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SOMMAIRE

La formation de pores dans la membrane apicale de lintestin moyen des
insectes sensibles constitue une étape cruciale dans le mode d'action des toxines
insecticides de Bacillus thuringiensis. Afin d'étudier le mécanisme d'insertion des
toxines dans la membrane, plusieurs mutants ont été employés. Chacun d’'eux a été
créé par la substitution d’un acide aminé dans une des sept boucles interhélicales du
domaine | de la Cry1Aa par une cystéine, un résidu absent dans la toxine activée.
La capacité de ces mutants a perméabiliser des vésicules de la membrane
intestinale du sphinx du tabac (Manduca sexta) a été analysée par des mesures de
gonflement osmotique. Tous les mutants, sauf V150C, sont capables de former des
pores. L'augmentation du pH de 7,5 a 10,5, qui introduit une charge négative sur la
cystéine, entraine une diminution significative de la capacité a former des pores pour
plusieurs mutants sans modifier celle de la Cry1Aa. La vitesse de formation et les
propriétés des pores pour plusieurs mutants différent significativement des valeurs
obtenues pour la Cry1Aa. Ces résultats mettent en évidence le réle des boucles du
domaine | dans les changements conformationnels menant a linsertion de la toxine
dans la membrane et la formation des pores. Aucun des mutants n'a pu étre
totalement biotinylé avec des réactifs spécifiques aux cystéines, ce qui suggére que
ces résidus sont faiblement réactifs dans la forme soluble de la toxine. Ceci résulte
probablement d’une oxydation du groupement thiol de la cystéine en acide

sulfénique et ses dérivés.

Mots-clé : Bacillus thuringiensis, Manduca sexta, perméabilitt membranaire,
formation de pores, toxine insecticide, mutagenése dirigée, résidus cysteine,

topologie membranaire, modifications chimiques, acide sulfénique et dérivés.



ABSTRACT

Pore formation in the apical membrane of the midgut epithelial cells of
susceptible insects constitutes a key step in the mode of action of Bacillus
thuringiensis insecticidal toxins. To study the mechanism of toxin insertion into the
membrane and the topology of the pores, several mutants have been used. Each of
them were created by substituting an amino acid in one of the seven pore-forming
domain (domain I) interhelical loops of Cry1Aa by cysteine, a residue which is absent
from the activated toxin. The ability of each activated mutant to permeabilize midgut
brush border membrane vesicles isolated from the tobacco hornworm, Manduca
sexta, was examined with an osmotic swelling assay. All mutants except V150C
were able to form pores. Increasing pH from 7.5 to 10.5, a procedure which causes
the ionization of the thiol group of the cysteine, resulted in a significant reduction in
the pore-forming ability of several mutants without affecting the activity of Cry1Aa.
The rate of pore formation and the pore properties of almost all the mutants differed
significantly from those of Cry1Aa. These results demonstrate a significant role of
domain | interhelical loop residues in the conformational changes leading to toxin
insertion and pore formation. None of the mutants could be efficiently labeled with
cysteine-specific biotin derivatives, indicating that these residues were poorly
reactive in the soluble form of the toxin. This is probably caused by an oxidative

modification of the thiol group of the cysteine to sulfenic acid and its derivatives.

Keywords : Bacillus thuringiensis, Manduca sexta, membrane permeability, pore
formation, insecticidal toxin, site-directed mutagenesis, cysteine residues, membrane

topology, chemical modifications, sulfenic acid and derivatives.
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1. LE BACILLE DE THURINGE

1.1. Les insectes nuisibles : une lutte trés ancienne

La classe des insectes comprend a elle seule plus de la moitié des animaux
du globe, soit 67% des un million deux cent mille espéces animales connues (Borror
et al, 1992). Si l'on considére leur immense pouvoir reproducteur, incluant des
stratégies multiplicatives telles que la parthénogenése et la polyembryonie, une
estimation de leur densité de population a I'échelle planétaire atteint rapidement un
nombre prodigieux. En plus de constituer la principale source alimentaire de
nombreux animaux, les insectes sont aussi trés utiles a I'homme. En effet, plusieurs
insectes sont d'importants pollinisateurs des plantes, ce qui génére des gains
d'environ 4,5 milliards de dollars par année uniquement aux Etats-Unis (Barror et
White, 1999). De plus, certains d'entre eux synthétisent des produits hautement
appréciés, tels que le miel, la cire d'abeille, la soie et la laque, alors que d'autres
rendent de grands services a la science en étant des modéles d'étude en génétique
et en évolution. Soulignons en outre que beaucoup d'entre eux constituent des
petits chefs-d’osuvre de la nature qui sont admirés dans plusieurs musées du
monde. Malheureusement, certains insectes s'avérent aussi extrémement nuisibles
en détruisant les récoltes et les foréts et en transmettant des maladies graves ou
mortelles. |l est donc impératif d'exercer un contréle rigoureux de leur abondance,

tout en préservant les insectes bénéfiques.

L'utilisation d'outils de lutte entomologique ne date pas d’hier. En effet, le
potentiel insecticide de différentes substances naturelles & base de composés

minéraux ou végétaux était déja connu dans PAntiquité. Dans le passé, des



substances comme l'arsenic, la roténone et méme la nicotine étaient employées par
les agriculteurs pour se protéger des insectes (Darriet, 1998). Toutefois, la lutte
entomologique a l'aide d’insecticides de synthése contre les ravageurs agricoles et
forestiers et les vecteurs de maladies ne s'amorce qu'au début du siécle dernier
avec des armes chimiques telles que les huiles larvicides et les pyréthrines. Alafin
des années trente, le dichloro-diphényl-trichloréthane (D.D.T.), une découverte
majeure dans le domaine des agents insecticides, entraine une réduction
considérable des épidémies d'insectes néfastes par son action au niveau du
systeme nerveux. Toutefois, ['utilisation massive du D.D.T. et d’'autres
organochlorés au cours des années qui suivirent aboutit a l'apparition du
phénoméne de résistance des insectes a ces produits. La création de nouveaux
insecticides neurotoxiques tels que les organophosphorés, les carbamates et les
pyréthrinoides, ainsi que I'élaboration d'agents perturbant le systeme hormonal des
insectes tels que des analogues de 'hormone juvénile, des inhibiteurs de synthése
de chitine et de croissance et des chimiostérilisants ont provoqué une trop forte
pression de sélection d'individus résistants (Thiéry et al., 1996). llena résulté qu'au
début des années quatre-vingt dix, plus de cing cents espeéces d'insectes étaient
devenues résistantes & au moins un insecticide (Georghiou, 1988, 1994). De plus,
['utilisation de ces produits chimiques a entrainé des effets désastreux sur
Penvironnement, telle que la contamination des sols et des cours d'eau, ainsi que
fintoxication de plusieurs organismes non visés. En fait, ils agissent sans
discrimination de la cible, tuant ainsi un grand nombre dinsectes bénéfiques et
nuisant considérablement & la santé des poissons, des oiseaux et des mammiféres,

incluant 'Thomme.



Il s'est donc avéré essentiel de développer des outils de lutte beaucoup plus
respectueux de P'environnement et sécuritaires envers les organismes vivants non
ciblés. C'est alors que I'étude des ennemis naturels des insectes, tels que certains
protozoaires, virus, champignons et bactéries suscita un vif intérét. La possibilité de
développer des produits insecticides a base de ces microorganismes
entomopathogénes fut rapidement envisagée, faisant alors apparaitre le concept de
biocontrdle ou lutte biologique. Ce défi, qui peut sembler irréalisable de prime
abord, est admirablement relevé par des bioinsecticides a base du bacille de
Thuringe. Depuis plusieurs années, les toxines produites par cette bactérie ont pris
une importance considérable et constituent une arme de choix pour le contrble
biologique de par leur action spécifique ainsi que leur innocuité remarquable a

Pégard de I'environnement, de 'homme et du reste de la faune.

1.2. Une ressource omniprésente

Le bacille de Thuringe (Bacillus thuringiensis) est une bactérie Gram positive
qui synthétise une variété de toxines insecticides hautement spécifiques n’agissant
que sur certains groupes d'insectes. Il s'agit d'une bactérie aérobie facultative qui
fait partie de la famille des Bacillacées, laquelle comprend plusieurs bactéries
sporulantes en forme de batonnet (Fig. 1, p. 4). Cestun microorganisme ubiquiste
présent dans tous les milieux et sous tous les climats, incluant la phyllosphére qui
constitue la niche alimentaire des larves de la plupart des insectes sensibles (Martin
et Travers, 1989; Smith et Couche, 1991; Kaelin et al., 1994). De plus, les insectes,
morts ou vivants, semblent étre une niche écologique privilégiée pour le bacille de
Thuringe. I a dailleurs été récemment estimé qu'environ 40% des insectes

hébergent au moins une spore viable de cette bactérie (Chaufaux et al., 1997).



Fig. 1 : Coupe longitudinale du bacille de Thuringe (Bacillus thuringiensis). S :

spore; C : cristal parasporal (de forme bipyramidale). Tiré de Sanchis et al. (1996).

Lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables, lors
d'une carence nutritionnelle ou d'une dessiccation par exemple, la croissance
cellulaire de la bactérie s'arréte, celle-ci entre en phase stationnaire et la
sporogenése s'amorce a l'intérieur de la bactérie (Bulla et al., 1980; Aronson, 2002).
Les endospores ainsi formées sont des structures dormantes extrémement
résistantes qui offrent un moyen de survie ingénieux pour faire face aux conditions
parfois rigoureuses de l'environnement (West et al. 1984, 1985; Petras et Casida,
1985). La formation des endospores s'accompagne de la production de corps
d'inclusion cristallins parasporaux de forme géométrique variable ou amorphes

(Hannay, 1953; Lecadet et Martouret, 1965; Schnepf et al., 1998) (Fig. 1, p. 4). Ces



cristaux solides correspondent en fait a 'assemblage compact d'une ou plusieurs
protéines, appelées &-endotoxines, présentant des propriétés insecticides (Schnepf
et Whiteley, 1981, 1985). Par exemple, la souche bactérienne Bacillus thuringiensis
HD-1, variété kurstaki, produit les toxines Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac et Cry2Aa (Héfte

et Whiteley, 1989).

1.3. ll y a plus d'un siécle...

La découverte du bacille de Thuringe remonte a 1901 au Japon. Dans une
magnanerie, Ishiwata (1901) identifia une souche bactérienne responsable de la
flacherie (maladie de "sotto"), une affection mortelle des vers a soie (Bombyx mori).
Elle fut alors nommée Bacillus sotto et considérée comme un fléau majeur pour la
sériciculture. Son fort potentiel en tant qu'agent de contréle biologique ne fut
reconnu que dix ans plus tard, lorsque le biologiste allemand Berliner (1911) isola un
bacille du méme type dans des chrysalides de la teigne de la farine (Ephestia
kuehniella) infectées. La souche fut alors appelée Bacillus thuringiensis, du nom de

la province de Thuringe ou elle avait été redécouverte.

1.4. Des outils de choix

Durant les années qui suivirent la découverte du bacille de Thuringe, les
seuls insectes dont on connaissait la sensibilité a ce nouveau bioinsecticide
appartenaient a l'ordre des lépidoptéres. Les connaissances scientifiques
concernant le spectre d'activité des toxines ne s'élargirent que soixante-cing ans
plus tard, lorsque Golberg et Margalit (1977) isolérent en Israél une nouvelle souche

du bacille (variété israelensis) qui s'attaque aux moustiques et a d'autres dipteres,



ouvrant ainsi la voie a la lutte biologique contre les vecteurs de maladies. Un peu
plus tard, une autre souche (variété tenebrionis) dont I'action pathogéne est dirigée
contre certains coléoptéres fut découverte par Krieg et al. (1983). Le bacille de
Thuringe constitue une espéce de bactéries comportant des dizaines de miliiers de
souches dont l'action est principalement dirigée contre trois ordres d'insectes, soit
les Iépidopteres, les dipteres et les coléoptéres (Dulmage, 1970; Hofte et Whiteley,
1989). D’autres recherches indiquent que certaines souches exercent aussi une
activité pathogéne contre certains hyménopteres, protozoaires, acariens, trématodes
et nématodes (Bone et al., 1988; Feitelson et al., 1992; Garcia-Robles et al., 2001)
et méme contre certains types de cellules cancéreuses en culture (Prasad et

Shethna, 1976; Mizuki et al., 1999; Kim et al., 2000; Yamashita et al., 2000).

1.5. Une bactérie au secours de la planéte

Des formulations de spores et de cristaux du bacille de Thuringe sont
commercialisées dés la fin des années trente (Sporéine®, Bactospérine®, Thuricide®,
etc.) (Beegle et Yamamoto, 1992). Les spores et les cristaux sont d'abord obtenus a
partir de cultures bactériennes en fermenteurs et sont ensuite conditionnés sous
forme de granulés, de suspensions aqueuses, de pastilles, de poudres mouillables
ou de tablettes effervescentes pouvant étre dispersés dans les foréts, les cultures
agricoles ou les gites larvaires.  Ainsi, ces produits permettent de réduire
considérablement les ravages causés par les insectes phytophages, lesquels
entrainent des pertes qui se chiffrent globalement a environ 30% par année
(Lecadet, 1996). Par exemple, les pertes annuelles dues aux insectes que subit la
production de coton passent de 84% sans traitement bioinsecticide a 41% apres

traitement (Sanchis et al., 1996).



De plus, les insectes vecteurs transmettent chaque année a plus d'un demi-
milliard de personnes des maladies graves telles que le paludisme (malaria), la
fievre jaune, la dengue et plusieurs autres encéphalites et filarioses, dont
I'onchocercose (cécité des rivieres) (Lecadet, 1996). Soulignons que le paludisme
entraine a lui seul la mort de prées de deux millions d'Africains par an. Les
responsables de la transmission de ces fléaux sont les moustiques et les simulies,
deux familles de diptéres nématocéres. Grace a I'emploi d’'une variété d’'insecticides
comprenant des bioinsecticides a base du bacille de Thuringe, variété israelensis, on
a pu réduire considérablement I'abondance de plusieurs vecteurs infectieux du
paludisme dans des rizieres en Chine (Ziniu et Longsheng, 1990), de la dengue en
Colombie (Lecadet, 1996) et de l'onchocercose dans onze pays d'Afrique (Kurtak et

al., 1989; Guillet et al., 1990; Federici, 1995).

1.6. Une arme biologique encore sous-utilisée

Le bacille de Thuringe est donc une arme bactériologique précieuse dans la
lutte contre les insectes nuisibles et il n'est pas étonnant de constater qu'il
représente prés de 90% du marché mondial des bioinsecticides (Silvy et Riba,
1999). Paradoxalement, son utilisation demeure encore limitée, avec une part d'a
peine plus de 2% du marché mondial des insecticides. En effet, les avantages
écologiques du bacille de Thuringe sont souvent pergus comme des inconvénients
considérables par l'industrie agrochimique et les agriculteurs. Premiérement, un
spectre d'action hautement spécifique implique aussi un spectre d'action trés
restreint. Afin de cibler plus d'un ravageur pour une méme culture, il faut avoir
recours a des mélanges comprenant plus d’'une souche bactérienne, ce qui

occasionne des frais de production plus élevés. Deuxiémement, les formulations



actuelles, avec lesquelles les cultures sont aspergées, n'offrent aucune protection
pour les parties non exposées des plantes comme les racines et les tissus internes
des tiges et des feuilles. Finalement, la grande dégradabilité des cristaux par les
rayons ultraviolets du soleil résulte en une faible persistance dans les champs et les
foréts, ce qui nécessite des épandages plus fréquents, augmentant encore une fois

les colits d'utilisation (Pozsgay et al., 1987; Pusztai et al., 1991).

Fort heureusement, la recherche offre de plus en plus de solutions a ces
problemes.  Afin d'accroitre la longévité des cristaux contre le rayonnement
ultraviolet, un bacille de Thuringe sécrétant de la mélanine grace a une mutation a
&té obtenu (Saxena et al, 2002). Dans le méme but, des souches du bacille de
Thuringe ou de Pseudomonas fluorescens ont été manipulées génétiquement pour
obtenir des toxines encapsulées dans des bactéries asporogenes non viables qui ne
lysent pas spontanément (Feitelson et al., 1992; Sanchis et al., 1996, 1999). Des
génes de toxines ont aussi été introduits dans différentes bactéries colonisatrices
des racines (Obukowicz et al., 1986; Stock et al., 1990; Udayasuriyan et al., 1995),
incluant la bactérie symbiotique et fixatrice d'azote Rhizobium leguminosarum (Skot
et al, 1990). Lorsque cette bactérie colonise les nodules sur les racines de
certaines légumineuses, Pexpression des genes de toxines offre une protection
contre les ravageurs souterrains. Finalement, I'avancement des connaissances en
génie génétique et en biotechnologie permet I'expression d'un ou plusieurs genes de
toxine dans une méme plante. En effet, vers la fin des années quatre-vingts, sont
apparues les premiéres plantes transgéniques a lintérieur desquelles un géene
codant pour une toxine du bacille de Thuringe avait été inséré afin de conférer aux
plantes la capacité de produire elles-mémes la toxine (Barton et al., 1987, Fischoff et

al., 1987; Vaeck et al., 1987: Delannay et al., 1989; Perlak et al., 1990; Fujimoto et



al.,, 1993). Depuis lors, la mise en marché de plusieurs plantes modifiées
génétiquement, capables de synthétiser une ou plusieurs toxines insecticides, a été
autorisée, notamment pour la pomme de terre, le coton et le mais (de Maagd et al.,
1999c; Frutos et al, 1999). De telles armes biotechnologiques permettent
désormais l'atteinte de cibles multiples, la protection de toutes les parties de la
plante ou des parties plus sensibles aux attaques et l'abolition des problemes

associés a l'épandage et a la dégradation des cristaux au sol.

1.7. Autres bactéries entomopathogénes

Bien que le bacille de Thuringe demeure le microorganisme de choix dans la
lutte biologique de par la grande diversité des toxines qu'il synthétise, d'autres
bactéries du genre Bacillus produisent des protéines qui s'avérent toxiques pour
certains insectes, ouvrant ainsi de nouvelles voies au développement d'outils
entomopathogénes. C'est le cas de B. sphaericus dont l'activité pathogene des
toxines Bin et Mtx sur les larves de plusieurs espéces de moustiques en a fait un
outil grandement employé dans la démoustication et la lutte contre les vecteurs de
maladies tropicales en milieux urbain et rural (Kellen et Meyers, 1964, Singer, 1973;
Wickremesinghe et Mendis, 1980; Weiser, 1984; Hougard et Back, 1992; Thiéry et
al., 1996). Grace entre autres a ce microorganisme, d'importants programmes de
lutte antivectorielle contre le paludisme ont été couronnés de succés en Afrique
(Darriet, 1998) et en Amazonie (Rodrigues et al., 1998). Il existe aussi d'autres
bactéries possédant des propriétés entomopathogénes, telles que B. popilliae,
contre certains scarabées, B. laterosporus, contre certains moustiques et simulies,
B. larvae, contre les abeilles, et B. lentimorbus, contre certains coléoptéres (Darriet,

1998). Toujours dans la famille des Bacillacées, une bactérie appartenant au genre
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Clostridium, C. bifermentans, s'est révélée pathogéne pour les diptéres nématoceres
(de Barjac, 1990; Lee et Seleena, 1990). Toutefois, les molécules responsables de
I'activité insecticide de cette bactérie demeurent encore inconnues (Juarez-Pérez et

Delécluse, 2001).

