité avec laquelle les grands génes insérés sont éliminés. En contournant le
besoin de dissémination virale par l’intégration stable du vecteur dans le génome
de la plante, le nombre de réplications pourrait étre réduit au minimum. De
cette maniere, toutes les cellules de I’héte produiraient une copie compléte du

ou des genes d’intérét.

En somme, les analyses en immunobuvardages révélérent que les chaines
légéres et lourdes du C5.1 furent efficacement produites par le vecteur TuMV.
En ce qui concerne son assemblage, a cette étape du projet dans lequel
s’inscrivent ces travaux, seules des hypothéses peuvent étre proposées. Il serait
tres intéressant de purifier le C5.1 produit a l’aide de ce vecteur sur colonne
avec la protéine A/G (Pierce Catalogue #44902) et d’étudier sa fonctionnalité.
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Des analyses ELISA permettraient de vérifier cet aspect et d’estimer les niveaux
d’expression par rapport aux protéines totales solubles. De plus, la réactivité du
C5.1 produit par le vecteur TuMV pourrait facilement étre évaluée par le biais
d’un test d’hémagglutination. Des C5.1 correctement assemblés mis en présence
d’une suspension de globules rouges Rh(D)-positifs tapissés d’lgG anti-Rh(D)

provoquerait ’agglutination des globules rouges.

Par ailleurs en industrie, les critéres d’acceptation des protéines
recombinantes exigent qu’elles soient le plus parfaitement identiques a la
protéine originale. Or, la séquence codant pour le site de clivage reconnu par la
protéinase VPg-Pro fut ajoutée a U'extrémité 3’ de chacun des génes insérés
précédemment. Libérées de la polyprotéine virale, les protéines étrangéres se
voyaient toutes allongées de 6 acides aminés a leur extrémité carboxy-terminale.
Une nouvelle stratégie d’insertion a donc été imaginée dans laquelle la séquence

étrangere serait terminée par un codon d’arrét.
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3 Elaboration d’une nouvelle stratégie d’insertion

L’élimination du cistron CP permettrait de créer un nouveau site
d’insertion ayant pour caractéristique d’étre limité par un codon d’arrét. De
cette fagon, il deviendrait possible de générer des protéines d’intérét dont
Uextrémité carboxy-terminale ne seraient pas modifiée. Toutefois, chez
quelques virus autres que le TuMV, des séquences agissant en cis nécessaires a la
réplication furent identifiées a Uintérieur du génome viral (Kim et al. 1993; Ball
& Li 1993; Chang et al. 1995; Mahajan et al. 1996; Haldeman-Cahill et al. 1998).

Au cours des travaux réalisés par I’équipe de Mahajan, deux éléments cis-
actifs furent identifiés dans la séquence codant pour la capside du TEV, un
potyvirus (Mahajan et al. 1996). Il semble en effet que le passage des ribosomes
entre les codons 138 et 189 de la capside du TEV soit stimulant pour
l’amplification génomique. L’inhibition de la traduction de cette région par
Uintroduction en 5’ d’un codon d’arrét avait pour résultat un génome défectif
pour U’amplification. Si par contre, la traduction était permise jusqu’au codon
189, les niveaux d’amplification atteignait 30 % de ceux rencontrés avec le TEV

sauvage (Mahajan et al. 1996).

Néanmoins, chez d’autres mutants pour qui la séquence codant pour les
codons 2 a 189 fut éliminée, les niveaux d’amplification ont atteint prés de 90 %
de ceux enregistrés par la souche sauvage (Mahajan et al. 1996). Lorsque la
délétion s’étendait jusqu’au codon 210, des niveaux d’amplification encore trés
acceptables étaient observés (50 %). Ces niveaux chutaient de facon drastique
lorsque L’élimination de la séquence ARN allait au-dela du 230° codon. Pourtant,
I’élimination de la séquence située entre les codons 246 et 262 de la capside n’a
pas engendré d’effet notable sur ’amplification du génome. Ceci indique que ni
les 210 premiers acides aminés de la capside ni la séquence ARN codant pour ces
derniers n’est absolument nécessaire pour une amplification génomique efficace.
Par contre, qu’elle soit traduite ou non, la séquence ARN comprise entre les

codons 211 et 246 semble étre nécessaire a l’amplification virale. Cette
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séquence cis-active est située 243 a 347 nucléotides & partir de la queue poly (A)
(Mahajan et al. 1996). Des modeles générés par ordinateur de la séquence
codant pour la CP suggerent que cette région forme une série de structures en
boucle impliquant 'ARN des séquences codant pour la CP et la région non
traduite en 3’ (Haldeman-Cahill et al. 1998).

