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' Introduction

Les anticorps ou Immunoglobulines (Ig) sont des protéines synthé-
tisées par I’organisme en réponse 2 la pénétration d’une molécule
étrangére, un antigéne, et capables de se fixer 2 ce dernier par une
liaison spécifique. Les anticorps possédent des domaines ayant des
structures et des fonctions distinctes. Ce sont des molécules en
forme de Y constituées de 2 chaines lourdes H (Heavy chain) iden-
tiques et de 2 chaines légeres L (Light chain) identiques. Il existe
5 types principaux de chaines lourdes (i1, v, &, €, 8) composées de
450 a 600 acides aminés et le type définit la classe d’immunoglo-
buline. Les chaines 1égeres peuvent étre de 2 types (x, A) compo-

1 Molecular Biology Unit, Institut Pasteur, avenue Pasteur, 13164
Téhéran, Iran.

2 Laboratoire Ingénierie des anticorps, Institut Pasteur, 25-28 rue du
Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15, France.

3 Laboratoire Morphogenése végétale expérimentale, bat. 360, univer-
sité Paris XI, 91405 Orsay cedex, France.



https://core.ac.uk/display/39846402?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

428 v

Des modéles biologiques a I'amélioration des plantes

sées d’environ 230 acides aminés. Des ponts disulfures intra-
chaines stabilisent les différentes chaines et d’autres inter-chaines
lient les chaines L aux chaines H ainsi que les 2 chaines lourdes
entre elles. Chaque chaine est composée d’un domaine Variable (V)
en séquence et responsable de la fixation avec ’antigéne cible, et
d’un ou plusieurs domaines relativement Constants (C) en séquence
et responsable de la fixation des molécules effectrices. Les chaines
légeéres sont constituées d’un domaine V (V) et d’un domaine
C (Cp) tandis que les chaines lourdes comprennent un domaine
V (Vy) et 3 ou 4 domaines C (Cyl, Cy2, Cyy3, Cyd et Cy5). Dans
chaque domaine V, existent trois régions dites hypervariables en
séquence et responsables de la reconnaissance de I’antigéne dési-
gnées sous le nom de CDR (Complementary Determining Region,
« région de complémentarité ») séparées par des segments relative-
ment conservés nommés « armature » (Framework). Les domaines
Cy42 contiennent un site de N-glycosylation et les domaines Cj;2 et
Cy3 contiennent des séquences intervenant dans le recrutement des
cellules cytotoxiques et la fixation du complément (Padlan, 1994 ;
Hayden et al., 1997 ; Vaughan et al., 1998 ; Liddell et Weeks, 1995).

Une immunoglobuline entiére est théoriquement capable de fixer
deux molécules d’antigéne par I'intermédiaire des régions Vi et
V. Par digestion enzymatique ou par génie génétique, il est pos-
sible d’obtenir des fragments bien déterminés de ces anticorps
(Liddell et Weeks, 1995 ; Carter et Merchant, 1997). Les fragments
F(ab’),, obtenus par digestion enzymatique par la pepsine, ont
généralement les mémes propriétés que I’'immunoglobuline entiére,
excepté les caractéristiques liées aux fragments Fc. Les fragments
Fab, issus de la digestion enzymatique par la papaine, sont relative-
ment stables et leur affinité pour I’antigéne est généralement équi-
valente & celle de I'immunoglobuline enti¢re. Les fragments Fv,
résultant de I’interaction d’un domaine Vy avec un domaine Vi,
sont relativement instables dans la mesure ol il existe une dissocia-
tion importante des deux chaines. Les scFv sont les plus petites
molécules capables de conserver une affinité proche de I’anticorps
de départ. Un bras peptidique flexible artificiel maintient I’associa-
tion des deux chaines simulant ainsi la proximité des deux régions
variables dans I'immunoglobuline naturelle (Padlan, 1994 ; Hayden
et al., 1997 ; Liddell et Weeks, 1995 ; Carter et Merchant, 1997).
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De trés nombreux génes eucaryotes ont été exprimés chez E. coli.
Seulement, le principal inconvénient de la bactérie, comme systéme
de production de protéines hétérologues, réside dans son incapacité
a réaliser de nombreuses maturations post-traductionnelles néces-
saires 4 ’activité biologique de ces molécules. C’est la raison pour
laquelle uniquement des fragments d’anticorps (Fab ou scFv) ont
été produits dans E. coli. Compte tenu des limites et des risques de
contamination des systémes eucaryotes animaux (cellules CHO, le
baculovirus...) par des virus ou prions pathogénes humains, les
plantes transgéniques constituent un systéme alternatif 4 la produc-
tion de protéines eucaryotes et notamment d’anticorps grice au
faible coiit de production de Ia biomasse végétale, 4 une plus grande
conformité de la protéine recombinée avec la molécule naturelle,
I'existence d’infrastructures de récolte, stockage et d’extraction des
molécules d’intérét (Smith, 1996 ; Pen, 1996).