1.8. L'innocuité du bacille de Thuringe vis-a-vis des organismes non visés

L'action hautement spécifique du bacille de Thuringe en fait un bioinsecticide
remarquablement sécuritaire. Cette réputation enviable repose entre autres sur le
fait que les produits insecticides a base du bacille de Thuringe sont utilisés depuis
au moins quarante ans sans qu'aucune toxicité ou hypersensibilité grave associée a
leur épandage n'ait été documentée. La plupart des travaux effectués en laboratoire
ont démontré I'absence apparente de toxicité envers les vertébrés (McClintock et al.,
1995; Organisation mondiale de la santé, 1999; Betz et al., 2000; Siegel, 2001).
Quelques études ont aussi montré que I'épandage aérien d'insecticides a base de
spores et de toxines du bacille de Thuringe ne présentait pratiquement pas de
toxicité pour la population exposée et les travailleurs agricoles participant a
I'application du bioinsecticide (Green et al., 1990; Noble et al., 1992; Pearce et al.,
2002). Chez ces derniers toutefois, des symptomes d'irritation ont été mentionnés,
tels que des gercures aux lévres, un asséchement de la peau, des réactions
allergiques cutanées et de légéres irritations des yeux et des poumons (Noble et al.,
1992; Drobniewski, 1994; Bernstein et al., 1999; Organisation mondiale de la santé,
1999). Les données épidémiologiques n’indiquent aucune vulnérabilité particuliére
pour les personnes immunocompromises (Noble et al., 1992; Siegel, 2001). Les
seuls cas d'infections humaines graves au bacille de Thuringe sont consécutives a

des lésions traumatiques majeures, soit I'explosion d'une mine antipersonnel
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(Hernandez et al., 1998) ou des brilures graves (Damgaard et al., 1997) et dans les
deux cas, les souches identifiées ne sont pas utilisées comme insecticides. Des
analyses sanguines de travailleurs agricoles et forestiers exposés aux
bioinsecticides indiquent une augmentation du taux d'anticorps, ce qui pourrait
éventuellement provoquer une réaction allergique si les concentrations utilisées
étaient accrues (Bernstein et al., 1999; Vazquez-Padrén et al., 1999). Ce risque
suscite davantage d’inquiétude lorsqu’il est question des plantes transgéniques

destinées a la consommation humaine (Bucchini et Goldman, 2002).

Un autre danger associé aux bioinsecticides a base du bacille de Thuringe
est la présence d'entérotoxines dans les préparations commerciales. En effet, le
bacille de Thuringe, Bacillus cereus et Bacillus anthracis sont trois bactéries du sol
qui synthétisent des entérotoxines et les seuls critéres de classification permettant
de les distinguer est la présence de cristaux parasporaux a action larvicide chez le
premier et la production de la toxine du charbon chez le dernier. Toutefois, cela
occasionne un probléme taxonomique majeur puisque le plasmide portant les génes
qui codent pour les toxines, larvicides ou autres, peut étre perdu ou transféré a un
autre bacille (Gonzalez et al., 1982; Carlson et al., 1994; Helgason et al., 2000). Le
niveau d’entérotoxine dans les souches commerciales du bacille de Thuringe est
néanmoins de dix a cent fois plus faible que dans celui d'une souche pathogéene de
Bacillus cereus a I'origine d’'empoisonnements alimentaires (Salamitou et al., 1996).
Aucun cas d'intoxication a I'entérotoxine relié aux épandages de souches
insecticides n'a été signalé chez les humains, bien que des bactéries de type
Bacillus cereus possédant des génes d'entérotoxines aient été isolées a partir de
féces de travailleurs agricoles exposés aux bioinsecticides a base du baciile de

Thuringe (Jensen et al., 2002). De plus, il a été démontré que les entérotoxines



12

retrouvées dans les produits a base des souches kurstaki et israelensis du bacille de
Thuringe ont la capacité de lyser certaines cellules humaines en culture et d'induire

des réactions immunitaires (Tayabali et Seligy, 2000).

En ce qui concerne les autres organismes vivants, des travaux (Betz et al.,
2000; Meher et al., 2002), incluant de nombreuses expériences réalisées pour le
compte de I'Organisation mondiale de la santé (1999) en laboratoire et sur le terrain,
ont montré que les préparations a base du bacille de Thuringe n‘ont pas d'effets
indésirables sur les oiseaux, les poissons et de nombreux autres vertébrés et
invertébrés aquatiques non ciblés. Il en est de méme pour la majorité des
arthropodes non visés. Toutefois, des espéces apparentées de prés aux insectes
ciblés peuvent étre affectées par de fortes doses de Bacillus thuringiensis
israelensis, comme c'est le cas de certains moucherons qui appartiennent & l'ordre
des diptéres (Organisation mondiale de la santé, 1999). Rappelons aussi qu'’il est
connu depuis fort longtemps que le ver a soie est sensible & une toxine du bacille de
Thuringe, la Cry1Aa. Finalement, une augmentation du taux de mortalité¢ a été
observée chez I'Abeille domestique (Apis mellifera) aprés qu'elle ait été soumise aux
souches thuringiensis et kurstaki du bacille de Thuringe en phase veégétative
(Organisation mondiale de la santé, 1999). Il est donc clair que I'utilisation des
produits & base des toxines du bacille de Thuringe et des nouvelles technologies,
telles que les souches bactériennes et les plantes génétiquement modifiées, doit
étre finement régulée, de maniére a préserver le maintien des interactions

trophiques qui assurent la survie des espéces bénéfiques.
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1.9. L'apparition inévitable de cas de résistance

Bien que les produits a base du bagcille de Thuringe se révelent d'excellents
outils pour la lutte biologique, il n'en demeure pas moins que leur utilisation massive
devrait, en toute probabilite, conduire a l'apparition de cas de résistance. |l s'agit
d'un phénoméne normal d'adaptation des insectes qui constitue malheureusement
un probléme majeur en agriculture, en foresterie et en santé publique lorsqu'il est
question des insectes nuisibles. Plusieurs facteurs peuvent influencer I'apparition
d'une tolérance chez les insectes cibles, tels que la biologie de I'espéce, la variabilité
génétique, le nombre de générations annuelles, la fécondité, la mono- ou polygamie,
la capacité de migration, la durée et la fréquence des expositions aux produits, la
dominance génétique de la résistance, le nombre de genes impliqués et le colt
biologique associé a l'acquisition de la résistance (Charles et Nielsen-LeRoux,

1996).

Le premier cas de résistance fut observé en 1979 et concernait des larves de
la teigne du blé (Plodia interpunctella) provenant de silos a grains traités avec du
Dipel®, un produit insecticide 2 base de la souche Bacillus thuringiensis kurstaki
(Kinsinger et McGaughey, 1979). Depuis, plusieurs études ont montré que
beaucoup d'espéces dinsectes étaient capables de développer en laboratoire une
résistance aux bioinsecticides. C'est le cas de nombreux lépidoptéres tels que le
légionnaire de la betterave (Spodoptera exigua), la noctuelle du tabac (Heliothis
virescens), la pyrale du mais (Ostrinia nubilalis), la fausse-arpenteuse du chou
(Trichoplusia ni) et le ver du cotonnier (Spodoptera littoralis), de quelques
coléoptéres tels que le doryphore de la pomme de terre (Leptinotarsa decemlineata)

et la chrysomele du Liard (Chrysomela scripta) et finalement dun diptere, le
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moustique urbain (Culex quinquefasciatus) (Schnepf et al., 1998; Frutos et al.,
1999). Dans la nature, quelques cas de résistance ont aussi été documentés. Le
plus spectaculaire d'entre eux concerne la teigne des cruciféres (Plutella xylostella).
Cet insecte, déja tolérant a presque tous les insecticides chimiques connus, a
rapidement développé une résistance aux préparations commerciales de
bioinsecticides & base du bacille de Thuringe dans des champs aux Philippines, en
Malaisie, en Pennsylvanie, en Hawai, en Floride et dans I'état de New York (Frutos

et al., 1999).

La stratégie & adopter aujourd'hui est la lutte intégrée. Il ne s'agit pas
d'éradiquer les populations d'insectes nuisibles (Myers et al, 1998), mais de
diminuer leur nombre a un seuil tolérable de nuisance, de maniére a réduire la
pression de sélection qui favorise I'apparition du phénomeéne de résistance. Pour ce
faire, les méthodes de lutte biologique, incluant I'utilisation de prédateurs naturels,
doivent étre combinées aux méthodes chimiques. Il n'existe d'ailleurs pas de
résistance croisée entre les toxines du bacille de Thuringe et les insecticides
chimiques de synthése. Des formulations de bioinsecticides comprenant plusieurs
toxines pourraient aussi s’avérer efficaces pour contrer I'apparition de cas de
résistance. Par exemple, la souche israelensis, qui produit quatre toxines, Cry4A,
Cry4B, Cry11A et Cyt1A, n'a pas entrainé de résistance chez les moustiques ou les
simulies, malgré son utilisation massive et prolongée sur le terrain (Charles et
Nielson-LeRoux, 1996; Wirth et al, 2001). Des expériences de laboratoire ont
cependant démontré une augmentation importante de la fréquence de résistance
lorsque le nombre de toxines produites par cette bactérie était réduit a trois ou moins
(Georghiou et Wirth, 1997; Wirth et al, 2001). De plus, la diversification des

techniques agricoles telles que la rotation des cultures, la création de zones refuges
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ou 'amendement des sols constitue une tactique intelligente pour le controle des
populations d'insectes ravageurs (McGaughey, 1992; Tabashnik et al., 1994,
Schnepf et al., 1998; Frutos et al., 1999). De cette fagon, une partie de la population
échappe a la sélection due aux insecticides, ce qui préserve des individus sensibles

qui pourront diluer les génes de résistance dans la population (Sanchis et al., 1996).



2. PHYSIOLOGIE INTESTINALE DE L'INSECTE

2.1. De lalarve a I'adulte

Les lépidoptéres, tout comme les coléoptéeres et les dipteres, sont des
insectes dits holométaboles, c'est-a-dire dont le développement vital est caractérisé
par une série de métamorphoses qui se traduisent par des modifications
morphologiques majeures entre la phase larvaire et la phase adulte, aboutissant
alors & une écologie distincte pour les deux groupes. Ces différences s'expliquent
par I'existence d'un stade nymphal, dernier stade spécialisé entre la larve et I'adulte.
Par exemple, chez le sphinx du tabac (Manduca sexta), un important ravageur des
plants de tabac a I'état larvaire, une série de mues permettent la succession de cinq
ou six stades larvaires, suivie de la nymphose. La larve se transforme alors en
chrysalide, pour finalement aboutir au stade adulte, soit le papillon. Soulignons
qu'au cours de ces métamorphoses il y a entre autres une transformation compléte
des piéces buccales de l'insecte qui s'accompagne d'un changement des habitudes
alimentaires, soit d'un régime phytophage chez la larve a une diéte nectarivore chez
le papillon. C'est lorsque linsecte est sous la forme d'une larve qu'il est nuisible
pour I'environnement, car il consacre la majeure partie de son temps & se nourrir des
tissus des plantes, ce qui occasionne des ravages considérables pour les cultures et

les foréts.

2.2. Notions de physiologie intestinale

Lintestin de l'insecte constitue I'organe cible des toxines produites par le bacille de

Thuringe. En effet, ces bioinsecticides opérent selon un mécanisme
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d'action qui se divise en plusieurs étapes bien définies, lesquelles conduisent a la
formation d'un pore dans la membrane intestinale des insectes sensibles. Afin de
mieux comprendre le mécanisme d'action détaillé des toxines et leur haute
spécificité insecticide, il s'avére indispensable de traiter de la physiologie intestinale
de linsecte. Bien que cet aspect n'ait pas été pas grandement approfondi au cours
des derniéres années, I'étude de la physiologie intestinale des insectes et du mode
d'action des toxines du bacille de Thuringe s'est surtout concentrée sur les

Iépidoptéres, particuliérement au sphinx du tabac.

L'intestin des lépidoptéres se divise en trois régions, soit l'intestin antérieur,
moyen et postérieur (Dow, 1986) (Fig. 2, p.18). Chez la larve, lintestin est
représenté majoritairement par l'intestin moyen, site d'absorption des nutriments et
site d'action des toxines du bacille de Thuringe. L'intestin moyen est lui aussi
subdivisé en trois régions, soit les régions antérieure, médiane et postérieure (Fig. 2,
p. 18). Cette subdivision repose entre autres sur le degré de repliement de
I'épithélium intestinal et sur les variations structurales des principales cellules
épithéliales qui composent l'intestin moyen (Cioffi, 1979). Ces derniéres sont de
deux principaux types, les cellules en colonne et les cellules en gobelet (Fig. 2, p.
18) (Anderson et Harvey, 1966; Akai, 1969; Smith et al., 1969). Les cellules en
colonne sont allongées et leur membrane apicale est faite de microvillosités
(membrane en bordure en brosse) qui portent les récepteurs spécifiques pour la
liaison des toxines du bacille de Thuringe (Hofmann et Lithy, 1986; Hofmann et al.,
1988a, b; Van Rie et al., 1989, 1990a, b; Oddou et al., 1993). Les cellules en
gobelet renferment une large cavité formée par une invagination de la membrane
apicale et dont l'extrémité apicale est fermée par une structure faite de

microvillosités spécialisées, s'apparentant a une valve (Anderson et Harvey, 1966;
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Flower et Filshie, 1976; Cioffi, 1979; Moffett et Koch, 1992). Finalement, on retrouve
des petits groupes de cellules régénératrices sous et entre les cellules épithéliales
(Dow, 1986). La contribution de ces cellules a la croissance de [I'épithélium
intestinal, durant chaque stade larvaire, a été peu étudiée et pourrait différer d'un
type d’insecte a autre (Dow, 1986). En revanche, il est clair qu'elles amorcent leur
division cellulaire lorsque la larve cesse de se nourrir pour muer ou suite a une
blessure telle qu'occasionnée, par exemple, par lingestion d’une dose sublétale de
toxines du bacille de Thuringe (Waku et Sumimoto, 1971; Turbeck, 1974; Cioffi,

1984; Spies et Spence, 1985).

Des jonctions communicantes et serrées permettent le couplage électrique et
chimique entre les deux principaux types de cellules épithéliales (Lane et Skaer,
1980; Moffet et Koch, 1988; Dow et Peacock, 1989; Lane et al., 1989). L'intestin
moyen des lépidoptéres est caractérisé par la présence d'une intense activité de
transport des ions potassium de I'hémolymphe vers la lumiére intestinale (Harvey et
Nedergaard, 1964; Blankemeyer et Harvey, 1978; Harvey et al, 1983; Dow et
Harvey, 1988). Les ions potassium traversent d'abord les cellules épithéliales grace
4 des canaux potassiques situés dans la membrane basale et un échangeur H*/K*
couplé a une H*-ATPase de type vacuolaire localisés dans la membrane apicale des
cellules en gobelet (Moffett et al., 1982; Dow et al., 1984; Moffett et Koch, 1985,
1988; Wieczorek et al., 1989, 1991, 1999; Schirmanns et Zeiske, 1994) (Fig. 3, p.
20). lIs diffusent et quittent ensuite la cavité en passant par la valve des cellules en
gobelet. De cette fagon, la pompe H*-ATPase génére un potentiel transépithélial
d'environ 150 mV (Dow et Peacock, 1989). Le gradient de potassium ainsi créé
permet I'absorption de nutriments, tels que les acides aminés, par l'intermédiaire de

co-transporteurs K*/acides aminés, situés dans la membrane en bordure en brosse
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Fig. 3: Propriétés biophysiques des principales cellules épithéliales de

I'intestin moyen du sphinx du tabac. Adapté de Knowles (1994).

des cellules en colonne (Giordana et al., 1989).

Une autre caractéristique importante de lintestin moyen des larves des
lépidoptéres est la valeur exceptionnellement élevée du pH luminal, lequel peut
atteindre des valeurs allant de 10,5 a prés de 12, selon les espéces étudiees (Dow,

1984). Le pH fluctue aussi le long du canal alimentaire, y compris dans lintestin
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moyen. Par exemple, chez le sphinx du tabac, le pH de lintestin moyen varie entre
8 et 11. Le trajet circulaire effectué par les protons, pompés d'abord dans la cavité
des cellules en gobelet par I'ATPase, puis ramenés dans le cytoplasme de ces
cellules par I'échangeur H*/K*, dont la steechiométrie est de 1 K*/2 H* (Azuma et al.,
1995), auquel s'ajoute lintense gradient électrique produit dans les cellules en
gobelet contribue 3 l'alcalinité du pH (Dow, 1992, Wieczorek et al., 1999). De plus,
selon Dow (1984, 1986, 1992), la dissociation d'un ion bicarbonate, provenant du
métabolisme cellulaire, dans la lumiére intestinale produit un proton qui retourne
dans la cavité des cellules en gobelet et un ion carbonate qui s'accumule dans la
lumiere. Ce dernier s'associe avec deux ions potassium pour former du carbonate
de potassium, contribuant ainsi a la valeur élevée du pH (Gringorten, 2001) (Fig. 3,

p. 20).



3. LES TOXINES DU BACILLE DE THURINGE

3.1. Une nomenclature en plein essor

Les O-endotoxines produites par le bacille de Thuringe peuvent étre
répertoriées dans deux groupes distincts dont les critéres de classification reposent
sur le spectre d'activité lytique et sur la structure tridimensionnelle des molécules
connues a ce jour. Les protéines Cyt (Cytolytic) agissent in vitro sur un large spectre
de types cellulaires, comprenant des cellules de mammiféres, mais uniquement sur
les diptéres in vivo. Les protéines Cry (Crystal) exercent une activité in vitro et in
vivo uniquement sur certains insectes et autres invertébrés, et sont de loin les
toxines les plus utilisées dans la lutte biologique (Hofte et Whiteley, 1989). Clest
aussi ce dernier groupe qui comprend le plus de toxines, dont les genes cry se

comptent aujourd'hui a plus d'une centaine.

Les génes codant pour les 8-endotoxines Cry furent d'abord classifies par
Hofte et Whiteley (1989) selon leur homologie de séquence et le spectre d'activité
larvicide des protéines produites. Toutefois, cette nomenclature s'est rapidement
avérée inapplicable, étant donné que la découverte de nouvelles toxines a montré
que I'homologie ne corréle pas toujours avec l'activité insecticide. Par exemple, bien
que la Cry1Aa et la Cry1Ba1 appartiennent & la méme famille, leur spectre d'action
differe. La premiére toxine agit spécifiquement sur certains Iépidopteres, alors que
la seconde exerce son action entomopathogéne a la fois sur certains Iépidopteres,
coléoptéres et diptéres (Hofte et Whiteley, 1989; Zhong et al., 2000). En

conséquence, un comité d'experts a élaboré une nouvelle nomenclature ne
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conservant que lidentité de séquence des acides aminés comme critere de
classification (Crickmore et al., 1998). De cette fagon, les génes cry sont regroupés
dans une quarantaine de familles ou classes identifiées par un chiffre et les toxines
ayant moins de 45% d'identité se voient attribuer un nouveau chiffre. Les familles
ainsi formées sont ensuite subdivisées en sous-familles et étiquetées par une
nouvelle lettre majuscule si elles présentent entre 45 et 75% d'identité. Finalement,
ces derniéres sont encore subdivisées en sous-sous-familles et arborent une
nouvelle lettre minuscule lorsqu'elles présentent entre 75 et 95% d'identité. De plus,
afin d’éviter toute confusion entre les deux systéemes de classification, les chiffres
romains ont été remplacés par des chiffres arabes et les parenthéses supprimées
dans la nouvelle nomenclature. Par exemple, la toxine CryllIA(a) de I'ancienne
nomenclature s'écrit maintenant Cry3Aa. A l'aide de cette classification, quarante
familles de toxines Cry et deux familles de toxines Cyt sont actuellement
dénombrées (Crickmore et al., 2003). Le tableau I (p. 24) présente les familles de

toxines le plus étudiées.