D’un autre coté, chez les premiers vecteurs viraux la séquence codant
pour la capside était entierement remplacée par une séquence d’intérét. Dans
tous les cas, la délétion de la capside abolissait la capacité du virus de se
propager systématiquement dans la plante infectée. Cette méthode
d’expression permit la production de protéines telles que la CAT (French et al.
1986; Takamatsu et al. 1987), U'INF-y (Mori et al. 1993), GUS (Scholthof 1999) et
la GFP (Cohen et al. 2000). Ces protéines n’étaient par contre disponibles qu’au
site d’inoculation puisque ces vecteurs ne pouvaient qu’engendrer des lésions
locales. A l’issue du projet de notre groupe, chacune des cellules de la plante
héte contiendra une copie compléte de notre vecteur viral. Les génes d’intérét
seront donc exprimés dans chacune des cellules ou la transcription du vecteur
aura été induite. De plus, il parait inutile, voire néfaste, que le vecteur
demeure apte a s’encapsider et ainsi étre transmissible entre hdtes en présence

de pucerons.

La possibilité que des séquences indispensables a la réplication du TuMV
se retrouvent au niveau du cistron CP du TuMV devait donc étre envisagée. Afin
de visualiser la présence de telles séquences, une série de sept mutants porteurs
de délétions au niveau de la séquence codant pour la capside fut générée. Les
délétions furent réalisées par PCR de facon progressive a partir du troisiéme
codon jusqu’au codon d’arrét de la polyprotéine. Ces délétions ont été menées
sur le vecteur recombinant portant le géne rapporteur uidA entre les cistrons Pol
et CP.

La capacité de réplication des cinq premiers mutants fut testée sur des

protoplastes de Nicotiana benthamiana. Puisque I’enzyme GUS fit d’abord partie
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de la polyprotéine virale, le dosage de son activité fut utilisé comme reflet de
Uamplification génomique. Les résultats obtenus suggérérent que I’élimination
de la séquence comprise entre le 3° et le 263 codons n’inhibe pas complétement
Uamplification virale. Bien qu’aucun témoin négatif autre qu’une simple
inoculation d’eau ne fut inclut au cours de ces essais, les données recueillies
justifierent la poursuite des expérimentations et la construction des plasmides
p35TuNos-CGUS-CP272 et -ACP.

La construction d’un vecteur incapable de se répliquer fut également
planifiée. Il fut proposé que des substitutions dans la séquence codant pour la
polymérase, changeant le motif conservé GDD pour VNN, suffirait a abolir le
pouvoir réplicatif du virus (Li & Carrington 1995). Ce témoin négatif devait
permettre de faire la distinction entre l’activité GUS issue de la simple
transcription et traduction de ADN transfecté de celle issue de ’ARN répliqué

par le complexe de la réplicase.

Des difficultés furent rencontrées avec la technique de transfection de
protoplastes. En effet, il fut impossible d’obtenir des résultats qui soient
cohérents et reproductibles. Malgré que le protocole ait été bien adapté aux
plantes de Nicotiana benthamiana, le succés de cette technique délicate
demeure dépendant de nombreux facteurs. Parmi ceux-ci, les conditions de
croissance des plantes est le facteur critique principal pour la reproductibilité
expérimentale. Il est possible que Uinstabilité des paramétres tels que la
température et le taux d’humidité relative de notre salle de croissance ait eu un
role a jouer dans l’insuccés de ces essais. Par ailleurs, la présence de sels dans
les préparations d’acides nucléiques (Qiagen) et U’absence de lumiére au cours
de Uincubation des protoplastes transfectés (incubateur a 26°C) sont d’autres
aspects ayant pu nuire a la réussite des expériences. Compte tenu que plusieurs
paramétres pouvaient étre tenus responsables des échecs rencontrés, nous avons
choisi d’essayer une technique de transfection moins laborieuse et beaucoup plus