Plusieurs aspects, tels que le choix de la plante héte et de 1’organe
végétal dans lequel I’expression protéique doit se faire, influencent
les détails de la transformation végétale. De fagon générale, la pre-
micre étape consiste a adapter le géne humain ou son ADN com-
plémentaire, codant I’anticorps, afin qu’il puisse s’exprimer dans la
plante. Pour cela, le géne est lié€ 2 différentes séquences régulatrices
d’ADN végétal, notamment un promoteur qui régule le niveau d’ex-
pression du géne dans la cellule (en général, le promoteur 35S du
virus de la mosaique du choux fleur (CaMV)) et un terminateur (en
général, le terminateur CaMV 35S) qui permettent 2 1a machinerie
cellulaire de la plante hote de reconnaitre le géne introduit et de syn-
thétiser 1’anticorps recombiné correspondant (Chinn et Comai,
1996 ; Finnegan et McElroy, 1996 ; Gallie, 1998). Le géne chimére
est ensuite inséré dans un vecteur bactérien pour qu’il soit multiplié
par culture bactérienne. Le transgéne est alors transféré dans les cel-
lules végétales, par le biais de différentes techniques, soit par I’in-
termédiaire de la bactérie Agrobacterium tumefaciens, soit par
transfection biolistique (canon 2 particules), le choix dépendant de
la plante hote (Lindsey, 1996 ; Walkerpeach et Velten, 1994).

Les cellules végétales génétiquement transformées donnent alors
naissance 4 des plantes entitres qui se développeront dans des
conditions de cultures sélectionnées et controlées. Les plantules, qui
ont bien intégré le transgeéne, sont repérées et isolées i I’aide d’un
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géne de résistance (le geéne de résistance a la kanamycine, par
exemple). La présence d’un géne rapporteur (en général, le géne de
la luciférase, de la glucuronidase (GUS) ou de la B-galactosidase)
permet la localisation du lieu de synthése de 1’anticorps, mais éga-
lement le contrdle de I’expression du géne puisque Pintroduction
d’un géne au niveau du génome végétal n’assure pas sa transcrip-
tion (existence de parties du génome non transcrites, efficacité du
promoteur...) (Chinn et Comai, 1996).

Concemant les modifications post-traductionnelles indispensables a
Pacquisition de I’activité biologique des protéines recombinées
humaines, le contrdle de I’adressage des protéines vers les différents
compartiments est essentiel. Le transport des protéines dans et a tra-
vers ces compartiments est déterminé par des informations conte-
nues dans une séquence protéique, sous forme d’un peptide signal,
par exemple KDEL, (normalement éliminé au cours du processus de
maturation de la protéine), situé a ’extrémité N-terminale ou C-ter-
minale de la chaine polypeptidique, qui intervient sur les voies de
maturation post-traductionnelles et peut étre exploité dans le but
d’obtenir une protéine possédant une conformation la plus proche
possible de celle existant chez les mammiferes. Seulement, de par la
trés grande diversité interspécifique des voies de glycosylation, les
protéines glycosylées dans les cellules de levure, de plante ou d'in-
secte sont particulitrement immunogénes chez les mammiferes
(Smith, 1996 ; Pen, 1996 ; Conceicdo et Raikhel, 1996 ; Conrad et
Fiedler, 1998 ; Chrispells et Faye, 1996 ; Chrispells et Faye, 1998).

Depuis I’anticorps monoclonal 6D4 qui fut le premier anticorps
produit dans une plante, en I’occurrence le tabac (Hiatt et al., 1989),
de nombreux anticorps entiers et fragments d’anticorps ont ainsi été
produits dans des plantes transgéniques, travaux qui ont permis
d’apprécier les possibilités qu’offrent ce systéme au niveau des
applications potentielles : la protection de la plante vis-a-vis d’un
pathogéne (Smith, 1996 ; Taviadoraki et al., 1993 ; Franconi et al.,
1999), I’'immunothérapie humaine (Smith, 1996 ; Ma et al., 1995 ;
Zeitlin et al., 1998) avec notamment I’exemple de I’équipe de Ma
et ses collaborateurs qui ont obtenu la production d’une IgA dimé-
rique dirigée contre une protéine d’adhésion de Streprococcus
mutans dans le tabac qui pourrait étre utilisé en application locale
pour prévenir les caries dentaires (Ma e al., 1995).
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Le but de notre travail est donc I’expression de fragments d’anti-
corps de type scFv anti-cytokine humaine, IL-4 ou IL-6, dans
Nicotiana tabacum cv Xanthi. Les cytokines sont un groupe de
molécules produites par les leucocytes et qui sont impliquées dans
la transmission des signaux entre les cellules du syst¢me immuni-
taire. Elles se nomment interleukines (IL), interférons (INF), fac-
teurs nécrosant les tumeurs (TFN) et facteurs stimulant les colonies
(CSF) (Chomarat et al., 1998 ; Hirano, 1998).