3.2. Structure atomique des toxines

Le mécanisme par lequel les toxines Cry exercent leur action insecticide
comprend trois étapes principales clairement identifiées : la solubilisation et
I'activation de la protoxine, la liaison de la toxine activée a son récepteur et l'insertion
de la toxine dans la membrane intestinale pour former un pore. Toutefois, avant de
décrire chacune de ces étapes, il serait intéressant d'analyser en détail la structure
atomique des toxines du bacille de Thuringe. Cette section portera donc sur

plusieurs études structuro-fonctionnelles réalisées jusqu'a maintenant, alors qu'une
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Tableau I : Classification et spectre d'activité insecticide des principales

familles de toxines du bacille de Thuringe.

8-ENDOTOXINES PM PM
Familles | Sous-familles | Protoxines Toxines Cibles
(kDa) (kDa)
A
B
Cry1 C 130 - 160 60 Lépidoptéres, dipteres,
D coléopteres
E
F
A Lépidoptéres, diptéres
Cry2 B 70-71 65 Lépidoptéres
C
A
Cry3 B 73 55 Coléopteres
C
D
Cry4 A 134 46 - 48 Dipteres
B 128
C 58 ?
D 72 30 Nématodes
A
Cry5 B 81,2 ? Lépidoptéres, coléopteres
C
D
Cyt A 27 25 Diptéeres,
B 29 23 effets cytolytiques in vitro

D'apres Hofte et Whiteley, 1989; Gill et al., 1992; Li, 1996; Li et al., 1996; Rukmini et
al., 2000.

description physiologique du mécanisme d'action des toxines sera abordée dans la

section suivante.

A Theure actuelle, les structures atomiques de quatre toxines Cry, soit la
Cry1Aa (Grochulski et al., 1995), la Cry2Aa (Morse et al., 2001), la Cry3Aa (Li et al.,

1991) et la Cry3Bb (Galitsky et al., 2001), et d'une toxine Cyt, la CytB (Li et al,
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1996), ont été élucidées. Les structures des protéines Cry et Cyt présentent des
disparités appréciables qui pourraient rendre compte des divergences fonctionnelles.
Etant donné que la présente étude ne concerne que les protéines Cry, les sections
suivantes traiteront uniqguement de ce groupe. Bien que le spectre d'activité des
toxines Cry puisse différer, la détermination de leur structure tridimensionnelle par
cristallographie a permis de montrer qu'elles possédent une structure semblable

(Fig. 4, p. 26).

3.2.1. Structure primaire

Dans les cristaux produits durant la sporulation, les &-endotoxines se
présentent sous la forme de protoxines. Dans la famille des protéines Cry1, elles
possédent un poids moléculaire se situant entre 130 et 160 kDa. Au niveau de la
structure primaire, on peut diviser les toxines en deux fragments fonctionnellement
distincts (Gill et al., 1992; Knowles, 1994; Schnepf et al., 1998) (Fig. 5, p. 27). Le
premier fragment, situé du c6té N-terminal de la protoxine, correspond a la portion
toxique de la protéine. Il peut étre divisé a son tour en trois régions distinctes,
lesquelles donneront naissance aux domaines qui composent la structure tertiaire de
la toxine active. Le second fragment correspond a la moitié C-terminale de la
protoxine et contribue a la formation du cristal et & sa stabilité structurelle. Ce
fragment comporte en effet des cystéines qui forment des ponts disulfures entre les
protoxines, ce qui assure le maintien de la structure cristalline compacte (Bulla et al.,

1980; Bietlot et al., 1990).
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Fig. 4 : Structures tridimensionnelles de différentes toxines produites par le
bacille de Thuringe obtenues par cristallographie a rayons X. Tirés de
Grochulski et al. (1995) (Cry1Aa), Morse et al. (2001) (Cry2Aa), Li et al. (1991)
(Cry3Aa) et Li et al. (1996) (CytB).

La structure primaire des toxines Cry comporte huit blocs d'acides aminés
hautement conservés, séparés par des régions hypervariables (Hofte et Whiteley,

1989; Schnepf et al., 1998) (Fig. 5, p. 27). Les cing premiers blocs se situent dans
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le fragment toxique de la protéine et sont présents chez de nombreuses toxines, ce
qui expliquerait leur trés grande similitude structurelle. Toutefois, I'élucidation de la
structure atomique de la Cry2Aa remet en question le role et l'importance de ces
motifs conservés. Morse et al. (2001) ont effectivement montré que la Cry2Aa
arbore une structure tout a fait similaire aux autres toxines de la famille des

protéines Cry et ce, méme si elle ne posséde que le premier et une forme tronquée

Fragment toxique Fragment structurel
><

N A 1| |2 3|45 6 7] |8 L C

Protoxine
130-140 kDa

N4 []]? S 4[ 5 C Toxine
60-70 kDa

N-4 | I il FC Domaines
structuraux

Fig. 5 : Représentation schématique de la structure primaire des toxines Cry.
La protoxine comporte huit blocs d'acides aminés hautement conservés qui sont
représentés ici par des rectangles gris pales. Au cours de l'activation, il y a clivage
du fragment structurel et d'une trentaine d'acides aminés en amont du fragment
toxique. La toxine activée est divisée en trois domaines structuraux. Adapté de
Schnepf et al. (1998).
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du deuxieme des cing blocs d'acides aminés (Schnepf et al., 1998). Néanmoins, ce
bloc semble jouer un role crucial dans le mécanisme de formation de pores de
toutes les toxines Cry, puisqu'il englobe une hélice du domaine | potentiellement
impliguée dans linsertion membranaire, soit I'hélice 5. Les trois derniers blocs se
retrouvent dans le fragment structurel de plusieurs protoxines. Par contre, il arrive
que dans certaines toxines, le fragment structurel soit si court qu'il comporte moins
de trois blocs. Par exemple, les toxines Cry2A, Cry11A, Cry13A et Cry18A ne

possédent aucun des trois premiers blocs (Schnepf et al., 1998).

3.2.2. Structure secondaire et tertiaire

La structure tridimensionnelle de la toxine activée comprend trois domaines
distincts (Fig. 6, p- 29). A l'extrémité N-terminale, le domaine | (acides amines 29' a
053 dans la Cry1Aa) est formé d'un groupe de six hélices alpha amphipathiques,
positionnées de maniére antiparaliéle, et qui entourent une hélice alpha hydrophobe,
I'hélice 5 (Grochulski et al, 1995). Clest le domaine | qui pourrait donc étre
responsable de linsertion de la toxine dans la membrane, de par le caractere
amphipathique de ses helices et la longueur de certaines dentre elles.
Effectivement, les études cristallographiques effectuées sur certaines toxines ont
montré que plusieurs helices alpha du domaine | mesurent plus de 30 A, notamment
les hélices trois a sept, et sont donc suffisamment longues pour traverser la
membrane intestinale des insectes sensibles (Li et al., 1991, 2001: Grochulski et al.,

1995; Galitsky et al., 2001; Morse et al., 2001).

1 Lors de l'activation (section 3.3.1., p. 38), le site de clivage est l'acide aminé en position vingt-huit, une arginine,
cible habituelle des enzymes de type trypsine. Par conséquent, le domaine | débute a I'acide aminé vingt-neuf et
non trente-trois, comme il a &té décrit par Grochulski et al. (1995). Les acides aminés des régions N- et C-
terminales ne sont pas disposés de fagon assez réguliere dans le cristal pour &tre détectés en cristallographie &
rayons X et c'est pourquoi la structure atomique de la Cry1Aa élucidée par Grochulski et al. (1995) ne débute qu'au
résidu trente-trois.
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Fig. 6 : Structure tridimensionnelle de la Cry3Aa. Vue de dessus. Le domaine |

apparait en mauve, le domaine Il en rouge et le domaine Il en vert. Tiré de
ftp://us.expasy.org/databases/swiss-3dimage/lMAGES/GIF/S3D00506.gif.

Le domaine Il (acides aminés 265 a 461 dans la Cry1Aa) est composé de trois
feuillets béta antiparalléles et de deux courtes hélices alpha. La séquence du
domaine Il varie plus, selon les toxines, que celle des deux autres domaines. De
plus, elle ne comporte aucun des blocs hautement conservés, a I'exception de
I'extrémité C-terminale du bloc 2 correspondant au premier feuillet béta du domaine

Il (31b) (Grochulski et al., 1995). Ceci fait du domaine Il un excellent candidat pour
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assurer la spécificité des toxines. Le domaine de spécificité des toxines avait
d’ailleurs été localisé a l'intérieur de la région correspondant au domaine Il par Ge et
al. (1989) avant méme que la structure tridimensionnelle des toxines ne soit
élucidée. Ces auteurs réalisérent des toxines chimériques en remplagant différentes
régions d'une toxine agissant sur le ver a soie, la CrylAa, par le segment
correspondant d’'une toxine complétement inactive pour ce méme insecte, la Cry1Ac.
Toutes les chiméres dans lesquelles la région comprise entre les acides aminés 332
a 450 de la Cry1Aa avait été substituée, complétement ou en partie, par le segment
correspondant de la Cry1Ac avaient une toxicité significativement réduite ou abolie
envers le ver a soie. Réciproquement, le remplacement de ce segment dans la
Cry1Ac par celui de la Cry1Aa a produit une protéine dont la toxicité envers cet
insecte était comparable a celle de la CrylAa. Des études similaires, réalisées a
l'aide d'autres toxines chimériques et d’autres insectes, ont confirmé 'importance du
rdle joué par le domaine Il dans la spécificité des toxines (Schnepf et al., 1990;
Widner et Whiteley, 1990; Ge et al.,, 1991; Masson et al., 1994). De plus, plusieurs
analyses fonctionnelles portant sur des protéines mutées ont aussi montré que ce
domaine jouait un role clef dans la liaison des toxines aux récepteurs spécifiques
situés sur la membrane intestinale des insectes cibles (Lu et al., 1994; Smith et Ellar,
1994; Rajamohan et al., 1995, 19964, b, c; Lee et al., 1996b, 2000, 2001; Smedley
et Ellar, 1996; Wu et Dean, 1996; Abdul-Rauf et Ellar, 1999; Jenkins et al., 2000;
Daniel et al., 2001). Ces travaux ont notamment mis en évidence le rble crucial des
boucles 1, 2 et 3 du domaine |l dans la liaison des toxines a leurs récepteurs. Ces
trois boucles occupent une région trés exposée de la molécule, située du coteé

opposé au domaine Il (Fig. 7, p. 31).
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Fig. 7 : Structure tridimensionnelle de la CrylAa. Le domaine | apparait en
rouge, le domaine Il en bleu et le domaine Il en vert. Les numéros correspondent
aux trois boucles du domaine Il impliquées dans la liaison des toxines a leurs
récepteurs. La boucle 1 comprend les acides aminés 310 a 313, la boucle 2
comprend les acides aminés 361 a 379 et la boucle 3 comprend les acides aminés
438 a 446.

Finalement, le domaine Ill comprend les résidus 463 a 609 ainsi qu’'un petit segment
(résidus 254 a 269) correspondant au feuillet B1a situé entre les domaines | et I

dans la structure primaire de la Cry1Aa (Grochulski et al., 1995). |l s'organise en un
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sandwich béta de deux feuillets béta antiparalléles et joue plusieurs roles importants
dans le fonctionnement de la toxine. D’abord, différents chercheurs lui ont attribué
un réle clef dans le maintien de la structure de la toxine, puisque certains de ses
acides aminés forment des liens hydrogénes et des ponts salins avec les autres
domaines (Li et al., 1991, Grochulski et al., 1995). Aussi, des mutations effectuées
dans les blocs 4 et 5 du domaine lil ont provoqué une diminution de la production de
protoxines, suggérant une perte de stabilité (Chen et al., 1993; Nishimoto et al.,
1994, Masson et al., 2002b). L'analyse d'autres mutations a révélé que le domaine
Il pouvait aussi jouer un réle important dans la spécificitt des toxines et la
reconnaissance des récepteurs membranaires.  Effectivement, la création de
mutations dans le domaine lil de la Cry1Ac a provoqué une diminution de la liaison
de la toxine au récepteur aminopeptidase N du sphinx du tabac (Burton et al., 1999;
de Maagd et al, 1999a; Jenkins et al., 1999). Léchange du domaine llI de
différentes toxines peut également modifier la spécificité (Ge et al., 1991; Masson et
al., 1994; Bosch et al., 1994, Lee et al., 1995, de Maagd et al., 1996a, b, 1999a, b)
selon les toxines et les insectes étudiés. Par exemple, une étude récente réalisée
avec des chiméres de différentes toxines actives ou non contre la teigne des
cruciféres a montré que le domaine Il n’est en aucun cas impliqué dans la spécificité
chez cet insecte et que cette fonction est probablement assurée par le domaine |l
(Ballester et al., 1999). Finalement, le domaine Ill semble participer au
fonctionnement du pore, peut-&tre par une modulation de I'activité du domaine |
(Chen et al., 1993; Wolfersberger et al., 1996, Schwartz et al., 1997b; Burton et al.,

1999; Masson et al., 2002b).

Malgré les roles respectifs de chacun des domaines, plusieurs expériences

ont démontré la nécessité d'une interaction des trois domaines pour un
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fonctionnement optimal de la toxine. Par exemple, des mutations dans le quatrieme
bloc conservé de la toxine, situé dans le domaine Ill, entrainent des modifications
des propriétés de perméabilité, y compris celles de conduction du canal (Chen et al.,
1993; Wolfersberger et al., 1996; Schwartz et al., 1997b). De nombreuses études
effectuées a Paide de protéines chimériques ont aussi permis de mettre en évidence
que Pexistence d'interactions entre les domaines optimise le fonctionnement des
toxines (Schnepf et al., 1990; Ge et al,, 1991, Honée et al., 1991; de Maagd et al.,
2000). |l a été démontré par Jenkins et al. (2000) que la liaison de la Cry1Ac au
récepteur aminopeptidase N de la spongieuse (Lymantria dispar) s’effectue selon un
processus en deux temps. En premier lieu, une région du domaine Il reconnait le
récepteur et s'y lie via un site de faible affinité. Une fois l'ancrage effectué, une
région du domaine Il se lie & un deuxieme site, de plus haute affinité, ce qui initie
Iinsertion membranaire. De plus, Flores et al. (1997) ont montré qu'une toxine
formée uniquement des domaines Il et lll de la Cry1Ab ne lie que le récepteur de
type cadhérine de la membrane en bordure en brosse du sphinx du tabac, ce qui
suggére que la liaison au récepteur aminopeptidase N de 120 kDa, lui aussi exprimé
dans la membrane de l'insecte, pourrait nécessiter la participation du domaine |, soit
en interagissant directement avec le récepteur, soit en modulant I'activité d'un ou
des deux autres domaines. Enfin, des expériences réalisées avec des protéines
chimériques conduisirent & des conclusions similaires aprés qu’un hybride
comprenant les domaines Il et lll de la Cry1C, une toxine active contre le légionnaire
d’'automne (Spodoptera frugiperda), et le domaine | de la Cry1E se soit révélé inactif
contre des cellules Sf9 qui sont pourtant sensibles a la Cry1C (Rang et al., 1999).
Plusieurs autres chiméres combinant les domaines de différentes toxines se sont
également révélées déficientes dans la formation du cristal ou non toxiques (Rang et

al., 2001).
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3.2.3. Structure quaternaire

L’enregistrement de plusieurs niveaux de sous-conductance en bicouches
lipidiques planes artificielles (Slatin et al., 1990; Schwartz et al., 1993; Racapé et al.,
1997) ou auxquelles des vésicules de la membrane en bordure en brosse ont été
fusionnées (Lorence et al., 1995; Peyronnet et al., 2001), ainsi que I'estimation du
diametre du pore de 10-26 A (Knowles et Eliar, 1987; Carroll et Ellar, 1997; Villalon
et al., 1998; Peyronnet et al., 2002), suggérent fortement qu'il y a oligomérisation de
la toxine dans la membrane. Des mutations dans I'hélice 4 (Tigue et al., 2001) et
I'hélice 5 (Aronson et al., 1999) du domaine | ont montré qu’elles joueraient un réle
important dans I'oligomérisation. D’autres expériences réalisées avec des peptides
synthétiques correspondant a I'hélice 5 ont permis aussi de conclure a sa
participation dans ce processus (Gazit et Shai, 1993, 1995; Cummings et al., 1994;

Gazit et al., 1994; Gerber et Shai, 2000).

Toutefois, le nombre exact de sous-unités, ainsi que le moment précis ol
I'oligomérisation s'effectue demeurent encore inconnus. Bien que peu d'études aient
véritablement porté sur cette question, 'architecture finale des pores formés par les
toxines du bacille de Thuringe est maintenant de plus en plus discutée dans la
littérature. Plusieurs expériences réalisées avec différentes toxines en solution
donnérent des indications quant a la structure quaternaire des toxines. Les résultats
de ces travaux ont révélé la présence simultanée de monomeéres et d'assemblages
formés de deux (Walters et al., 1994), trois (Masson et al., 2002a), quatre (Feng et
Becktel, 1994) et méme plus de dix sous-unités (Glereca et Bravo, 1999).
Toutefois, il semblerait que la formation et le maintien de la stabilité de certains

agrégats dépendent de plusieurs facteurs physico-chimiques, tels que le pH, la force
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ionique, la température et la composition du tampon (Feng et Becktel, 1994; Masson

et al., 2002a).

Néanmoins, les premiéres démonstrations d’agrégation furent fournies par
des études d’extraction de pores formés dans des vésicules membranaires (Aronson
et al., 1999; Tigue et al,, 2001). Des monoméres et des assemblages formés de
deux et trois sous-unités ont ainsi été détectés (Aronson et al., 1999; Tigue et al.,
2001). Drautre part, la microscopie a force atomique, une technique qui mesure la
topographie d’un échantillon a I'échelle nanométrique par les variations de la lumiere
réfléchie par un levier qui balaie la surface de bicouches lipidiques préalablement
traitées avec des toxines, a permis de mettre en évidence la présence de structures
tétramériques (Vié et al., 2001). Ce résuiltat est en accord avec le modéle proposé

par Schwartz et son équipe (Schwartz et al., 1997a; Masson et al., 1999).

Quant au moment de linsertion, quelques études suggérent que
I'oligomérisation aurait lieu une fois la toxine insérée (Gazit et al., 1998; Aronson et
al., 1999; Giiereca et Bravo, 1999; Masson et al. 1999). Toutefois, une analyse
récente montre que l'oligomérisation de la Cry1Ac s'amorcerait lors de la liaison au
récepteur, puisque l'aminopeptidase N de 115 kDa du sphinx du tabac posséde
deux sites de liaison et que la toxine monomérique s'y lierait dans un rapport 2:1

(Masson et al., 2002a).

3.3. Un mécanisme d'action en trois étapes

Tel que mentionné a la section précédente, le mode d'action des toxines du

bacille de Thuringe comprend trois étapes, soit la solubilisation et 'activation de la
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protoxine, la liaison de la toxine & son récepteur et son insertion dans la membrane
intestinale de linsecte cible (Fig. 8, p. 37). 1l est important de souligner que ce n'est
pas l'insertion proprement dite de toxines bactériennes dans lintestin des insectes
qui provoque leur mort, mais plutét les perturbations physiologiques conséquentes a
ces ouvertures dans la barriere intestinale. En effet, Spies et Spence (1985) ont
démontré que I'épithélium intestinal de larves du sphinx du tabac exposé a des
doses sublétales de toxines était capable de se régénérer, permettant aux individus

de poursuivre leur développement normal.