rapide.
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La séquence ADN de chaque virus recombinants pour la capside, le motif
VNN ou le géne uidA fut alors transférée dans un vecteur binaire afin de pouvoir
agroinfiltrer des feuilles de plantes de Nicotiana benthamiana. Les limites de
temps ne nous ont permis de réaliser qu’un seul exercice au cours duquel, les
feuilles agroinfiltrées furent placées en présence d’un susbtrat chromogénique.
Malgré que cette technique de dosage ne soit pas quantitative elle permit
d’indiquer si les mutants testés étaient aptes a se répliquer. La quantité de
precipités sur les feuilles agroinfiltrées avec les constructions des mutants pour
la capside fut comparée avec la quantité de précipités sur les feuilles
agroinfiltrées avec les constructions témoins. Bien que le témoin TuMV-
CGUS/VNN soit incapable de réplication, les feuilles agroinfiltrées avec la
construction p35TuNos-CGUS/VNN présentérent une activité GUS. Ceci démontre
qu’une tres grande quantité d’ADN pénétre dans les cellules au moment de
U’agroinfiltration et que cet ADN est alors transcrit et traduit. Ceci dut étre pris
en considération au moment de faire les comparaisons. Ainsi, il a semblé que les
mutants TuMV-CGUS-ACP125, -ACP176, -ACP230, -ACP272 et -ACP soient
demeurés capables de se répliquer. Cependant, il nous fut impossible d’établir
si des séquences stimulant la réplication étaient présentes au niveau du cistron

CP avec cette méthode.

Afin d’évaluer la capacité réplicative de maniére plus précise, il serait
préférable dans l'avenir de rechercher dans les feuilles agroinfiltrées, la
présence d’ARN de polarité négative. La technique de Northern se prétant bien
a l’exercice, cet ARN, seul véritable témoin de la réplication virale, pourrait étre
comparé avec celui provenant des extractions d’ARN des témoins de réplication
positif et négatif TuMV-GUS et TuMV-GUS-VNN.
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4 Perspectives d’avenir

Nos résultats démontrent clairement qu’il est possible d’exprimer deux
genes d’intérét a partir de notre vecteur TuMV. De plus, ’expression d’une
protéine multimérique tel qu’un anticorps s’est révélée réalisable. Ainsi, une
petite proportion d’immunoglobulines présentes dans la forme assemblée a put

étre détectée a partir d’extraits bruts de protéines.

Les exemples retrouvés dans la littérature nous ameénent a penser que la
présence de nombreuses protéases le long de la voie de sécrétion et au niveau de
Uespace apoplasmique a pu influencer la quantité détectée d’anticorps
assemblés. Si tel est le cas, la réduction de U'exposition aux sites principaux
d’activité protéasique pourrait réduire la fragmentation et augmenter les
niveaux d’accumulation de C5.1. Pour y parvenir, la sécrétion des protéines
devrait étre inhibée et les anticorps devraient étre conservés dans le réticulum
endoplasmique. Les plus hauts rendements de production d’anticorps atteints a
ce jour dans les plantes transgéniques furent effectivement associés a la
présence d’un signal de rétention (Fischer et al. 2003). Le peptide KDEL est un
signal utilisé par les cellules pour conserver une sous-population de protéines a
l’intérieur du RE (Fiedler et al. 1997). Ce signal fait en sorte que les protéines
de la voie sécrétoire soient récupérées dans |’appareil de Golgi et réimportées
dans le RE. De cette maniere, les risques que ces protéines soient perdues dans
’apoplaste ou dirigées vers les lysosomes pour y étre dégradées sont minimisés.
La combinaison des hauts niveaux de transcription du vecteur TuMV, le ciblage
vers la voie de sécrétion et la réimportation dans le RE permettrait d’atteindre

des rendements maximums de production d’anticorps.

Par ailleurs, comme nos analyses ne nous permettent pas de distinguer
entre les fragments d’anticorps dégradés et les monoméres de chaines, une
seconde hypothése concernant la faible proportion observée d’immunoglobulines
assemblées fut également considérée. Selon celle-ci, la translocation vers le RE

n’aurait eu lieu que dans un certain nombre de cas. Ainsi, seule une minorité de
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chaines lourdes et légéres se seraient vues repliées et assemblées en un
anticorps complet. Advenant la véracité de cette supposition, la production
d’une protéine ne nécessitant pas le besoin d’étre glycosylée pourrait étre
envisagée. Dans cette optique, une avenue intéressante serait la production
simultanée d’un monomére et de sa protéine chaperon. Bien que beaucoup de
protéines dénaturées arrivent a se reployer en retrouvant leur structure native,
dans la plupart des cas, ce repliement n’aboutie qu’aprés des heures (Lodish et
al. 1997). En exprimant dans le cytosol la chaperonine spécifique a cette
protéine, nous favoriserions la production d’une grande quantité de protéine

adéquatement repliée, lui assurant ainsi une plus haute stabilité.