L’IL-4 est une interleukine définie principalement comme étant un
facteur de prolifération des lymphocytes B. Cette molécule est
apparemment sécrétée par un nombre peu important de cellules de
type Th,. Les activités biologiques de I'TL-4 sont trés nombreuses
et variées en raison de nombreux récepteurs spécifiques sur presque
tous les types cellulaires. L’IL-4 augmente le volume des cellules B
au repos sans sécrétion d’ADN, induit ou modifie de fagon impor-
tante la différenciation des lymphocytes B et affecte 1a nature des
isotypes sécrétés. Elle inhibe également la prolifération des fibro-
blastes dans certaines conditions inflammatoires. Elle agit égale-
ment sur les cellules épithéliales du thymus et parfois sur les
hépatocytes. C’est une molécule qui intervient aussi dans des
domaines pathologiques et de ce fait peut avoir une implication
importante dans certains traitements comme les maladies inflam-
matoires avec un choc endotoxinique. Plus récemment, le role de
I'll-4 dans des processus allergiques a été mis en évidence d’oil un
caractére important dans le traitement de nombreuses infections
(Chomarat et al., 1998). ’

L’IL-6 est un médiateur du syst¢me immunitaire qui posséde un
large spectre d’activités biologiques. De nombreuses cellules sont
capables de synthétiser I’'IL-6 (macrophages, fibroblastes, cellules
endothéliales, kératinocytes, mastocytes, cellules T et de nom-
breuses cellules tumorales). Des taux sériques ou plasmatiques éle-
vés peuvent intervenir dans différentes maladies telles que les
maladies auto-immunes, les lymphomes, le sida, différentes patho-
logies inflammatoires ou aprés un rejet de greffe (Hirano, 1998).

Ces fragments d’anticorps scFv anti-cytokine, IL-4 ou IL-6, expri-
més dans Nicotiana tabacum seraient utilisés dans un test Elisa afin
de déterminer la concentration en cytokines dans les fluides corpo-
rels pour le diagnostic de nombreuses pathologies humaines.
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I Matériel et Méthodes

Construction de la souche
d’Agrobacterium tumefaciens

Les Anticorps monoclonaux anti-IL4 et anti-IL6 ont été produits
dans le laboratoire d’Ingénierie des anticorps a I'Institut Pasteur de
Paris, ainsi que les génes codant pour les fragments scFv anti-cyto-
kine (IL-4 ou IL-6). Ceux ci ont été clonés dans le plasmide pHEN1
permettant son expression chez E. coli (fig. 1). Puis, une digestion
enzymatique du plasmide pHENI1 a abouti a la libération du géne
codant pour le fragment scFv anti-cytokine.

scFv
RB A c-myc tag LB
g I BN o BT 7

1 Figure 1

Schéma du T-DNA ayant regu le géne correspondant

au scFv anti-cytokine,

RB : Extrémité droite ; R° : Géne sélectif de résistance ;

P : Promoteur ; scFv ; Fragment variable simple chaine ;
c-myc-tag : peptide tag ; T : Terminateur ; LB : Extrémité gauche.

Ensuite, le vecteur d’expression végétale pGEJAEL, foumi par le
laboratoire du Professeur Van Montagu (université de Gent,
Belgique) (De Jaeger er al, 1999), est également digéré par le
méme couple d’enzymes de restriction pour rendre possible I’inser-
tion du géne codant pour le fragment scFv (fig. 1). Par électropora-
tion, le plasmide est alors transféré dans une souche d’E. coli.

Puis, la transformation de la souche d’Agrobacterium tumefaciens
C58C1RifR (pGV2260) (Deblacre et al., 1985) a été réalisée en uti-
lisant la technique de conjugaison tri-parentale (fig. 2) (Walker-
peach et Velten, 1994). Deux souches d’Agrobacterium tumefaciens
C58CIRIifR (pGV2260) recombinantes ont ainsi été réalisées, cha-
cune possédant un geéne codant pour un fragment scFv anti IL-4 ou



P. EHsanI et al. — Expression de fragments scFv anti-cytokine par des vitroplants de tabac ¥ 433

IL-6. Seulement, I’ADN transmis a la plante, ne comprenant ni de
peptide signal dirigeant la production dans un organe particulier, ni
de géne rapporteur permettant la localisation de 1’expression du
transgéne au niveau de la plante entitre, le criblage des plantes
transformées sera donc nettement plus complexe.

E. coli E. coli A. tumefaciens
) f Mob \ ) (
—————— v
pHelper pHelpe! \_>
J L \_
I Figure 2

La conjugaison tri-parentale (utilisant les fonctions bom/mob).