Lorsque les larves dinsectes nuisibles se nourrissent des feuilles de
végétaux préalablement traités avec un insecticide a base du bacille de Thuringe,
elles avalent un mélange de spores et de cristaux. En raison du pH alcalin et des
conditions réductrices qui caractérisent la lumiére intestinale de l'intestin moyen de
la plupart des insectes sensibles, les ponts disulfures qui assurent la structure
cristalline compacte sont rompus et les cristaux sont solubilisés en une protoxine de
60 a 160 kDa selon les familles (Jaquet et al., 1987; Bietlot et al., 1990) (Fig. 8, p-
37). Le mécanisme d'activation peut également varier d’une toxine a l'autre en
fonction des conditions du tube digestif des insectes cibles. Par exemple, la toxine
Cry3Aa, active contre les coléopteres, ne compte pas de région C-terminale riche en
ponts disulfures dans sa protoxine (Li et al., 1991). Ainsi, le pH du contenu intestinal
des coléoptéres étant neutre ou légérement acide , l'activation protéolytique de la
protoxine de Cry3Aa s'effectue par le clivage des cinquante-sept premiers acides

aminés de la chaine (Li et al.,, 1991).
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Fig. 8 : Mécanisme d’action des toxines du bacille de Thuringe.
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3.3.1. Solubilisation et activation de la protoxine

Une fois le cristal solubilisé, la protoxine subit une protéolyse partielle.
L'activation s'effectue grace a l'action de proteases intestinales qui clivent le
fragment structurel de la protoxine. Par exemple, les vingt-huit premiers acides
aminés du coté N-terminal et les cing cent soixante-sept derniers acides aminés du
coté C-terminal de la Cry1Aa sont gliminés pour former une toxine active dont le
poids moléculaire est de 65 kDa (Schnepf et al., 1985; Grochulski et al., 1995).
Lalimination du fragment structurel s'effectue selon un processus séquentiel ol sept
petits blocs d’'acides amines d’environ 10 kDa sont successivement clivés (Choma et
al., 1990, 1991). Chez les lépidopteres, les principales protéases intestinales
responsables de cefte activation sont des enzymes de type trypsine et
chymotrypsine. Elles different de leurs homologues provenant des mammiferes
principalement par leur capacité a opérer de fagon optimale a des pH alcalins

(Rukmini et al., 2000).

3.3.2. Liaisondela toxine activée a son récepteur

Une fois activée, la toxine peut amorcer son activité. Pour ce faire, elle se lie
de fagon réversible & un récepteur spécifique situé sur la membrane en bordure en
brosse, c'est-a-dire au niveau de la membrane apicale des cellules en colonne de
lintestin moyen (Hofmann et Luthy, 1986; Hofmann et al., 1988a, b; Van Rie et al.,
1989, 1990a) (Fig. 8, p- 37). Pourla sous-famille des Cry1 A, deux principaux types
de récepteurs membranaires ont été identifiés. Le premier type comprend
différentes isoformes d'aminopeptidases N. Ces récepteurs ont été détectés dans

une variété dlinsectes tels que le sphinx du tabac (Knight et al., 1994, 1995,



39

Sangadala et al., 1994; Luo et al,, 1996, 1999; Denolf et al., 1997), le ver a soie
(Yaoi et al,, 1997, 1999; Hua et al., 1998), la noctuelle du tabac (Gill et al., 1995; Luo
et al., 1997a), la teigne des cruciféres (Denolf et al., 1997; Luo et al., 1997b) et la
spongieuse (Valaitis et al., 1995; Garner et al., 1999). |l s'agit d'enzymes digestives,
ancrées a la membrane par une liaison covalente avec un groupement
glycosylphophatidylinositol (GPl) (Garczynski et Adang, 2000), qui clivent des
peptides en acides aminés, lesquels seront par la suite transportés dans les cellules
en colonne via les co-transporteurs K*/acides aminés (Fig. 2, p. 18). Ces récepteurs
se situeraient préférentiellement sur des radeaux lipidiques, caractérisés entre
autres par la présence importante de protéines possédant une ancre GPIl. Il a
d'ailleurs été récemment démontré que l'intégrité de ces microdomaines lipidiques
était essentielle a l'activité in vitro de la Cry1Ab pour la formation de pores (Zhuang
et al.,, 2002). Le second groupe de récepteurs membranaires correspond a des
protéines de 210 kDa s'apparentant aux cadhérines (Vadlamudi et al, 1993;
Vadlamudi et al., 1995; Nagamatsu et al.,, 1999). Bien que ces derniéres soient des
médiateurs de lI'adhérence intercellulaire sous dépendance calcique dans les tissus
animaux (Alberts et al., 1995), la fonction physiologique de ces récepteurs chez les
insectes demeure encore inconnue. Contrairement aux récepteurs a ancre GPI, les
cadhérines possédent un segment transmembranaire qui pourrait servir a la
transduction de signaux (Alberts et al., 1995). Le ver a soie et le sphinx du tabac
possédent chacun un récepteur de type cadhérine auquel se fixent la Cry1Aa
(Nagamatsu et al, 1999) et la Cry1Ab (Vadlamudi et al., 1993; Vadlamudi et al.,

1995), respectivement.

Différentes toxines peuvent avoir une action insecticide contre un méme

insecte, soit en se liant chacune a son propre récepteur, soit en rivalisant pour le
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méme récepteur (Chen et al., 1995; Masson et al., 1995b; Rajamohan et al., 1995;
19964, b, c; Fiuza ef al., 1996; Lee et Dean, 1996; Lee et al., 1996a). Chez le
sphinx du tabac, par exemple, 'aminopeptidase N de 106 kDa n'est reconnue que
par la Cry1C (Luo et al., 1996), alors que la Cry1Aa, la Cry1Ab et la CrylAc se
concurrencent entre elles pour la liaison avec une autre aminopeptidase N de 120

kDa (Masson et al., 1995a; Schnepf et al., 1998).

Malgré le fait que la présence des récepteurs membranaires semble garantir
la spécificité des toxines in vivo, la formation de pores est également possible dans
des bicouches lipidiques planes en absence de récepteurs, bien que les
concentrations de toxines doivent étre nettement plus élevées, soit de cent a mille
fois les doses requises en présence d’un récepteur (Slatin et al., 1990; Schwartz et
al, 1993). La formation de pores dans des bicouches lipidiques auxquels un
récepteur purifié a été ajouté (Schwartz et al, 1997b) ou des vésicules de la
membrane en bordure en brosse ont été fusionnées (Lorence et al., 1995; Martin et
Wolfersberger, 1995; Peyronnet et al., 2001) s’effectue & des doses comparables a

celles requises en conditions naturelles.

3.3.3. Insertion de la toxine activée dans la membrane intestinale

La liaison de la toxine au récepteur entraine son insertion irréversible dans la
membrane des cellules en colonne de l'intestin moyen, d'oll I'appellation d'étape de
liaison irréversible (Van Rie et al., 1989; Wolfersberger, 1990; lhara et al., 1993;
Liang et al., 1995; Rajamohan et al., 1995) (Fig. 8, p. 37). L'insertion de la toxine
dans la membrane conduit & la formation d'un pore, une stratégie employée par

plusieurs toxines bactériennes (English et Slatin, 1992; Lesieur et al., 1997) et qui
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cause une panoplie d'effets histopathologiques dans lintestin de I'insecte (Knowles
et Dow, 1993). Selon la théorie de la lyse osmotique (Knowles et Ellar, 1987), la
formation de pores non spécifiques dans la membrane des cellules en colonne
provoque, en raison de la valeur élevée du pH luminal, une sortie massive de
protons et une entrée d'ions potassium. Cela a pour effet de dépolariser la cellule et
d'alcaliniser le pH cytoplasmique (Crawford et Harvey, 1988). Ces perturbations
cellulaires entrainent la fermeture des jonctions communicantes (Loewenstein, 1981;
Knowles et Dow, 1993). La pression osmotique générée par les macromolécules
présentes a l'intérieur de la cellule en colonne, telles que les acides nucléiques et les
protéines, favorise I'entrée d'eau par osmose. La cellule se met alors a gonfler et
finit par éclater par un processus de lyse colloidale (Knowles et Ellar, 1987). Les
dommages observés sur les cellules en gobelet sont attribuables a I'effet des toxines
sur les cellules en colonne, puisque leurs récepteurs ne sont présents que chez ces
derniéres (Bravo et al., 1992). Ainsi, la fermeture des jonctions communicantes ne
permet plus au potassium de retourner dans les cellules en gobelet, ce qui diminue
lactivité de I'échangeur K*/2H* qui doit maintenant s'approvisionner uniquement a
partir de I'hémolymphe (Wieczorek, 1992). La H*-ATPase continue de pomper les
protons, ce qui acidifie la cavité et alcalinise le cytoplasme. Puis, la pompe H*-
ATPase s'inactive, possiblement en raison de I'élévation du pH cytoplasmique qui
inhiberait la synthése mitochondriale d'ATP (Knowles, 1994). La pression osmotique
a lintérieur de la cavité augmente, créant un appel d'eau du cytoplasme vers la
cavité. Il en résulte une augmentation du volume de la cavité et une compression du
cytoplasme des celluies en gobelet (Endo et Nishiitsutsuji-Uwo, 1980; Gupta et al,
1985; Bravo et al., 1992). Cette perte de fonction de I'épithélium intestinal entraine
non seulement une septicémie, mais elle précipite aussi l'insecte dans un état de

jetine qui occasionnera sa mort. En effet, 'égalité du pH entre la lumiére intestinale
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et 'hémolymphe offre des conditions favorables & la germination des spores
présentes dans lintestin et permet la prolifération des bactéries intestinales qui se
nourrissent alors des tissus et des fluides de l'insecte (Gill et al., 1992; Knowles et

Dow, 1993).

Plusieurs travaux visant 3 élucider les propriétés glectriques des pores
permettent de conclure quiils possédent une sélectivité cationique (Slatin et al,
1990; Schwartz et al., 1993, 1997b, c; Lorence et al., 1995). Les pores laissent
cependant passer plusieurs types d'ions et de molécules. Il a d'abord été clairement
démontré que les pores formés par les toxines du bacille de Thuringe sont
perméables au potassium, puisque le co-transport K'/acide aminé est aboli lorsqu'il'y
a formation d'un pore. Cette perméabilité potassique du pore perturbe le gradient
normal de potassium qui énergise les co-transporteurs, et ces derniers cessent alors
de transporter les acides aminés (Sacchi et al., 1986; Wolfersberger, 1989; Parenti
et al, 1993). Ces pores laissent aussi passer des ions monovalents tel que le
sodium, des cations et des anions divalents et des acides aminés (Wolfersberger,
1989: Hendrickx et al., 1990; Potvin et al, 1998: Kirouac et al, 2002). Des
expériences réalisées sur des cellules sfo avec des sondes fluorescentes ont
montré que la Cry1C formait des pores perméables aux protons et aux ions
potassium et sodium (Vachon et al., 1995). Une étude réalisée en bicouches
lipidiques a montré que cette toxine peut former, en plus des pores sélectifs pour les
cations, des pores sélectifs pour les anions, bien que ces derniers n‘aient été
observés qu'a des pH légérement acides (Schwartz et al., 1993). Finalement, des
expériences de gonflement osmotique et d'électrophysiologie ont mis en évidence
que les pores formés par les toxines sont perméables a de grosses molécules telles

que le N-méthyle-D-glucamine, le gluconate, le glucose, le sucrose et le raffinose
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(Knowles et Ellar, 1987; Carroll et Ellar, 1993, 1997; Villalon et al., 1997; Rang et al.,
1999; Tran et al., 2001. Des polyéthyléne glycols de poids moléculaire allant jusqu’a

1500 peuvent aussi pénétrer efficacement le pore (Peyronnet et al., 2002).

3.4. Un mécanisme de formation de pores encore hypothétique

L’étape cruciale qu'est linsertion de la toxine dans la membrane n'est pas
encore bien comprise. En particulier, le role que joue le récepteur membranaire
dans le mécanisme de formation du pore demeure encore inconnu. Afin de
répondre & cette question, plusieurs hypothéses ont été formulées. Le récepteur
pourrait soit constituer un canal endogéne de la membrane apicale qui s'ouvre
lorsque la toxine s'y lie, soit s'associer avec la toxine pour former un pore, ou tout
simplement servir d'ancrage & la toxine et initier le changement de conformation
nécessaire a son insertion (Knowles et Dow, 1993; Pietrantonio et Gill, 1996;
Schwartz et Laprade, 2000). La premiere hypothése semble la moins vraisemblable
puisque les toxines peuvent former des pores en absence de récepteur. En fait, des
expériences réalisées avec différentes toxines ont montré que le domaine 1 seul était
capable de former des pores dans des bicouches lipidiques (Walters et al., 1993;
Von Tersch et al., 1994; Franken et al., 1996). De plus, les récepteurs identifiés a ce
jour, de type aminopeptidase N ou semblabies a des cadhérines (section 3.3.2., p.
38) ne semblent pas posséder les caractéristiques attendues d'une protéine formant
des pores. En ce qui a trait a limplication ou non du récepteur dans la structure et
l'activité des pores, les études effectuees jusqu'a maintenant permettent de conclure
4 sa participation fonctionnelle et possiblement structurelle. Effectivement, il
contribuerait a diminuer la barriére énergétique permettant les changements de

conformation de la toxine nécessaire a linsertion (Lesieur et al., 1997) et pourrait
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faire partie de larchitecture finale du pore puisque I'ajout d'un récepteur
membranaire dans une bicouche lipidique plane peut modifier la rectification au
voltage (Schwartz et al., 1997b) ainsi que la conductance et la sélectivité ionique
(Peyronnet et al., 2001) des pores. Enfin, tel que suggéré par Masson et al.
(2002a), le récepteur pourrait induire I'oligomérisation et permettre l'insertion d'un

complexe protéique.

La nature des changements de conformation que subit la protéine, ainsi que
lidentité des hélices du domaine | qui s'insérent dans la membrane n'ont pas encore
été déterminées avec précision. Plusieurs modéles ont été proposés afin d'expliquer
la formation des pores. La découverte du mécanisme d'insertion membranaire de
quelques protéines, par l'intermédiaire d'une épingle bihélicale (Engelman et Steitz,
1981; Parker et al., 1989), amena a |'élaboration de deux modéles principaux (Fig. 9,

p. 45).

Hodgman et Ellar (1990) fournirent les premiéres analyses menant a la
formulation du modéle en canif. Sur la base de l'alignement des séquence en
acides aminés de différentes toxines Cry et des régions hydrophobes prédites, ils
conclurent que deux hélices alpha, correspondant aux hélices 5 et 6, formaient
possiblement I'épingle hélicale responsable de la formation du pore. L'élucidation de
la structure atomique de la Cry3A dans I'année qui suivit a permis de confirmer la
présence de ces deux hélices prédites par le modéle et parmi les plus conservées
chez beaucoup de toxines Cry (Li et al., 1991). En considérant le fait que I'extrémité
de I'épingle se situe du c6té opposé de la toxine par rapport & son site de liaison,
Knowles (1994) élabora le modéle en canif (Fig. 9B, p. 45) en précisant que I'épingle

hélicale alpha 5 et 6 doit se déplier, telle la lame d'un canif, pour aller s'insérer dans
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Knowles (1994).
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la membrane, alors que le reste de la protéine ne subit pratiquement pas de

changement de conformation.

L’obtention de la structure atomique de la Cry3A conduisit Li et al. (1991) a
proposer un nouveau modéle d'insertion, complétement différent du précédent.
Selon eux, deux épingles hélicales sont susceptibles de pénétrer la membrane
intestinale. Ces épingles sont jointes prés de la membrane, puisque la boucle qui
les relie est située du coté de la toxine qui interagit directement avec le récepteur.
Leur insertion dans la membrane entraine |'étalement des autres hélices du domaine
| sur la surface membranaire, telle I'armature d'un parapluie. Ce modele, appelé
modeéle en parapluie, caractérise le mécanisme de formation de pores de la colicine
A et de la toxine diphtérique, lesquelles possédent un domaine responsable de la
formation de pores dont la structure tertiaire est trés similaire a celle du domaine |
des toxines Cry (Lakey et al., 1991; Parker et Pattus, 1993) (Fig. 5, p. 27). La
premiére candidate pour l'insertion des toxines du bacille de Thuringe est I'épingle
hélicale alpha 4 et 5 (Fig. 9A, p. 45). En effet, 'hélice 5 est non seulement la plus
conservée des hélices du domaine | dans toutes les toxines Cry, mais des mutations
dans cette hélice diminuent la toxicité sans modifier la liaison au récepteur (Ahmad
et Ellar, 1990). L'autre candidate, proposée par Li et al. (1991), est I'épingle hélicale
alpha 6 et 7. Cette paire d'hélices, particulierement I'hélice 7, assure le contact entre
le domaine de formation de pores et le domaine de liaison au récepteur. De plus,
I'nélice 7 est elle aussi trés bien conservée parmi les toxines Cry, et Gazit et Shai
(1995), sur la base d'analyses spectroscopiques, ont suggéré que I'hélice 7 pourrait

servir a détecter la liaison de la toxine avec le récepteur.
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C'est le modéle en parapluie, ou I'hélice 4 tapisserait la lumiére du pore et
I'hélice 5 servirait & ancrer I'épingle dans la membrane, qui compte de plus de
partisans dans la communauté scientifique (Knowles, 1994; Gazit et al., 1998;
Uawithya et al., 1998; Masson et al., 1999; Gerber et Shai, 2000; Aronson et Shai,
2001; Li et al., 2001) (Fig. 9A, p. 45). Tout d'abord, la topologie du domaine | en
solution, ol les régions hydrophiles des hélices sont exposées a I'environnement
aqueux, alors que les régions hydrophobes sont protégées a l'intérieur du cercle
entourant I'hélice 5, laisse supposer qu'il doit nécessairement y avoir un changement
de conformation de la toxine avant ou pendant son insertion dans la membrane
hydrophobe (Cabiaux et al, 1997). Limportance de la flexibilité intramoléculaire
pour la formation de pores a d'ailleurs été démontrée par les travaux de Schwartz et
al. (1997a) et Schwartz et Masson (2000). Grace a lintroduction successive de
résidus cystéine par mutagenése dirigée, ces auteurs ont stabilisé la toxine par des
ponts disulfures stratégiquement situés 4 lintérieur de la protéine. lls ont alors
observé une incapacité de la toxine a former des pores dans des bicouches
lipidiques planes dans le cas ol le domaine | était relié au domaine Il. La rupture du
pont disulfure par I'ajout d'un agent réducteur comme le B-mercaptoéthanol a rétabli
la flexibilité du domaine |, lui permettant de s'éloigner du reste de la protéine pour
s'insérer dans la membrane. De fagon similaire, le retrait de certains ponts salins
reliant normalement le domaine | au domaine Il de la Cry1Aa par I'introduction de
mutations, augmente les taux de formation de pores dans des vésicules de bordure
en brosse (Coux et al., 2001). Bien que ces ponts salins contribuent naturellement a
la stabilité et a la protection de la toxine contre la dégradation par les protéases
intestinales, leur abolition offre davantage de flexibilité a la toxine, ce qui facilite son

insertion dans la membrane (Coux et al., 2001).
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La mutation du résidu cystéine (Schwartz et al., 1997a; Schwartz et Masson,
2000) fournit aussi une bonne indication quant au role que joue I'épingle hélicale
alpha 4 et 5 dans la formation des pores. Lorsque les mouvements de cette épingle
sont empéchés par la création de ponts disulfures avec d'autres hélices du domaine
I, aucune formation de pores n'est détectée dans des bicouches lipidiques. La
rupture de ces ponts par le B-mercaptoéthanol rétablit I'activité de ia toxine. D'autres
expériences réalisées avec des peptides synthétiques correspondant aux différentes
hélices du domaine | ont démontré que les hélices 4 et 5 s'inséraient dans la
membrane, alors que I'hélice 7 se positionnait parallélement a la surface de la
membrane, tel que suggéré par le modéle en parapluie (Gazit et Shai, 1993, 1995;
Cumming et Ellar, 1994; Gazit ef al., 1994, 1998; Gerber et Shai, 2000). Finalement,
de nombreuses analyses de mutations ponctuelles dans les hélices 4 et 5 de la
Cry1Aa (Masson et al., 1999; Vachon et al., 2002), de la Cry1Ab (Nufez-Valdez,
2001), de la Cry1Ac (Wu et Aronson, 1992; Aronson et al., 1999; Kumar et Aronson,
1999) et de la Cry4Ba (Uawithya et al., 1998; Sramala et al., 2000) ont montré une

diminution ou une perte compléte de toxicité.