L’ADNc du vecteur TuMV-k-y fut récemment cloné par un autre membre
de notre équipe dans un vecteur binaire permettant U"agroinfiltration. Tel que
nos résultats enregistrés avec les constructions porteuses de délétions au niveau
de la capside l’ont démontré, ce mode d’infection permettra d’obtenir trés
rapidement (en deux ou trois jours) de grandes quantités de vecteur in planta.
En plus de minimiser les délais d’attente et de réduire les pertes d’expression
associées a linstabilité génétique, une plus forte concentration d’anticorps
assemblés que celle qui aurait put étre purifiée a partir du matériel bombardé
pourra alors étre obtenue. La fonctionnalité de l’anticorps C5.1 recombinant
sera analysée en ELISA et des tests d’hémagglutination pourront étre effectués

afin d’étudier sa réactivité.

D’un autre c6té, bien que les essais concernant I’élimination du cistron
codant pour la capside virale n’en soit qu’a ses débuts, nous avons de bonnes
raisons de croire que plus de 75 % de la partie amino-terminale de sa séquence
puisse étre éliminée. De plus, les 25 % restant opérent sans doute en tant
qu’élément cis actif au niveau de la réplication. Le produit de la traduction de
cette portion du cistron ne serait donc pas requis pour la survie du virus. Un
géne d’intérét terminé par un codon d’arrét pourrait alors remplacer la presque
totalité de la séquence de la capside du TuMV. En outre, puisqu’a l'issue de

notre projet toutes les cellules de la plante hote porteront une copie compléte
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du vecteur viral, les fonctions de propagation et d’encapsidation n’ont plus

besoin d’étre codées par le TuMV.

La suppression de ces séquences non essentielles a la réplication virale
permettrait de minimiser la taille du réplicon et ainsi faciliter sa manipulation.
Ces modifications atténueraient la virulence du virus favorisant ainsi une survie
prolongée de la plante hote. Elles apporteraient également [’avantage d’éviter
la dissémination du virus recombinant dans l’environnement. On croit que les
régions 5’ et 3’ non codantes du génome du TuMV sont les séquences cis actives
principales et que ’hélicase, la VPg-Pro et la polymérase formeraient le module
de réplication. De cette fagon, en plus du cistron de la capside virale, les
sequences codant pour les protéines P1, HC-Pro et P3 pourraient sans doute étre

délétées.

Finalement, notre projet pris dans son ensemble fournirait un outil
innovateur pour U'étude fondamentale des virus de plantes. Le systéme
d’induction mis au point par notre équipe a démontré pouvoir synchroniser la
production du vecteur viral. Ceci pourrait permettre d’analyser en temps réel
les relations hote/virus. Un exemple passionnant est Uinteraction entre la VPg
du TuMV et le complexe de traduction étudiée par d’autres membres de notre

laboratoire.
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Chapitre 5

Conclusion

Plusieurs reconnaissent que les plantes constituent une alternative
intéressante a lutilisation de cellules en culture pour la production a grande
échelle de protéines d’intérét tels que les anticorps, les vaccins, les enzymes et
autres produits thérapeutiques. Le principal facteur en faveur des systémes
utilisant les plantes est le faible colit de production de la biomasse en agriculture
et le risque quasi-inexistant de contamination par des virus et autres pathogénes
animaux. Actuellement, les principaux défis associés a la moléculture sont les
faibles niveaux d’accumulation de protéines étrangéres, le « gene silencing » et

’instabilité génétique.

Notre équipe a donc proposé de combiner le pouvoir réplicatif des virus,
I’intégration stable d’un transgéne et une induction contrdlée dans le temps afin
d’accroitre considérablement la quantité de protéines d’intérét produites et de
solutionner le probléme de U'instabilité génétique des vecteurs viraux. De plus,
le réplicon serait apte a déjouer les défenses de la plante héte en profitant de la

présence d’inhibiteurs viraux de « gene silencing ».

La concrétisation de ce projet impliquait que l'on étudie la possibilité
d’insérer plus d’un géne étranger dans la séquence du vecteur TuMV. Nous avons
été les premiers a réussir une expression multiple de protéines hétérologues avec
un vecteur viral en exploitant deux sites d’insertions différents. Nous avons
également été les premiers a exprimer une protéine hétérodimérique complexe

(un anticorps) avec un tel vecteur.