Malgré ces données, un nouveau modele fut récemment proposé par Loseva
et al. (2001), ol le pore serait formé par la moitié du domaine 1, le domaine Il et la
majeure partie du domaine |il. Effectivement, des expériences ont montré qu'un
fragment protéique de 49 kDa de la Cry3A, comprenant les hélices 4 a 7 du domaine
I, le domaine Il et le domaine Ill, a I'exception des cinquante-six derniers acides
aminés du coté C-terminal, avait une activité comparable & celle de la Cry3A sur des
liposomes. Ainsi, la liaison de la toxine a son récepteur induirait un changement de
conformation ot les hélices 1 a 3 du domaine | s'écarteraient du reste de la protéine,

exposant ainsi les régions hydrophobes des autres hélices. Ces dernieres
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pourraient alors interagir avec la membrane lipidique et former la surface du pore qui
serait exposée a la membrane externe, tandis que les domaines Il et lll seraient
complétement insérés dans la membrane, avec leurs résidus hydrophiles exposés
dans la lumiére du pore. |l ne s'agit pas d'une idée tout a fait nouvelle puisque Dean
et al. (1996), sur la base des données physiques et biochimiques disponibles,
avaient déja suggéré qu'en plus du domaine I, le domaine lil, particuliérement le brin
B17 et possiblement le domaine Il pourraient s'insérer dans la membrane des

cellules épithéliales de l'intestin moyen.

3.5. Les origines physiologiques de la résistance

Au niveau moléculaire, les mécanismes possibles d’acquisition de tolérance
a une ou plusieurs toxines du bacille de Thuringe sont multiples (Tabashnik, 1994,
Ferré et al, 1995; Rajamohan et al. 1998; Frutos et al, 1999). Tout d'abord, il
pourrait s’agir d'une altération de Factivation des protoxines par les protéases
intestinales. Oppert et al. (1994, 1997) ont effectivement démontré que la résistance
a plusieurs toxines du bacille de Thuringe de deux souches de la teigne du blé
résultait de la disparition d’une protéase de type trypsine, indispensable a I'activation
de la toxine dans lintestin des insectes sensibles. De plus, une diminution de
lactivité d’'une protéase de type chymotrypsine a aussi été observée chez des
individus résistants de cette espéce (Oppert et al, 1996; Zhu et al., 1997). Le
second mécanisme de résistance est une réduction de I'affinité des sites de liaison
des récepteurs membranaires ou une réduction du nombre de récepteurs de la
membrane intestinale (Tabashnik, 1994; Ferré et al., 1995; Darboux et al., 2002).
Par exemple, la résistance pour les toxines CrylAa, Cry1Ab et Cry1Ac d'une

population de la teigne des cruciféres, prélevée dans des champs en Floride, résulte
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d’une perte de récepteurs (Escriche et al., 1995; Tang et al.,, 1996). Un groupe de
chercheurs a aussi montré que, chez la noctuelle du tabac, la résistance a la
Cry1Ac, acquise en laboratoire, était associée a une mutation dans le géne codant
pour une protéine de type cadhérine (Gahan et al., 2001). Dans certains cas, les
insectes peuvent méme développer une résistance croisée a I'ensemble des toxines
d'une méme famille si celles-ci se lient au méme récepteur (Ferré et al., 1995).
Finalement, quelques cas de résistance a différentes toxines Cry ont été
documentés, sans toutefois qu'aucune altération dans leur capacité a lier les
récepteurs ou & étre activées n‘ait pu étre démontrée (Gould et al., 1992; Moar et al.,
1995; Mohamed et al, 1996). Dans ces situations, le mécanisme de résistance

demeure inconnu.



4. DES MUTATIONS DANS LES BOUCLQINTERHELICALES DU DOMAINE |

MODIFIENT LA VITESSE DE FORMATION DES PORES PAR LA TOXINE

INSECTICIDE Cry1Aa DU BACILLE DE THURINGE DANS DES VESICULES DE

LA MEMBRANE EN BORDURE EN BROSSE DU SPHINX DU TABAC

4.1. Introduction

Bien qu'il soit connu depuis fort longtemps que les toxines insecticides
produites par le bacille de Thuringe agissent en perméabilisant la membrane
intestinale des insectes sensibles, la description détaillée du mécanisme aboutissant
4 la formation de pores transmembranaires souléve encore beaucoup de questions.
Depuis une dizaine d'années, différents modéles hypothétiques ont été élaborés
pour décrire I'architecture finale du pore. De nombreux travaux, dont plusieurs
analyses de mutants, ont fourni de précieuses indications quant au role des
différentes hélices alpha du domaine | dans cette étape cruciale qu'est l'insertion de
la toxine dans la membrane. Toutefois, le role des boucles interhélicales reliant les
hélices alpha du domaine | dans les changements de conformation nécessaires a
Pinsertion membranaire a été trés peu étudié. Cette étude au niveau de la formation
des pores constitue donc le but principal des travaux présentés dans ce chapitre.
Pour ce faire, des acides aminés situés dans chacune des boucles du domaine de la
Cry1Aa activée ont été remplacés par une cystéine par mutagenése dirigée. Tous
les mutants ainsi créés ne comportaient qu'une seule mutation. Leur capacité a
perméabiliser des vésicules de la membrane en bordure en brosse fabriquées a
partir de lntestin moyen de larves du sphinx du tabac a d’abord été analysée en
détail a Paide d’une technique de diffusion de la lumiére qui mesure le gonflement

osmotique des vésicules dil & I'entrée des solutés au travers des pores (Carroll et
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Ellar, 1993). La plupart des expériences ont été réalisées a pH 7,5 et pH 10,5. Ace
dernier pH, le groupement thiol de la cystéine s’ionise, ce qui permet d'étudier I'effet
d’'une charge négative sur I'activité des mutants. Les analyses effectuées en dose-
réponse et en cinétique ont révélé que la substitution d’un acide aminé par un résidu
cystéine avait un impact significatif sur les propriétés de plusieurs mutants, ce qui a
permis de conclure que les boucles interhélicales jouent un rdle important dans le

processus de formation des pores.

4.2. Matériel et méthodes

4.2.1. Mutagenése

Au moins un acide aminé situé a lintérieur de chacune des boucles
interhélicales du domaine | de la Cry1Aa a été remplacé individuellement par un
résidu cystéine. Onze différents mutants ont ainsi été produits, chacun comportant
une seule mutation dans une des sept boucles interhélicales (Fig. 10, p. 53).
Puisque !'hélice 4 semble jouer un rdle crucial dans le mécanisme de formation des
pores (Masson et al., 1999; Vachon et al., 2002), trois mutations ont été introduites
dans les boucles a3a4 et ada5. Tous les mutants ont été créés par mutagenese in
vitro en utilisant la méthode a deux oligonucléotides décrite par Deng et Nickoloff
(1992) (Clontech Transformer Kkit, Clontech Laboratories) et le plasmide d'expression
4 double brin pMP39 (Masson et al., 1989). Les génes mutés ont été analysés par
séquencage de 'ADN (Sanger et al,, 1977) en utilisant un analyseur de séquence

nucléotidique Applied Biosystems 370A.
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Figure 10 : Représentation schématique du domaine | illustrant la position

approximative des résidus mutés dans la toxine insecticide Cry1Aa.

4.2.2. Expression et purification

Toutes les protoxines ont été produites sous forme de corps d'inclusion dans
la bactérie Escherichia coli et ont été solubilisées et activées avec de la trypsine, tel
que décrit par Masson et al. (1989). Les toxines activées ont ensuite été purifiées
par chromatographie liquide sur une colonne échangeuse d'ons (Mono Q,
Pharmacia Biotech) et éluées avec un tampon composé de 40 mM de carbonate, pH
10,5, et un gradient de chlorure de sodium allant de 50 a 500 mM (Masson et al.,
1989). Les fractions contenant les toxines éluées ont été dialysées contre de l'eau

distillée jusqu'a ce qu'elles précipitent. Les toxines purifiées ont ensuite été
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analysées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de 10% (p/v)
de dodécyle sulfate de sodium (Laemmli, 1970), et entreposées a 4°C jusqu'a leur

utilisation.

4.2.3. Préparation des vésicules de la membrane en bordure en brosse

Les intestins moyens de larves de cinquiéme stade du sphinx du tabac ont
été isolés, dégagés de leurs tubules de Malpighi et nettoyés de leur contenu
intestinal, puis entreposés a -80°C jusqu'a leur utilisation. Les vésicules de la
membrane en bordure en brosse, préparées a partir des intestins moyens
décongelés, ont été obtenues par précipitation au Mg®* et une série de
centrifugations différentielles (Wolfersberger et al., 1987), tel que décrit par Coux et
al. (2001), Tran et al. (2000) et Vachon et al. (2002). Pour les études de gonflement
osmotique (section 4.2.4., p. 54), les vésicules ont d’abord été équilibrées une nuit
entiére dans une solution composée soit de 10 mM d’Hepes pour les expériences

réalisées a pH 7,5, soit de 10 mM de Caps pour celles réalisées a pH 10,5.

4.2.4. Gonflement osmotique

La perméabilité des vésicules de la membrane en bordure en brosse a été
évaluée a l'aide d'une technique de gonflement osmotique décrite par Carroll et Ellar
(1993). L'intensité de la lumiére diffusée a été mesurée a 23°C et & une longueur
d'onde de 450 nm avec un tube photomultiplicateur positionné a un angle de 90° par
rapport au faisceau lumineux incident dans un spectrofluorométre PTI (Photon
Technology International). Les expériences ont été réalisées a pH 7,5 et 10,5, afin

d'étudier l'effet d'une charge négative additionnelle, qui s'ajoute au groupement thiol
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du residu cystéine a pH élevé. La capacité des toxines & accroitre la perméabilité
des vesicules & différents solutés, soit le chlorure de potassium, I'hydrochlorure de
N-méthyle-D-glucamine (NMDG-CI), le gluconate de potassium (KGlu), le sucrose et
le raffinose, a été évaluée en mesurant le gonflement osmotique des vésicules apres
les avoir préincubées avec la concentration choisie de toxine pendant 60 minutes, tel
que décrit par Coux et al. (2001), Tran et al. (2000) et Vachon et al. (2002). Pour
étudier les cinétiques de perméabilisation membranaire, les vésicules ont été
directement exposées a la toxine, sans préincubation, tel que décrit par Coux et al.

(2001), Tran et al. (2000) et Vachon et al. (2002).

4.2,5. Analyse des données

Le pourcentage de recouvrement de volume a été calculé avec la formule
suivante: 100 (1-l;), ou |, correspond a l'intensité relative de la lumiére diffusée au
temps t. Pour les expériences cinétiques, le pourcentage de recouvrement de
volume a été calculé pour chaque point expérimental et les valeurs obtenues pour le
témoin, réalisé en absence de toxine, ont été soustraites des valeurs expérimentales
mesurées en présence de toxine. La portion ascendante de chacun des tracés ainsi
genérés a été lissée avec une sigmoide de Boltzmann en utilisant le logiciel Origin,
version 6,1 (OriginLab Corp.). Le temps de latence qui précéde le gonflement des
vésicules a été estimé en mesurant le temps requis pour qu'elles recouvrent 5% de
leur volume. Les vitesses maximales de gonflement osmotique, correspondant a la
pente au point d'inflexion des courbes, sont données par la valeur maximale de la
dérivée premiére des courbes de Boltzmann. Les données sont exprimées en
moyennes + erreurs types (SEM) pour au moins trois expériences, chacune réalisée

avec une preparation différente de vésicules. Les analyses statistiques ont été
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effectuées avec un test de Student a l'aide du logiciel Instat, version 1,13 (Graphpad

Software).

4.3. Résultats

4.3.1. Capacité des mutants cystéine a former des pores

Chaque mutant a d'abord été caractérisé en évaluant sa capacité a
perméabiliser des vésicules de la membrane en bordure en brosse au KCl, a l'aide
d'une technique de gonflement osmotique (Carroll et Ellar, 1993). Dans cette
méthode, les vésicules sont mélangées directement dans une cuvette contenant une
solution hypertonique de KCl. Ceci entraine un rétrécissement rapide des vésicules,
comme le montre I'augmentation marquée de lintensité de la lumiere diffusée
pendant la premiere demi-seconde de rexpérience (Fig. 11, p. 57). Les vésicules
ont d'abord été préincubées pendant 60 minutes avec le mutant T122C (boucle
a3a4), une toxine dite active puisqu’elle est capable de perméabiliser les vésicules
(Fig. 11A, p. 57). La diffusion subséquente du soluté a travers la membrane a
permis aux vésicules d'accroitre leur volume de fagon dose-dépendante, ce qui a
donné lieu a une diminution graduelle de lintensité de la lumiere diffusée. Toutefois,
en présence du mutant inactif V150C (boucle a4ab) (Fig. 118, p. 57), la vitesse de
recouvrement de volume des vésicules s'est avérée similaire a celle obtenue en

absence de toxine.

A 'exception de V1 50C et W182C (boucle a506), tous les mutants ont formé
des pores perméables au KCl approximativement aussi efficacement que la CrylAa

a pH 7,5 (Fig. 12, p. 58). Toutefois, l'augmentation du pH a 10,5, une procédure qui
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Figure 11 : Effet de l'introduction de résidus cystéine dans les boucles
interhélicales de la Cry1Aa sur le gonflement osmotique des vésicules de la
membrane en bordure en brosse du sphinx du tabac.

Les vésicules, formées a partir de la membrane de lintestin moyen d'une larve de
cinquiéme stade du sphinx du tabac et équilibrées une nuit entiére dans une solution
composée de 10 mM d'Hepes, pH 7,5, ont été préincubées 60 minutes avec les
concentrations indiquées (en pmol de toxine/mg de protéine membranaire) des
mutants T122C (A) et V150C (B). Les vésicules ont rapidement été mélangées avec
un volume équivalent d'une solution contenant 150 mM de KCI, 10 mM d'Hepes, pH
7.5, directement dans la cuvette. L'intensité de la lumiére diffusée a 90° a éte
mesurée dans un spectrofluorométre PTI. Chaque tracé correspond a la moyenne

de cing expériences.
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Figure 12 : Capacité des mutants cystéine a former des pores.

Les vésicules ont été préincubées 60 minutes avec les concentrations indiquées des
toxines Cry1Aa (A), F50C (B), 188C (C), P121C (D), T122C (E), N123C (F), V150C
(G), Q151C (H), Y153C (1), W182C (J), W219C (K) et S252C (L). Leur perméabilité
au KCI a été analysée en les mélangeant avec une solution contenant 150 mM de
KCl et 10 mM d'Hepes, pH 7,5 (m) ou de Caps, pH 10,5 (e). Le pourcentage de
recouvrement de volume aprés 3 secondes a été calculé a partir de tracés similaires
a ceux présentés dans la Fig. 11 (p. 57). Les astérisques indiquent qu'il existe une
différence statistiquement significative entre ces valeurs et celles mesurées pour la

toxine parentale, Cry1Aa (*, p<0,05; **, p<0,01).
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provoque l'ionisation du groupement thiol de la cystéine, a entrainé une réduction
significative (p<0,05) de la perméabilité au KCI pour tous les mutants, sauf 188C
(boucle a2a3), V150C, Y153C (boucle a4a5) et $S252C (boucle a7f1). Alors que le
pH a eu peu d'effet sur l'activité de la Cry1Aa (Fig. 12A, p. 58), le pourcentage de
recouvrement de volume pour tous les mutants, excepté T122C (Fig. 12E, p. 58),
s'est montré significativement plus faible que celui de la Cry1Aa & pH 10,5 a au

moins une des concentrations de toxine testées (Fig. 12, p. 58).

4.3.2. Propriétés des pores formés par les mutants cystéine

Afin de vérifier si les caractéristiques fonctionnelles des pores avaient été
altérées par les mutations, nous avons ensuite examiné la capacité de chaque
mutant & perméabiliser la membrane a d'autres solutés. Toutefois, le mutant 188C
n'ayant pu étre produit en quantité suffisante, n'a pas été inclus dans cette serie de
tests. Des sels formés d'un large cation (N-méthyl-D-glucamine) (NMDG) (Fig. 13A,
p. 60) ou d'un anion (gluconate) de taille relativement grande (Fig. 13B, p. 60), ainsi
que de grosses molécules neutres, soit un disaccharide (sucrose) (Fig. 13C, p. 60)
et un trisaccharide (raffinose) (Fig. 13D, p. 60) ont donc été testés. Puisque le
groupement amine du NMDG-CI n'est pas ionisé a des pH élevés, les expériences
réalisées avec ce soluté ont été effectuées uniquement a pH 7,5. Les vitesses de
gonflement osmotique mesurées se sont avérées supérieures avec le NMDG-CI
(Fig. 13A, p. 60) qu'avec le KGlu (Fig. 13B, p. 60), ce qui est en accord avec le fait
que les toxines du bacille de Thuringe sont généralement sélectives pour les cations
(Kirouac et al., 2002; Lorence et al., 1995; Schwartz et al., 1993, 1997b, c; Slatin et

al., 1990). A I'exception de Y153C et W182C, tous les mutants ont perméabilisé la
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Figure 13 : Effet des mutations sur la perméabilité des vésicules au NMDG-CI,
KGlu, sucrose et raffinose.

Les vésicules ont été préincubées 60 minutes avec 150 pmol de toxine/mg de
protéine membranaire. Leur perméabilité a été analysée en les mélangeant
rapidement avec I'une ou l'autre des solutions suivantes: 150 mM de NMDG-CI (A)
ou de KGiu (B), 300 mM de sucrose (C) ou de raffinose (D), et 10 mM d'Hepes, pH
7,5 (colonnes noires) ou de Caps, pH 10,5 (colonnes hachurées) tel qu'énoncé dans
la légende de la Fig. 11 (p. 57). Les astérisques indiquent qu'il existe une différence
statistiquement significative entre ces valeurs et celles mesurées pour la toxine

parentale, Cry1Aa (*, p<0,05; **, p<0,01).
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membrane au NMDG-CI approximativement aussi efficacement que la Cry1Aa (Fig.
13A, p. 60). En présence de KGlu, Q151C (boucle a4a5), Y153C et W182C se sont
montrés significativement moins actifs que la Cry1Aa a pH 7,5 (Fig. 13B, p. 60).
Toutefois, a pH 10,5, la perméabilité membranaire au KGlu a été significativement
plus faible que celle observée pour la Cry1Aa pour tous les mutants, excepté P121C
(boucle a3a4) et T122C (Fig. 13B, p. 60). Tel qu'attendu, le sucrose (Fig. 13C, p.
60), dont le volume hydrodynamique est plus petit, diffuse généralement plus
rapidement & l'intérieur des vésicules que le raffinose (Fig. 13D, p. 60). A pH 7,5,
seulement trois mutants, P121C, T122C et N123C (boucle a3a4), ont permis la
diffusion du sucrose a une vitesse comparable a celle mesurée en présence de la
Cry1Aa (Fig. 13C, p. 60). Par contre, les pores formés par tous les mutants apH
10,5 ont été significativement moins perméables au sucrose que ceux formés par la
Cry1Aa. Cette différence est principalement due au fait que les pores formés par la
Cry1Aa sont plus perméables au sucrose a pH 10,5 qu'a pH 7,5, tel que démontré
par Coux et al. (2001) et Vachon et al. (2002). Seuls les pores formés par la Cry1Aa
se sont montrés significativement plus perméables au sucrose apH10,5quapH7,5
(Fig. 13C, p. 60). Tous les mutants, a l'exception de Q151C, ont augmenté la
perméabilité membranaire au raffinose presque aussi efficacement que la Cry1Aa a
pH 7,5, mais lorsque le pH fut élevé a 10,5, le flux du sucre mesuré en présence de
tous les mutants s'est avéré significativement inférieur a celui observé avec la toxine

parentale (Fig. 13D, p. 60).

4.3.3. Cinétique de formation des pores par les mutants

La vitesse de formation des pores a été mesurée en mélangeant les

vésicules avec 150 pmol de chaque mutant/mg protéine membranaire et 150 mM de
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KCI, sans préincubation. Tel quiillustré par la Fig. 14 (p. 63) pour I88C, un des
mutants les plus actifs, le pourcentage de recouvrement de volume a augmenté de
maniére sigmoidale, aprés une période de latence d'environ 20 secondes. Le temps
de latence, ainsi que la vitesse de gonflement des vésicules, ont considérablement
varié selon la position des mutations et la valeur du pH (Tableau II, p. 64). Les
temps de latence et les vitesses de gonflement mesurés & pH 7,5 en présence des
mutants 188C, P121C, T122C, N123C et W219C (boucle a6a7) se sont avérés
comparables a ceux observés pour la Cry1Aa, tandis que pour F50C (boucle ala2),
Q151C, W182C et S252C, l'un ou lautre de ces deux paramétres a été
significativement réduit. A pH 10,5 toutefois, tous les mutants ont montré un temps
de latence plus long ou une vitesse de gonflement plus faible que la Cry1Aa, sauf

T122C et 188C qui s'est méme montré plus actif (Tableau II, p. 64).

4.4. Discussion et conclusion

Les résultats de la présente étude démontrent que les propriétés de la
Cry1Aa peuvent étre grandement altérées par des mutations ponctuelles portant sur
des résidus situés dans la plupart des boucles interhélicales du domaine I. A
I'exception de V150C, tous les mutants sont capables de former des pores dans la
membrane en bordure en brosse du sphinx du tabac. A pH 7,5, tous les mutants
actifs, excepté W182C, perméabilisent la membrane au KCI & peu prés aussi bien
que le Cry1Aa. Par contre, & pH 10,5, tous sauf T122C sont significativement moins
actifs que la toxine parentale. En fait, a pH 10,5, tous les mutants perméabilisent
moins bien la membrane que la Cry1Aa a chacun des solutés testés a I'exception de
P121C et T122C, pour le KGlu. Ces observations indiquent une réduction

géneralisée, dépendante du pH, de la capacité des mutants & former des pores.
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Figure 14 : Cinétique de formation des pores par les mutants cystéine.

Les vésicules ont été mélangées avec un volume équivalent d'une solution
contenant 150 mM de KCI, 10 mM d'Hepes, pH 7,5, ou de Caps, pH 10,5, et 150
pmol d'I88C/mg de protéine membranaire. Le pourcentage de recouvrement de
volume a été calculé pour chaque point expérimental et les valeurs mesurées pour le
témoin ont été soustraites de celles obtenues en présence de toxine. Pour plus de
clarté, les barres d'erreur sont représentées seulement a tous les 50 points

expérimentaux.



Tableau II : Cinétique de formation des pores par les mutants cystéine dans

des vésicules de la membrane en bordure en brosse du sphinx du tabac.

Site de Temps de latence® Vitesse de gonflement”
Toxine Mutation (min) (Recouvre;:: /?:;[n()je volume,

(boucle) pH 7,5 pH 10,5 pH 7,5 pH 10,5
Cry1Aa Aucun 0,48 £ 0,06 0,65+ 0,02 30+7 21 +1
F50C ala2 1,03+0,07**° 1,3+0,1** 8,7+0,8* 6,2+ 0,3*
188C a2a3 0,33+£0,02 0,35+0,03* 372 32+ 2*
Pi21C a3a4 0,40+ 0,04 0,65+ 0,08 26,4+ 0,5 17,6 £ 0,5*
T122C a3a4 0,41 £ 0,02 0,55+ 0,07 25,2+0,5 20,6 £ 0,6
N123C a3a4 0,56 + 0,03 1,3+0,1* 191 4,8 +0,4**
Q151C a4ab 09+04 3,4+ 0,4* 5,1+0,5* 2,2+0,3*
Y153C adab 1,18 +£ 0,09** 1,8+£0,7 6,8 £ 0,5* 5,6 +0,2*
w182C a5a6 1,8+0,3* 4+2 5+1* 2,41+0,8"
wa19C aéa7 0,8+0,2 1,1+0,2* 1513 7 +2*
§252C a7p1 1,1+0,2* 2,2+0,5* 8+1* 4,7 +0,6™

2 Temps requis pour recouvrer 5% du volume vésiculaire.

b Pente maximale mesurée au point d'inflexion de la sigmoide de Boltzmann

ajustée aux points expérimentaux.
¢ Significativement différent des valeurs correspondantes obtenues pour la

Cry1Aa parentale (*, p < 0.05; **, p < 0.01).

Dans le cas de W182C, cette diminution est observée aux deux pH étudiés, bien

qu'elle ne soit pas statistiquement significative pour le raffinose & pH 7,5. Ces
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changements dans f'activité de la toxine s'accompagnent de réductions dans la
vitesse de formation des pores pour la plupart des mutants. Méme a pH 7,5, F50C,
Q151C, Y153C, W182C et S252C agissent significativement plus lentement que
CryiAa. A pH 10,5, tous les mutants ont une vitesse de formation des pores plus
faible que la CrylAa, a l'exception de I88C, qui augmente la permeéabilité

membranaire significativement plus rapidement que la Cry1Aa, et T122C.

Certaines mutations semblent altérer les propriétés des pores que forment
les mutants. Par exemple, a pH 7.5, le mutant Y153C perméabilise la membrane
significativement moins efficacement que la Cry1Aa pour le NMDG-CI, le KGlu et le
sucrose, et le mutant Q151C est moins efficace que la Cry1Aa pour faciliter la
diffusion des deux derniers solutés et du raffinose. Ces résultats suggerent que les
pores formés par ces deux mutants ont un diamétre réduit par rapport a celui des
pores formés par la Cry1Aa. De plus, la réduction de la perméabilité membranaire
au KGlu et au NMDG-C| mesurée en présence de ces deux mutants, par rapport aux
valeurs obtenues pour la Cry1Aa, est significativement plus marquée pour le premier
soluté. Cette différence suggére que les pores formés par ces mutants ont une
sélectivité cationique plus grande que ceux formés par la Cry1Aa, résultant d'une

plus grande réduction dans leur perméabilité pour les anions que pour les cations.

Les résultats de la présente étude différent de ceux obtenus avec la plupart
des mutations portant sur des résidus situés dans les boucles du domaine | et qui
ont relativement peu d'effet sur la toxicité. Ces mutations comprennent D120C,
D120K et D120Q dans la boucle a3a4 de la Cry1Aa (Vachon et al., 2002), Y153C
dans la boucle a4a5 ainsi que W182! et G183C dans la boucle a5a6 de la Cry1Ab

(Nufiez-Valdez et al., 2001) et de nombreuses mutations des résidus N85, Q86,
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R87, 188 et E89 dans la boucle a2a3 (Wu et Aronson, 1992), ainsi que V150D dans
la boucle a4a5 (Kumar et Aronson, 1999), de la Cry1 Ac. La toxicité n'a pas été
modifiée substantiellement non plus par des mutations dans la boucle a3a4 de la
Cry2Aa (Audtho et al., 1999), la Cry4Ba (Krittanai et al., 2001) et la Cry9Ca (Lambert
et al., 1996), trois toxines présentant moins d’homologie avec la Cry1 Aa (Crickmore
et al., 2003). Les mutants N123Y (boucle a3a4) et F184 (boucle a5a6) de la
CrylAb (Jellis et al, 1989), ainsi que R203A (boucle a5a6) de la Cry4Ba
(Angsuthanasombat et al., 1993) se sont méme avérés plus toxiques que leurs
toxines parentales respectives. Par contre, D222A (boucle a6a7) de la Cry1Aa, une
mutation qui empéche la formation dun pont salin interdomaine, est
considérablement moins toxique que la toxine parentale, méme si sa capacité a
former des pores in vitro n'est pas altérée de fagon significative (Coux et al., 2001).
Aussi, la capacité des mutants Y153A, Y153D et Y153R (boucle a4a5) de la Cry1Ab
a inhiber le courant de court-circuit traversant I'épithélium intestinal du sphinx du
tabac est réduite a un niveau qui correspond qualitativement a leur réduction de

toxicité (Chen et al., 1995).

Les modifications dans I'activité de la toxine décrites dans la présente étude
sont particulierement prononcées a pH 10,5. Méme si des conditions aussi
fortement alcalines sont caractéristiques de celles qu'on trouve dans la lumiere
intestinale des larves des lépidoptéres lorsque celles-ci s'alimentent activement
(Dow, 1984, 1992), le pH élevé introduit une charge négative sur la chaine latérale
des résidus cystéine et tyrosine et réduit la proportion des résidus lysine charges
positivement. La surface de la membrane devient également plus négative a pH
élevé. Le degré diionisation des résidus tyrosine et lysine ne semble pas avoir

d'influence majeure sur I'activité de la toxine puisque les changements de pH n'ont
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eu que tres peu d'effet sur la capacité de la Cry1Aa & perméabiliser la membrane ou
sur les propriétés des pores formés. On pourrait s'attendre, comme cela a été
suggéré pour le mutant Y153D de la Cry1Ab (Chen et al, 1995), a ce que
lintroduction d'une charge négative dans une boucle interhélicale, bien exposée a la
surface de la molécule, nuise a l'interaction initiale de la toxine avec la membrane en
raison d'une répulsion électrique. Cette explication ne rend cependant pas compte
de la réduction substantielle dans la vitesse de formation des pores observée avec
F50C, Q151C, Y153C, W182C et S252C a pH 7,5 puisque, dans ces conditions,
seulement environ 13% des résidus cystéine sont chargés selon I'équation de
Henderson-Hasselbach (Rawn, 1989). De plus, & pH 10,5, 71% des résidus tyrosine
devraient théoriquement étre chargés négativement. Il y a donc une plus grande
proportion de charges négatives sur le résidu Y153 dans la Cry1Aa non mutée a pH
10,5 que dans le mutant Y153C a pH 7,5. De plus, une telle répulsion
électrostatique entre la toxine et la membrane devrait avoir un effet plus prononcé
sur la formation des pores lorsque la charge négative est placée du cété de la toxine
qui interagit directement avec la membrane lors de linsertion. Pourtant, des
vitesses réduites de formation des pores sont observées pour des mutants dans
lesquels la cystéine a été introduite d'un coté ou de l'autre de la molécule et non
seulement dans les boucles a2a3, a4a5 et a6a7, situées du méme coté de la
molécule que la pointe du domaine Il, une région bien exposée de Ia toxine dont le
role déterminant dans la liaison avec le récepteur membranaire est bien documenté

(Schnepf et al., 1998).

Nos résultats ne permettent pas de favoriser l'un ou l'autre des modéles
proposés pour décrire le mécanisme de formation des pores (Fig. 9, p. 45). On

pourrait s'attendre a ce que l'effet des mutations soit particulierement prononcé
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lorsque celles-ci se situent dans les boucles qui, selon un modéle donné, doivent
traverser la membrane lors de linsertion de la toxine. Des vitesses réduites de
formation de pores ont cependant été observées pour la plupart des mutants. De
telles réductions ne sont clairement pas limitées aux mutants possédant des
altérations dans les boucles a4a5 ou a5a6 dont I'insertion constitue respectivement
I'étape initiale essentielle dans les modéles en parapluie (Schwartz et al., 1997a;
Gazit et al., 1998; Masson et al., 1999; Gerber et al., 2000; Aronson et Shai, 2001)
(Fig. 9A, p. 45) et en canif (Hodgman et Eliar, 1990; Knowles, 1994) (Fig. 9B, p. 45).
Le modéle proposé récemment par Loseva et al. (2001), dans lequel toute la toxine,
a I'exception des trois premiéres hélices du domaine |, s'insére dans la membrane,
ne permet pas non plus d'expliquer la réduction de la vitesse de formation des pores

observée pour les mutants altérés dans les boucles al1a2, a3a4, a5a6 et a7pi.

Par contre, nos résultats corrélent bien avec ceux d'études antérieures dans
lesquelles les hélices du domaine | ont été liées les unes aux autres par des ponts
disulfures (Schwartz et al., 1997a; Schwartz et Masson, 2000). Le pontage de a3
avec a4, a5 avec a6, a5 avec a7 ou a7 avec le domaine Il empéche la formation de
pores dans des membranes artificielles, mais l'activité de la toxine est pleinement
restaurée en présence de B-mercaptoéthanol. Par contre, le mutant dans lequel a2
est lié & a3 posséde une activité similaire a celle de la CrylAa non mutée
indépendamment de la présence de I'agent réducteur. Ces résultats indiquent que,
a I'exception notable de la paire a2a3, la plupart des hélices se déplacent l'une par
rapport & l'autre pendant la formation des pores. Des altérations de la séquence des
acides aminés dans les boucles interhélicales pourraient modifier la vitesse de
formation des pores en ralentissant le déplacement des hélices reliées par la boucle

mutée. Il est en effet remarquable que des mutations introduites dans chacune des
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boucles du domaine | aient entrainé une diminution dans la vitesse de formation des
pores, a I'exception de la mutation introduite dans la boucle a2a3. Le fait que la
mutation T122C, tout comme D120C, D120K et D120Q (Vachon et al., 2002), n'ait
pas entrainé de réduction significative dans la vitesse de formation des pores
suggére cependant que l'activité non altérée du mutant 188C pourrait résulter, de
fagon tout & fait fortuite, du choix du résidu 188 pour la mutation. Cette possibilité
semble néanmoins peu probable puisque, parmi les nombreuses mutations
introduites dans la boucle a2a3 de Cry1Ac, seule 188K a entrainé une diminution de
toxicité (Wu et Aronson, 1992). Bien que le mécanisme avec lequel les toxines du
bacille de Thuringe s'insérent dans la membrane et forment des pores demeure
incomplétement élucidé, la présente étude souligne le réle important que jouent les
hélices interhélicales du domaine | de la toxine dans le processus de

perméabilisation membranaire.



5. MODIFICATIONS CHIMIQUES DES MUTANTS CYSTEINE

5.1. Introduction

L'étude détaillée des propriétés des mutants de la Cry1Aa, dans lesquels un
résidu a été remplacé par une cystéine dans chacune des boucles interhélicales du
domaine |, souligne limportance de ces boucles dans le mécanisme d'action de la
toxine (chapitre 4). Le fait qu’aucune cystéine ne soit présente dans la Cry1Aa
activée ouvre une voie d'expérimentation encore plus poussée. Effectivement, la
cystéine posséde un groupement thiol (-SH) polaire et réactif qui peut former des
liaisons covalentes telles que des ponts disulfures et des liaisons hydrogenes faibles
avec l'oxygeéne et l'azote. La création, par mutagenese dirigée, de mutations dans
les boucles interhélicales du domaine | de la Cry1Aa, ou un acide aminé a été
substitué par un résidu cystéine, devrait permettre d'étudier, d'une part, l'effet de
modifications chimiques sur la cinétique d'insertion de la toxine dans la membrane
et, d'autre part, 'accessibilité de chacune des boucles du domaine | a la surface
externe et interne de la membrane une fois le pore formé. De cette facon, la
compréhension des étapes qui ménent a la formation du pore, ainsi que
lidentification des hélices alpha qui pénétrent la membrane intestinale pour former le

pore pourront étre approfondies.

Le présent chapitre expose donc les résultats des expériences qui avaient
pour but d'évaluer la réactivité chimique des mutants cystéine décrits dans le
chapitre précédent. La premiére modification chimique effectuée a été l'ajout d'un
réactif neutre, le NEM, dans le but de créer un obstacle a la pénétration de la boucle

mutée dans la membrane. Les mesures de la vitesse de formation des pores ont été
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effectuées par la technique de gonflement osmotique, mais aucun effet ne fut
detecté. Drautres modifications chimiques avec des molécules de plus grandes
tailles, ainsi que des analyses de type western, ont révélé que la réactivité des
résidus mutés était trés faible et que cette situation résuitait d’'une oxydation du
groupement thiol en oxyacides organosulfurés, tels que l'acide sulfénique et ses
derivés. Cette modification chimique s'avére difficilement réversible, mais peut étre
évitée par ajout d'un chélateur d'ions métalliques et d'un agent réducteur au cours

de la purification des toxines.

5.2. Matériel et méthodes

5.2.1. Préparation des toxines et gonflement osmotique

Les mutants, ainsi que les techniques utilisées pour leur préparation et
lanalyse de leurs propriétés, par mesures de diffusion de la lumiére, sont
présentées dans la section intitulée "Matériel et méthodes" du chapitre 4. Toutefois,
pour les expériences illustrées dans la Fig. 23 (p. 89), 2 mM d’EDTA ont été ajoutés
a la préparation au moment de I'activation, suivi de 5 mM de DTT immédiatement
aprés la digestion, de maniére a prévenir 'oxydation du groupement thiol des
résidus cystéine en oxyacides organosulfurés. Le DTT a été retiré du mélange par
chromatographie par filtration sur gel avec une colonne de Sephadex (Column PD-

10, Amersham Biosciences).
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5.2.2. Modifications chimiques

5.2.2.1. NEM

Les toxines (2,0 pg/u), dans un volume de 5,9 pl, ont été incubées 15
minutes dans 1,0 ml d'une solution contenant 10 mM d'Hepes, pH 7,5, et 2 nmol de
NEM (Sigma-Aldrich) ou 0,21% (v/v) de DMSO. Le mélange réactionnel a ensuite
été dilué par ajout de 2,0 ml d'une solution composée de 225 mM de KClI, 1,5 mg/ml
d'albumine sérique bovine et 10 mM d'Hepes, pH 7,5. Les vésicules ont été

incubées dans cette solution au début des expériences de gonflement osmotique.