Tout d’abord, la possibilité d’insérer des genes étrangers dans le génome
d’un virus fut étudiée avec le virus de la mosaique du navet (TuMV). Afin de
faciliter ’observation de l’expression des genes introduits, les génes rapporteurs
gfp et uidA furent choisis. Ils furent insérés entre les cistrons codant pour les
protéines P1 et HC-Pro ou ceux codant pour Pol et CP. La technique du
bombardement particulaire permit d’analyser in planta les capacités réplicatives
du vecteur viral. Bien que la virulence du TuMV fut éprouvée par la double
insertion de geénes dans son génome, les niveaux d’expression rencontrés

demeuréerent hautement suffisants pour les besoins du projet.

Les genes codant pour chacune des chaines d’un anticorps furent par
conséquent introduits individuellement dans un des sites d’insertion créés.
L’anticorps a semblé s’assembler, par contre, plusieurs signaux de plus petits
poids moléculaire furent également détectés en conditions non réductrices. La
technique utilisée ne nous offrant pas la possibilité de faire la distinction entre
les fragments d’anticorps dégradés et les monomeres de chaines, deux
hypotheses furent avancées afin d’expliquer la faible quantité observée de C5.1
formé. La premiere suggere que la forte concentration de protéases dans la
plante, au sein de la voie de sécrétion et dans U'espace extracellulaire
(apoplaste), ait engendré la dégradation de U’anticorps recombinant. Dans la
littérature, quelques exemples d’analyse en immunobuvardage d’anticorps
exprimé dans des plantes viennent appuyer cette hypothése. Par ailleurs, la
seconde propose plutét que le processus de la translocation vers la lumiére du
réticulum endoplasmique (RE) nuise a la capacité réplicative du virus et que seul
un nombre réduit de protéines ait put étre transloqué. Les anticorps ne
s’accumulant pas dans le cytosol di a l’assemblage et au repliement incorrect ou
incomplet de ses chaines, les protéines se retrouveraient majoritairement sous la
forme monomérique ou encore, seraient rapidement dégradées. Dans
I’éventualité ou cette hypothése serait vérifiée, des efforts pourraient étre
accordés a la recherche d’une solution permettant d’augmenter le nombre

d’événement de translocation vers la lumiére du RE, sans entraver la réplication
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du vecteur. Un exemple pourrait étre U'exploitation d’un signal d’arrét de
translocation tel qu’utilisé dans le cas de protéine transmembranaires. De plus,
puisque le vecteur TuMV a prouvé étre capable d’exprimer efficacement au
moins deux genes étrangers, des protéines n’ayant pas besoin de visiter le RE

pourrait étre produites.

Par ailleurs, une nouvelle stratégie d’insertion fut élaborée. Celle-ci
permettrait a des protéines produites par le vecteur TuMV de conserver leur
extrémité carboxy-terminale intacte. L’intégration d’un codon d’arrét au niveau
du génome du virus exige qu’il soit situé aprés le tout dernier cistron essentiel a
sa réplication. Une série de délétions au niveau de la capside virale fut réalisée
dans le vecteur TuMV exprimant le géne rapporteur uidA, ceci pour simplifier
l’étude de son pouvoir réplicatif. La visualisation de l’activité enzymatique de
GUS suggere que le virus soit toujours fonctionnel malgré les délétions apportées
dans la séquence de la CP. Toutefois, d’autres essais doivent étre réalisés dans
lesquels la mesure de U'activité GUS se fera quantitativement. De plus, le dosage
de la production de brins d’ARN de polarité négative nous indiquerait avec plus

de précision ou en est rendu la capacité réplicative du TuMV délété.

Finalement, nous gagnerions a approfondir notre compréhension de la
biologie des virus et de leurs relations avec la plante héte. Ainsi, nous serions
plus apte a faire des changements moléculaires spécifiques qui affecteraient le
les genes codant pour les protéines afin de produire des vecteurs viraux
« idéaux ». Ces souches atténuées se répliqueraient a de forts titres dans la
plante et engendreraient de trés faibles réductions dans le rendement des
cultures et de leur qualité. De plus, ces virus n’infecteraient ni les fleurs ni les
graines et ne seraient pas transmissibles par les insectes. Il serait envisageable
de produire des plantes transgéniques génériques porteuses des facteurs agissant
en trans nécessaire a la réplication virale. De cette facon, tout géne flanqué des

séquences agissant en cis pourrait étre exprimé a l’échelle agriculturale.
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