5.2.2.2. MTSEA-biotine

Les toxines (2,0 ug/ul), dans un volume de 5,9 pl, ont été incubées pendant
15 minutes dans 7,0 ul d'une solution contenant 10 mM d'Hepes, pH 7,5, et 1,8 nmol
de MTSEA-biotine (Toronto Research Chemicals). Le mélange a ensuite été dilué
par ajout de 3,0 ml d'une solution composée de 150 mM de KCI, 1,0 mg/mi
d'albumine sérique bovine et 10 mM d'Hepes, pH 7,5 et contenant ou non 1,8 nmol
de streptavidine (ImmunoPure Streptavidin, Pierce). Aprés une période d'incubation
additionnelle d'une heure, les vésicules ont été finalement introduites dans cette

solution pour les mesures de gonflement osmotique.

5.2.3. Analyses de type western

Les mutants (2 pg/ul) ont été préincubés pendant 15 minutes avec le

maléimide de biotine (Molecular Probes) dans un rapport molaire de 1:10 et ce,
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avant ou aprés avoir été dénaturés a 96°C pendant 5 minutes. Les protéines ont
d'abord été séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de
10% (p/v) de dodécyle sulfate de sodium. Le transfert des toxines, d'une durée de 2
heures, s'est effectué sur une membrane de fluorure de polyvinylidéne avec des
pores d'un diamétre de 0,45 pm (Immobilon-P, Millipore) dans un tampon composé
de 25 mM Tris, 192 mM glycine et 10% méthanol, pH 8,3. Le blocage des sites non-
spécifiques s'est déroulé une nuit entiere & 4°C dans une solution de 20 mM Tris-
HCI, 250 mM NaCl, 2,5% (p/v) d'albumine sérique bovine et 0,1% (p/v) de Tween
20, pH 8,0. Les membranes ont été incubées 1 heure avec de la streptavidine
conjuguée a la peroxydase de raifort (Sigma-Aldrich) diluée a 1:400 dans la solution
de blocage, & température de la piece et sous une agitation constante. Les
membranes ont été lavées a plusieurs reprises entre 5 et 15 minutes avec une
solution composée de 20 mM Tris, 137 mM NaCl et 0,1% (p/v) de Tween 20, pH 7,6.
Les complexes ont été révélés a l'aide de la trousse de coloration AEC chromogeéne
(Sigma-Aldrich). Pour les résultats présentés dans la Fig. 22 (p. 87), le protocole
d’analyse de type western s’est déroulé en présence d'1 mM de DTT mélangé aux
préparations de toxines (colonne 3). Pour le résultat de la colonne 2,5 mM de DTT
ont d’abord été ajoutés aux préparations de toxines solubilisées pendant 1 heure,

puis retirés des solutions par une dialyse de 24 heures.

5.2.4. Purification sur une colonne d'avidine

Nous avons sélectionné un mutant qui présentait un haut taux de
biotinylation, tel que montré par les résultats d'analyses de type western. Ainsi, le
mutant P121C (2 pg/ul) a été préincubé in vitro pendant 1 heure sous agitation

constante dans du tampon PBS, composé de 100 mM de phosphate de sodium et
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150 mM de chlorure de sodium, pH 7,2, et avec le réactif MTSEA-biotine dans un
rapport molaire de 1:10. Le mutant biotinylé a ensuite été purifié par
chromatographie par filtration sur gel, avec une matrice de Superose 12 (Sigma-
Aldrich). Les fractions contenant la toxine ont été dosées et concentrées par
centrifugation & 5500 rpm dans des tubes Centricon Plus-20 (Millipore) pendant 1
heure pour obtenir un volume final de 1 ml. Le mélange concentré a été dosé, puis
purifié sur une colonne d'avidine (immunoPure Immobilized Monomeric Avidin,
Pierce) d'un volume de 1,27 cm®. Dans le but de bloquer les sites de liaison
irréversible, la colonne a été lavée a trois reprises avec une solution de blocage et
d'élution composée de tampon PBS et de 2 mM de D-biotine. La biotine liée de
fagon réversible a été éliminée de la colonne par l'ajout, a trois reprises, de tampon
de régénération, constitué de 100 mM de glycine, pH 2,8. La toxine biotinylée a été
chargée sur la colonne et incubée pendant 1 heure. La protéine non-liée a été
retirée de la colonne a I'aide de tampon PBS et ensuite, la protéine liée a la colonne
a été éluée avec le tampon de blocage et d'élution mentionné plus haut. Un
échantillon a été prélevé a chacune des étapes, afin d'effectuer un dosage. Ces

&chantillons ont ensuite été testés par analyse de type western.

5.3. Résultats et discussion

5.3.1. Analyse des effets des modifications chimiques sur la vitesse de

formation des pores par les mutants cystéine

Les mutants ont d'abord été préincubés avec différents réactifs spécifiques
au groupement thiol et ont ensuite été mélangés avec les vésicules de la membrane

en bordure en brosse du sphinx du tabac et un volume égal d'une solution de 150
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mM de KCI. Au moment du mélange, il se produit un choc hypertonique, faisant
diminuer rapidement le volume des vésicules. A I'aide d'une technique de diffusion
de la lumiére qui mesure le gonflement osmotique des vésicules di a I'entrée du
soluté (KCI) au travers des pores, I'activité des mutants est évaluée par la vitesse

avec laquelle les vésicules recouvrent une fraction de leur volume initial.

Le NEM étant solubilisé dans le DMSO, les enregistrements des vitesses de
formation de pores pour les mutants testés en absence du réactif ont été effectués
avec 0,07% (v/v) de ce solvant, une quantité équivalente a celle présente lors des
expériences réalisées en présence du réactif. La concentration de DMSO utilisée
n‘a toutefois exercé aucun effet perméabilisant sur les vésicules membranaires
(résultats non présentés). La vitesse de formation de pores des mutants modifiés
chimiquement avec le NEM, laquelle s'exprime en recouvrement de volume en
fonction du temps, s'est avérée la méme en présence et en absence de réactif (Fig.
15, p. 76). Ces résultats suggérent d'une part que la taille du NEM n'était peut-&tre
pas suffisamment importante pour nuire a I'insertion membranaire. Effectivement, le
poids moléculaire du NEM est de 125,1 et il est probable que sa présence dans
chacune des boucles interhélicales ne constitue pas un obstacle assez volumineux
pour ralentir la pénétration d'une ou plusieurs de ces boucles. D'autre part, il est
aussi possible que le groupement thiol de chacun des résidus cystéine ne soit pas
accessible et ne puisse donc pas réagir avec le NEM. Bien que la structure de la
Cry1Aa en solution puisse différer légérement de sa structure cristalline (Grochulski
et al., 1995), cette hypothése serait plutot surprenante étant donné I'emplacement
des sites de mutations. Les boucles interhélicales sont trés bien exposées au milieu

environnant (Fig. 7, p. 31).
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Figure 15 : Effet du NEM sur la vitesse de formation des pores par différents
mutants de la CrylAa dans des vésicules de la membrane en bordure en
brosse du sphinx du tabac.

Pour les expériences réalisées en absence de réactif (A), les vésicules sont
directement mélangées avec 150 pmol/mg de protéine membranaire de chacun des
mutants, 0,07% de DMSO, 150 mM de KClI, 1 mg/ml d'albumine sérique bovine et 10
mM d’Hepes. La modification chimique (B), a été effectuée en préincubant les
mutants 15 minutes avec 1 mM de NEM et 10 mM d’Hepes dans un volume de 1 ml.
2 ml d'une solution de 225 mM de KClI, 1,5 mg/ml d'albumine sérique bovine et 10
mM d’Hepes, pH 7,5 ont ensuite été ajoutés au mélange. Celui-ci a finalement été
mis en contact avec les vésicules. Le recouvrement de volume a été calculé pour
chaque point expérimental et les valeurs obtenues pour le témoin en absence de
toxine, ont été soustraites de celles obtenues en présence de toxine. Des barres

d’erreur sont représentées tous les 50 points expérimentaux.
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Afin de veérifier la premiére hypothése, nous avons effectué une modification
chimique beaucoup plus appréciable. Pour ce faire, les mesures de
perméabilisation des vésicules ont été réalisées en présence de biotine et de
streptavidine. Cette derniére molécule se lie spécifiquement 4 la biotine avec une
grande affinité et est de dimension nettement supérieure a celle du NEM, avec un
poids moléculaire d’environ 60 000, soit pratiquement la taille de la toxine. Nous
avons réalise cette modification chimique sur trois toxines. Nous avons sélectionné
le plus actif des mutants, 188C, et les mutants Y153C et W182C, situés
respectivement dans les boucles a4a5 et a5a6, hypothétiquement impliquées dans
la formation du pores. Effectivement, dans le modéle en parapluie (Gazit et al.,
1998; Uawithya et al., 1998; Masson et al., 1999; Gerber et Shai, 2000; Aronson et
Shai, 2001; Li et al., 2001) (Fig. 9A, p. 45), c’est I'épingle hélicale alpha 4 et 5 qui
s'insérerait dans la membrane, tandis que dans le modéle en canif (Hodgman et
Ellar, 1990; Knowles, 1994) (Fig. 9B, p. 45), c’est plutdt 'épingle hélicale alpha 5 et 6
qui pénétrerait la membrane. L’ajout de la streptavidine n’a pas modifié la vitesse de
formation de pores pour les mutants I88C et W182C (Fig. 16A et C, p. 78). Dans ce
cas, il est impossible d’admettre que la taille du modificateur chimique n’était pas
assez importante pour affecter I'insertion membranaire. Au contraire, la liaison de la
streptavidine aux deux mutants aurait di modifier la cinétique de formation de pores
en perturbant le réarrangement des différentes hélices alpha du domaine |, ainsi que
des domaines Il et lll de la protéine aprés sa liaison au récepteur membranaire. Ces
résultats suggérent que I'absence d'effet des modifications chimiques pourrait plutot
résulter d’'une inaccessibilité des résidus mutés dans la forme soluble de la toxine.
Pour le mutant Y153C, la présence de la streptavidine a provoqué une légere

diminution du taux de formation des pores (Fig. 16B, p. 78). Dans ce cas, il est



78

Recouvrement de volume (%)
Recouvrement de volume (%)

8
o

wigC

W182C
MTSEA-biotine
streptaviding

Recouvrement de volume (%)
8 &8 8

o

o 1 2 3 4 5 6
Temps (min)

Figure 16 : Effets de la biotine et de la streptavidine sur la vitesse de formation
des pores par différents mutants de la Cry1Aa dans des vésicules de la
membrane en bordure en brosse du sphinx du tabac.

A une concentration de 150 pmol/protéine membranaire, les mutants 188C (A),
Y153C (B) et W182C (C), ont été analysés sous trois conditions expérimentales
difiérentes. Dans un premier temps, chacun des mutants a été mélangé a 150 mM
de KCl, 1 mg/ml d'albumine seérique bovine et 10 mM d'Hepes, pH 7,5, puis
directement mélangé avec les vésicules, sans préincubation. Dans une deuxiéme
temps, chacun des mutants a d'abord été préincubé 15 minutes avec 1,8 nmol de
MTSEA-biotine avant d'étre mélangé a la solution énoncée plus haut. Dans un
dernier temps, une incubation d'une heure avec 1,8 nmol de streptavidine a suivi
I'étape de biotinylation. Chaque courbe correspond a la moyenne des données
obtenues avec trois préparations de vésicules différentes. Pour chaque préparation,

les expériences ont été réalisées en guintuplicata.
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possible qu’'un faible pourcentage de sites ait pu étre accessible ou sensible & la
modification chimique, ce qui se traduit par une faible diminution dans la vitesse de

formation de pores.

Ce résultat pourrait s'expliquer de deux fagons. Tout d'abord, il pourrait étre
di a une inaccessibilité spatiale des groupements thiol. Les residus mutés
pourraient ne pas étre en contact avec le milieu aqueux dans lequel baigne la
protéine, mais plutét cachés a lintérieur de la structure de la protéine. |l est
également probable que, bien qu'il soit exposé au milieu aqueux et donc
physiquement accessible, le groupement thiol des cystéine ne soit plus réactif. Le
groupement thiol peut effectivement subir un premier niveau d'oxydation de telle
sorte qu'il forme des ponts disulfures. La réaction est complétement réversible suite
a l'ajout d'un agent réducteur. |l arrive toutefois qu'en présence d'oxygéne, de
métaux divalents et d'un pH élevé, le groupement thiol soit oxydé a un plus haut
niveau pour former de l'acide sulfénique (-SOH) ou ses dérivés, I'acide sulfinique (-
SO,H) et l'acide sulfonique (-SOsH) (Capozzi et Modena, 1974). Sous l'une ou
l'autre de ces formes, particuliérement les deux derniéres, le groupement thiol n'est
plus sensible aux agents chimiques. Des analyses plus poussées ont donc été
effectuées, afin d’étudier en détail accessibilité et la réactivité des résidus mutés de

la Cry1Aa.

5.3.2. Détermination de la réactivité des résidus cystéine dans chacune

des boucles interhélicales

Des analyses sur gels d'électrophorése ont été effectuées, afin de vérifier

d'une part la pureté et l'intégrité de chacun des mutants suivant l'activation par la



80

trypsine. D'autre part, ces gels visaient &4 examiner si les mutants avaient subi une
oxydation de nature a former des ponts disulfures. L'absence de bandes d'un poids
moléculaire de prés de 120-130 kDa pour tous les mutants a confirmé qu'ils ne
formaient pas de diméres et que les faibles taux de formation de pores obtenus en

gonflement osmotique ne pouvaient résulter de ce type d'oxydation (Fig. 17, p. 81).

Dans un deuxiéme temps, la réactivité du groupement thiol de tous les
mutants de chaque boucle interhélicale a été vérifiée. Pour ce faire, les mutants ont
été marqués avec du maléimide de biotine, puis soumis a une analyse de type
western de maniere a évaluer qualitativement le taux de biotinylation de chacun (Fig.
18, p. 81). La streptavidine conjuguée a la peroxydase de raifort a été employée
pour révéler les bandes. Nous avons obtenu des bandes d'intensité variable qui
refletent le niveau de réactivité de chacun des résidus mutés. Les mutants F50C et
188C semblent moins réactifs que les autres mutants. L’absence de bande pour la
Cry1Aa confirme P'absence de liaison non-spécifique, puisque la Cry1Aa activée ne

posséde aucun résidu cystéine.

Les résultats obtenus a I'aide de la technique de diffusion de la lumiére et
présentés dans la section précédante suggérent toutefois que le groupement thiol
des mutants réagit trés peu avec les modificateurs chimiques. Afin de déterminer
précisément l'origine de cette insensibilité, une analyse de type western a été
réalisée avec des mutants préalablement dénaturés (Fig. 19, p. 82). En exposant
ainsi tous les sites qui ne seraient pas accessibles normalement au maléimide de
biotine, cette expérience avait pour but de déterminer s'il s'agissait d'une
inaccessibilité spatiale du groupement thiol ou d'une perte de réactivité de ce dernier

occasionnée par une oxydation en oxyacides organosulfurés. La coloration
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Figure 17 : Electrophorése de la Cry1Aa et des mutants activés sur un gel de
polyacrylamide en présence de 10% (p/v) de dodécyle sulfate de sodium

coloré au bleu de Coomasie.

F50C I88C A119C D120C P121C T122C N123C CrylAa
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V150C Q151C Y153C W182C W219C S252C CrylAa
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Figure 18 : Accessibilité des résidus mutés de la Cry1Aa par analyse de type

western. La Cry1Aa et chacun des mutants (2 pug/ul) ont été préalablement incubés

avec du maléimide de biotine dans un rapport molaire de 1:10. Les protéines ont été
dénaturées, fractionnées sur un gel de polyacrylamide en présence de 10% (p/v) de
dodécyle sulfate de sodium, puis transférées sur une membrane de fluorure de
polyvinylidéne. Les toxines biotinylées ont été révélées avec la streptavidine

conjuguée a la peroxydase de raifort et la trousse de coloration AEC.
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Figure 19 : Accessibilité des résidus mutés de la CrylAa aprés dénaturation

par analyse de type western. La procédure est la méme que celle décrite dans la
section "Matériel et méthodes" et dans la légende de la figure 18 (p. 81), a
I'exception que les mutants ont d'abord été dénaturés, puis biotinylés.

des bandes a révélé une représentation trés similaire a celle obtenue lorsque la
biotinylation des mutants avait précédé leur dénaturation, ce qui confirme que le
groupement thiol de chacun des mutants n'est pas réactif et qu'il est oxydé de

maniére a former des oxyacides organosulifurés.

Dans le but de quantifier plus précisément le taux de biotinylation des
mutants, le mutant P121C a été sélectionné pour effectuer une purification par
chromatographie d'affinité sur une colonne d'avidine. Un dosage des protéines ainsi
qu'une analyse de type western ont été effectués a chacune des étapes du protocole
de purification. Seule une fraction tres faible (1-2%) de la toxine est retenue par la
colonne. De plus, aucune toxine biotinylée dans la fraction déplacée par la biotine

libre n'a pu étre détectée aprés un transfert sur une membrane de fluorure de
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polyvinylidéne et un traitement avec la streptavidine conjuguée a la peroxydase de
raifort. Ce résultat indique que cette toxine, malgré lintensité de la bande obtenue
en analyse de type western, est trés faiblement biotinylée. Les résultats obtenus en
analyse de type western doivent donc atre interprétés prudemment. En fait, le
systéme de détection permet de comparer les mutants entre eux, mais ne permet
pas de déterminer quantitativement le taux de biotinylation de chacun. De plus, la
sensibilité du systtme est telle que les mutants, méme faiblement biotinylés,

présentent des bandes d'une intensité élevée.

5.3.3. Effet de I'oxydation du groupement thiol sur la réactivité des

mutants cystéine

L'oxydation du groupement thiol en oxyacides organosulfurés est favorisée
par un pH éleve, l'oxygéne moléculaire, les ions métalliques, la présence de
groupements thiol isolés et la lumiére ultraviolette. Il n'est donc pas rare de
rencontrer des groupements thiol sous forme d'une variété d’oxy-dérivés, tels que
I'acide sulfénique et ses dérives, l'acide sulfinique et I'acide sulfonique (Fluharty,
1974; Capozzi et Modena, 1974, Allison, 1976; Kice, 1980) (Fig. 20, p. 84). Comme
les protoxines du bacille de Thuringe sont insolubles & pH neutre, leur solubilisation
g'effectue a un pH de 10,5. L’exposition 3 I'air ambiant est aussi omniprésente, non
seulement pendant la préparation des toxines, mais aussi durant leur utilisation
expérimentale. En ce qui concerne les ions métalliques, bien qu'aucune de nos
solutions n'en contiennent, en principe, il nest pas exclu qu'il puisse y en avoir des
traces provenant des produlits chimiques utilisés ou des cellules de Escherichia coli
dans lesquelles les toxines sont produites. De plus, comme la Cry1Aa activée ne

posséde aucun résidu cystéine, chacun des mutants n'a qu'un seul groupement
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Figure 20 : Voies d'oxydation du groupement thiol de la cystéine. |l s'agit d'un

schéma simplifié ou sont représentés seulement les produits d'oxydation discutés

dans cette section. Adapté de Capozzi et Modena (1974).

thiol, et 'absence de ponts disulfures, vérifiee par électrophorése sur gel, permet

alors de conclure que le groupement thiol est isolé dans la structure de la toxine. De

plus, la position des résidus mutés dans la toxine est telle que le groupement thiol

est probablement bien exposé a la surface de la molécule. Toutes les conditions

favorisant la formation d'acides sulfénique, sulfinique et sulfonique sont donc

remplies lors de la purification des toxines et des expériences effectuées.
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Finalement, ce type d'oxydation est fonction du temps puisqu’il a été
mentionné que des temps de réaction prolongés causent une oxydation au-dela de
la formation de ponts disulfures dans des solutions aqueuses (Capozzi et
Modena,1974). Un effet du temps sur la réactivité de deux des trois mutants testés
en gonflement osmotique aprés traitement avec le MTSEA-biotine et la streptavidine
avait d'ailleurs été constaté. Par exemple, l'effet de la streptavidine sur le
recouvrement de volume des vésicules traitées avec le mutant Y153C fut beaucoup
plus important pendant I'expérience #1 qu'a Iexpérience #3 (Fig. 21, p. 86). Un
écart de 21 jours séparait les deux expériences. Des résultats similaires ont aussi
été obtenus avec le mutant I88C (résultats non présentés). L'incubation de plus
d'une heure des mutants avec les différents réactifs a I'air ambiant, l'agitation
fréquente des mélanges au vortex, ainsi que la conservation des mutants durant

plusieurs jours ont stirement contribué & cette réaction d'oxydation.

En raison du caractére fortement nucléophile de I'atome de soufre, I'acide
sulfénique est généralement instable et constitue plutét un état intermédiaire.
Toutefois, quelques études ont mis en évidence la participation d'acides sulféniques
stables & l'intérieur de protéines jouant un réle dans la régulation de nombreux
processus cellulaires (Claiborne et al., 1999). Par contre, I'oxydation du groupement
thiol en acide sulfinique et en acide sulfonique est considérée comme une réaction
irréversible (Kice, 1980). Il n'existe aucun moyen simple de déterminer la proportion
de groupement thiol oxydé en chacune de ces formes. Une expérience visant &
réduire les groupements oxydés en leur forme réactive a donc été tentée, tel que
proposé par Benson et al. (1998). Pour ce faire, une analyse de type western du
mutant T122C a été effectuée soit en présence d'1 mM de DTT (colonne 3) (Fig. 22,

p. 87), soit avec le mutant préalablement incubé pendant 1 heure avec 5 mM de
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Figure 21 : Effet de I'oxydation du groupement thiol de la cystéine du mutant
Y153C sur la vitesse de formation des pores dans des vésicules de la
membrane en bordure en brosse du sphinx du tabac.

La vitesse de formation des pores a été mesurée telle que décrit dans la légende de
la Fig. 15 (p. 76). Il s'était écoulé 21 jours entre la premiére et la troisieme

expérience.
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DTT, puis dialysé 24 heures (colonne 2) (Fig. 22, p. 87). L'intensité de la bande du
mutant préalablement incubé avec le DTT, puis dialysé (colonne 2), suggére que la
présence de DTT a permis de réduire une certaine fraction des mutants oxydés,
probablement ceux qui se trouvaient sous forme d'acide sulfénique. Toutefois, cette
modification chimique ne semble pas suffisante pour restituer un nombre assez
élevé de groupements thiol sous une forme réactive. De plus, il semble que la
biotinylation du mutant en présence de DTT (colonne 3) ne permette pas d'accroitre

le taux de réactivité du mutant.

65 kDa-

Figure 22 : Effet du DTT sur I'oxydation du groupement thiol de la cystéine du
mutant T122C.

La procédure pour le mutant T122C (1, 2, 3) et la Cry1Aa (4) est la méme que celle
décrite dans la légende de la Fig. 18 (p. 81). En 2, le mutant T122C avait d’abord
été préincubé 1 heure avec 5 mM de DTT, puis mis a dialyser pendant 24 heures.

En 3, le protocole s’est effectué en présence d'1 mM de DTT.
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Il devient alors évident que la solution & ce probléeme n'est pas de rétablir le
groupement sous une forme réactive, mais d'empécher qu'il ne s'oxyde. Pour ce
faire, il serait souhaitable de supprimer tous les facteurs responsables de ce type
d'oxydation lors de la purification des mutants. Bien quun pH élevé favorise
I'oxydation des groupements thiol des résidus cystéine, il s’avére difficile de produire
des mutants de la Cry1Aa & des valeurs inférieures de pH puisque la solubilisation
des cristaux en protoxines n’est possible qu'a des pH alcalins. Dans leurs travaux
sur la dihydrofolate réductase de Escherichia coli, Villafranca et al. (1987) ont réussi
a obtenir des mutants cystéine réactifs en réduisant I'exposition a l'air ambiant et en
ajoutant un agent chélateur, 'EDTA, a leurs tampons de purification. La présence
de DTT pendant I'activation des toxines inhibe I'activité de la trypsine. Nous avons
donc ajouté 2 mM Jd'EDTA au moment de lactivation et 5 mM de DTT
immédiatement aprés la digestion enzymatique. Le DTT n’est enlevé qu'au moment
de I'utilisation du mutant pour les expériences. Pour ce faire, le mélange contenant
la toxine solubilisée et le DTT est soumis & une chromatographie par filtration sur
gel. Les résultats obtenus montrent trés clairement Iefficacité de 'EDTA et du DTT
pour maintenir la réactivité du groupement thiol des mutants (colonne 2) (Fig. 23, p.
89). Ceci suggére d’une part qu’il doit y avoir des métaux divalents présents dans
les préparations de toxines. D'autre part, I'ajout dEDTA et de DTT réduit
considérablement I'oxydation des groupements thiol en acides sulfinique et
sulfonique puisque le niveau de biotinylation des mutants est nettement supérieur

lorsque ces derniers ont été préparés en leur présence (colonne 2).
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Figure 23 : Effet de FEDTA et du DTT sur I'oxydation du groupement thiol de la
cystéine du mutant T122C. La procédure pour le mutant T122C (1,2) et la Cry1Aa
(3) est la méme que celle décrite dans la Iégende de la Fig. 18 (p. 81). En 2, le
mutant T122C a été activé en présence d’EDTA, puis purifié en présence de DTT.

5.4. Conclusion

En résumé, tous les agents chimiques thiol-spécifiques utilisés pour modifier
les mutants de la Cry1Aa ont eu trés peu d'effet sur le recouvrement de volume des
vésicules. Ceci est causé par une oxydation du groupement thiol en acide
sulfénique et ses dérivés, l'acide sulfinique et I'acide sulfonique. La premiére forme
étant trés instable, c'est sGrement sous les deux autres formes que se trouve le
groupement thiol de chacun des mutants testés. Bien que I'ajout de DTT contribue a
réduire le groupement sous une forme réactive, son oxydation en acides sulfinique
et sulfonique est considérée comme une réaction irréversible. Toutefois, il a été
possible d’augmenter considérablement le taux de réactivité des groupements thiol
en préparant les mutants en présence ’EDTA et de DTT. Ainsi, plutét que de tenter

de restituer le groupement thiol sous sa forme réduite, il est clairement plus
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avantageux de prévenir 'oxydation en réduisant, dans la mesure du possible, les
facteurs favorisant la création d’oxyacides organosulfurés au cours des étapes de
production des mutants. Ainsi, les tampons utilisés lors de la purification des
mutants cystéine devraient obligatoirement contenir des substances chélatrices et
réductrices. De cette fagon, il sera possible d’'employer des mutants ainsi que des
agents modificateurs spécifiques aux cystéines pour approfondir encore davantage
nos connaissances du mécanisme d'action des toxines et de la topologie des pores

qu'elles forment.



6. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La substitution d'acides aminés par des résidus cystéine a l'intérieur de
chacune des boucles interhélicales du domaine | de la toxine insecticide Cry1Aa du
bacille de Thuringe avait pour principal objectif I'étude de la topologie des pores. En
effet, l'introduction dans la toxine de résidus cystéine capables de réagir avec une
variété de réactifs se liant spécifiquement au groupement thiol de la cystéine est un
outil puissant pour identifier les régions qui s'insérent lors de la perméabilisation de

la membrane intestinale des insectes cibles.

Avant d'amorcer une telle analyse topologique, il était indispensable d'évaluer
I'effet des mutations dans les boucles interhélicales du domaine | sur les propriétés
de perméabilité de la Cry1Aa. A la lumiére des résultats présentés dans le chapitre
4, lajout d'un résidu cystéine a presque tous les endroits mutés modifie le
fonctionnement normal de la toxine. Tous les mutants ont été capables d'induire
une permeéabilité au KCI comparable a celle de la Cry1Aa 4 pH 7,5, a I'exception des
mutants V150C, qui s'est avéré inactif, et W182C. Toutefois, des différences
appréciables ont été mises en évidence dans la vitesse & laquelle les mutants
forment des pores, ainsi que dans leur capacité & perméabiliser la membrane aux
autres solutés testés. Ces résultats soulignent l'importance de ces zones de
flexibilité¢ dans le mécanisme d'action de la Cry1Aa, particulierement pendant le
réarrangement spatial de la toxine précédant son insertion. Les résultats ne
permettent toutefois pas de déterminer précisément l'identité des hélices du
domaine | qui traversent la membrane des vésicules et par conséquent, de favoriser
un modéle d'insertion plutdt qu'un autre. De plus, des études de toxicité in vivo sur

des insectes tel que le sphinx du tabac s’avérent indispensables pour mieux corréler
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les observations effectuées en gonflement osmotique et pour compléter la

caractérisation des mutants.

L'acide aminé en position 150 semble jouer un rdle important dans le
mécanisme de formation des pores, particulierement pour la Cry1Aa, puisqu'une
mutation du méme acide aminé dans la Cry1Ac, V150D, s'est révélé parfaitement
toxique pour le sphinx du tabac (Kumar et Aronson, 1999). D'autre part, le résidu
cystéine introduit en position 150 a complétement aboli I'activité de la Cry1Aa. |l
faudrait approfondir davantage cette question afin de déterminer quelle étape du
mécanisme d'action de la toxine est touchée par cette mutation. Bien que la
spécificité soit plutdt assurée par les domaines Il et lll, il n’est pas impossible que
cette mutation nuise a la liaison de la toxine au récepteur, puisqu’il a déja été
démontré que le domaine | pouvait étre impliqué dans ce processus de liaison
réversible (Flores et al, 1997; Rang et al, 1999) (section 3.2.2., p. 33). Des
expériences de gonflement osmotique avec des vésicules de la membrane en
bordure en brosse du sphinx du tabac et dans lesquelles la Cry1Aa est mise en
compétition avec une concentration dix fois plus élevée du mutant V150C sont
présentement en cours dans le but de répondre, en partie, & cette question. Les
résultats préliminaires de cette étude montrent toutefois qu'il y a un effet inhibiteur
sur la capacité de la Cry1Aa a perméabiliser les vésicules en présence du mutant
V150C, ce qui indique que la substitution de la valine en position 150 par un résidu

cystéine n'empéche pas la liaison du mutant au récepteur membranaire.

Une fois les mutants caractérisés, nous avons procédé a la deuxieme étape
du projet, soit de vérifier l'accessibilité de tous les résidus mutés aux agents

modificateurs spécifiques aux cystéines dans la forme soluble de la toxine. Les
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résultats obtenus en gonflement osmotique ainsi qu'en analyse de type western,
nous ont permis de conclure que les résidus mutés étaient trés faiblement réactifs.
Cette situation semble étre provoquée par une oxydation du groupement thiol de la
cystéine en acide sulfénique ou ses dérivés, l'acide sulfinique et l'acide sulfonique
(Capozzi et Modena, 1974, Kice, 1980). L'acide sulfénique joue d’ailleurs un réle
dans le site actif de certaines enzymes participant 3 divers processus cellulaires tels
que le métabolisme de l'oxygéne, la transduction de signaux, la réponse au stress

oxydatif et la régulation de la transcription (Claiborne et al., 1999).

La faible réactivité du résidu cystéine nous a conduit & une interprétation
difiérente des résultats obtenus en gonflement osmotique & pH 7,5 et 10,5. En plus
des modifications des propriétés des pores enregistrés pour plusieurs mutants a pH
7.5, ces effets dépendent du pH, puisque la plupart des mutants ont vu leur capacité
de perméabilisation altérée par I'augmentation du pH de 7,5 4 10,5. Toutefois, étant
donné que le groupement thiol est oxydé en différentes formes d'acides cystéiques,
lesquelles possédent un pKa se situant entre 2,0 et 3,0 (Kice, 1980), le résidu
cystéine est toujours chargé négativement, y compris & pH 7,5. Cela permet de
conclure d'une part que les résultats obtenus a pH 7,5, tels que le ralentissement
des cinétiques d'insertion membranaire, pourraient étre diis non seulement a l'ajout
d'une cystéine, mais plus précisément a la présence d'un oxyacide organosulfure.
D'autre part, 'augmentation du pH de la solution tampon ou baignent les vésicules
augmente la proportion des charges négatives sur les molécules a la surface de la
membrane, incluant possiblement les récepteurs membranaires, ce qui pourrait
provoquer de la répulsion électrostatique avec les mutants chargés négativement et

expliquer les effets plus marqués obtenus a pH 10,5.
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Lorsque l'on désire exploiter la réactivité du groupement thiol de la cystéine a
des fins d'études structuro-fonctionnelles, il s'avére indispensable de limiter, dans la
mesure du possible, les facteurs qui favorisent ces réactions d'oxydation. Par
exemple, l'alcalinité des solutions, la présence dions métalliques et d'oxygéne
moléculaire doivent étre rigoureusement contrdlées, afin que le groupement thiol de
la cystéine demeure réactif. Dans notre cas, la difficulté est exacerbée du fait que la
Cry1Aa et les mutants doivent étre purifiés dans un milieu alcalin. En effet, la valeur
élevée du pH intestinal des insectes cibles est nécessaire a la solubilisation des
protoxines du cristal par rupture des ponts disulfures qui maintiennent la protéine
sous sa forme cristalline (Jaquet et al,, 1987; Bietlot et al., 1990). Heureusement,
nous avons réussi a contourner ces difficultés grace a ['utilisation d'un chélateur
d'ions métalliques (EDTA) et d'un agent réducteur (DTT). En effet, en ajoutant de
I'EDTA et du DTT lors du protocole d'activation et de purification des toxines, nous
avons constaté que les mutants réagissaient beaucoup mieux avec le maléimide de
biotine qu'auparavant. Cette constatation va nous permetire de reprendre les
expériences de cinétique de formation des pores, comme celles qui sont décrites
dans le chapitre 5, mais en utilisant des mutants dont la modification chimique aura
été correctement réalisée et vérifiée. Dans ce but, les mutants biotinylés seront
purifiés par chromatographie sur colonne d'avidine avant d'étre utilisés dans les
expériences de gonflement osmotique. Il existe aussi un moyen efficace et rapide
pour vérifier la réactivité du groupement thiol des résidus cystéine. Il s'agit d'utiliser
un fluorophore dont 'émission de fluorescence augmente considérablement lorsqu'il
réagit avec un groupement thiol. Par exemple, le MIANS et le N-(1-
pyréne)maléimide ont été employés avec succés pour la caractérisation du site de
liaison et de la structure tertiaire de la lactose perméase d'Escherichia coli (Jung et

al, 1993; Venkatesan et Kaback, 1998). Ainsi, par des mesures de
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spectrofluorométrie, nous pourrons rapidement évaluer le niveau de réactivité des
mutants avant d’amorcer les expériences de gonflement osmotique et de

modifications chimiques.

Parmi les difficultés majeures rencontrées dans cette étude, il y a aussi le fait
que le mutant 188C n'a pas pu étre produit en quantités suffisantes pour la
réalisation de toutes les expériences effectuées avec les autres mutants. La cause
de ce probleéme est encore mal comprise, mais sa résolution permettrait de rendre le
présent travail plus complet. |l serait méme envisageable de contourner ce
probléme, si cela s'avérait nécessaire, en remplagant 188C par un autre mutant dans

lequel un autre résidu de la boucle a2a3 aura été remplacé par une cystéine.

Maintenant que la réactivité des mutants a des molécules spécifiques a la
cystéine peut étre exploitée, il serait intéressant de revenir & l'objectif premier qui
était I'étude de la topologie des pores formés. Une stratégie trés intéressante pour
étudier la topologie du pore serait d’utiliser des agents modificateurs spécifiques aux
résidus cystéine, perméants ou non-perméants (Fig. 24, p. 96). Par exemple, les
mutants pourront étre incubés avec des vésicules de la membrane en bordure en
brosse du sphinx du tabac suffisamment longtemps pour gu'ils forment des pores.
Le premier réactif thiol-spécifique, TAMSD sera d’abord ajouté au mélange. Ce
dernier devrait traverser difficilement la membrane des vésicules, ce qui implique
quil se liera beaucoup plus efficacement aux cystéines situées du coté
extravésiculaire de la membrane. On ajoutera ensuite le deuxiéme réactif spécifique
aux cystéines, le maléimide de biotine, lequel traverse aisément la membrane des
vésicules et pourra donc aussi bien lier les cystéines du cété extracellulaire que

celles situées du coté intracellulaire. Les vésicules seront ensuite solubilisées avec
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Figure 24 : Etude topologique des pores formés par la Cry1Aa par I'utilisation
d'agents modificateurs spécifiques a la cystéine.
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un détergent et I'ajout d’anticorps polycionaux dirigés contre la Cry1Aa permettra de
concentrer la toxine par immunoprécipitation de fagon a éliminer les autres protéines
de la membrane qui auraient pu étre biotinylées. Une analyse de type western, telle
queffectuée dans les expériences décrites dans le chapitre 5, avec de la
streptavidine conjuguée a la peroxydase de raifort, permettra de déterminer la
position de chacune des boucles interhélicales une fois le pore formé.
Effectivement, I'absence de bandes indiquera que les résidus sont situés du coté
extravésiculaire de la membrane (Fig. 24A, p. 96), alors que la présence de bandes
suggérera que les résidus se trouvent plutdt du coté interne de la membrane (Fig.
24B, p. 96). Ainsi, 'emplacement des boucles, et par conséquent des hélices du
domaine |, pourra étre déterminé de fagon précise. Ce type d'expériences
permettrait sans contredit de faire la lumiére sur la structure des pores, laquelle
demeure toujours inconnue. Une expérience similaire s'est dailleurs avérée
extrémement révélatrice lors de I'étude de la topologie de la P-glycoprotéine
humaine, puisqu'elle a permis de confirmer la présence de douze segments

transmembranaires (Loo et Clarke, 1995).

Une autre technique expérimentale fort prometteuse pour étudier la topologie
des pores serait 'immunocytochimie. En 1992, Bravo et al. avaient utilisé des
anticorps monoclonaux dirigés contre quatres toxines insecticides, la CrylAb, la
Cry1Ac, la Cry1B et la Cry3A, dans le but de visualiser les sites de liaison dans
différentes régions de la membrane intestinale du sphinx du tabac, de la teigne des
cruciféres et du doryphore de la pomme de terre. Nous pourrons aller plus loin en
fabriquant des anticorps dirigés contre la séquence peptidique de chacune des
boucles interhélicales du domaine | de la Cry1Aa et les ajouter a une préparation de

vésicules ou de tissu intestinal préalablement traitées avec la toxine. Ainsi, la taille
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et la nature hautement hydrophile des anticorps empécheraient leur passage vers
lintérieur des vésicules ou des cellules et par conséquent, la détection d’un signal
par microscopie a fluorescence suggérera que la boucle se trouve a la surface
externe des vésicules, alors qu'une absence de signal laissera plutét supposer un

emplacement intracellulaire.

Il est clair qu'une telle démarche fournirait de précieuses données quant a
I'architecture finale des pores formés par la toxine insecticide Cry1Aa du bacille de
Thuringe. Bien que plusieurs modéles aient été proposés jusqu'a ce jour, aucun n'a
encore fait 'unanimité et c'est pourquoi il s'avére capital de poursuivre l'investigation

de maniére a détailler finement le mécanisme de formation des pores,

particulierement en ce qui a trait a I'étape d'insertion membranaire.
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