Une représentation schématique des interactions entre souches

et plasmides lors de la conjugaison d'un plasmide dans Agrobacterium
dans une conjugaison tri-parentale basée sur le systéme bom/mob.

Le plasmide « helper » (pHelper) et un plasmide Mob basé sur un ColE1
(pMob) sont tout d’abord transférés dans une souche possédant

le plasmide avec le géne d'intérét (pVector), ce qui aboutit & l'obtention
d'une souche d'E. coli avec trois plasmides (au centre).

Le plasmide helper peut maintenant mobiliser le pVector (en utilisant

le produit Mob foumit en trans par pMob) vers Agrobacterium tumefaciens.
Le pVector sera stable & l'intérieur d'Agrobacterium uniquement

en cas de recombinaison homologue avec des séquences

contenues dans le plasmide Ti (Walkerpeach et Velten, 1994).

Pré-culture de la souche
d’Agrobacterium tumefaciens

Une pré-culture de la souche d’Agrobacterium tumefaciens recom-
binante C58CI1RifR (pGV2260) dans 30 ml de milieu YEB addi-
tionné de rifampicine (100 pg.ml!), de carbenicilline (100 pg.ml-1)
et de spectinomycine (100 pg.ml-!) est réalisée pendant 48 heures a
28 °C sous agitation.

Préparation des disques foliaires de tabac

Le tabac est trés souvent utilisé pour tester la faisabilité de produc-
tion d’une protéine recombinée humaine par une plante transgé-



434 v

Des modéles biologiques & I'amélioration des plantes

nique, car sa transfection par des plasmides apportés par Agrobac-
terium tumefaciens, puis sa régénération, sont parfaitement maitri-
sées (Horsch et al.,, 1988). De plus, une quantité suffisante de
biomasse de tabac transgénique, permettant de procéder rapidement
aux vérifications de conformité de ladite protéine produite, peut étre
obtenue trois & quatre mois apres la transformation.

Le matériel végétal utilisé est le tabac, Nicotiana tabacum, variété
Xanthi, maintenu en culture in vitro sur milieu MS possédant des
feuilles agées de plus de 6 semaines. A partir d"une feuille bien verte
de plus de cinq centimétres, des disques d’environ un centimétre de
diametre sont découpés a I’aide d’un emporte-piéce sur une feuille
de papier filtre. Ensuite, les disques foliaires sont placés a raison de
7 par boite, face inférieure de la feuille en contact avec le milieu de
culture favorable a la caulogénése MSc (MS avec 2 mg.l'! de BAP
et 1 mg.l'! de Zéatine). Les boites de Petri sont enfin scellées avec
du parafilm et placées pendant 48 heures dans une chambre de cul-
ture 4 24 °C avec une photopériode de 16 heures a 2 000 lux.

Transformation végétale
par Agrobacterium tumefaciens

La culture d’Agrobacterium tumefaciens est placée dans un tube
conique stérile de 50 ml pour permettre une centrifugation & 2 000 rpm
pendant 30 minutes. Ensuite, le surnageant est €liminé et remplacé par
un volume équivalent d’H,O0 distillée stérile.

La transformation végétale est réalisée par incubation de 60 secon-
des des disques foliaires de tabac dans la solution d’Agrobacterium
tumefaciens. Un transfert des disques foliaires sur papier filtre sté-
rile permet d’éliminer ’excédent de culture bactérienne. Puis, les
disques foliaires sont replacés sur le milieu MS¢ de pré-culture et
les boites de Petri scellées par du parafilm, D’infection
d’Agrobacterium tumefaciens étant améliorée en milieu humide, et
placées pendant 48 heures dans une chambre de culture a 24 °C
avec une photopériode de 16 heures 4 2 000 lux.
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Sélection des transformants

Deux jours apres la transformation végétale, les disques foliaires
sont transférés sur des boites de Petri contenant du milieu MSc,
(MS avec des antibiotiques : 200 mg.I'! de céfotaxine pour 1’éli-
mination d’Agrobacterium tumefaciens et 100 mg.l'! de kanamy-
cine pour la sélection des plantes transformées). Les boites de Petri
sont scellées et placées dans une chambre de culture 4 24 °C avec
une photopériode de 16 heures a 2 000 lux.

Régénération de la plante entiére
et micropropagation

A partir du 30¢ jour environ, I’organogenése somatique (production
de bourgeons adventifs) fait son apparition sous la forme de pousses
treés vertes sur le pourtour des disques foliaires. Aprés quelques
jours supplémentaires, les premieres feuilles sont apparentes et les
pousses les plus développées sont découpées a I’aide d’un scalpel et
placées sur un milieu MSg, favorisant la rhizogenése (MS avec
0,03 mg.1-'1 d’ ANA et des antibiotiques : 200 mg.1-! de céfotaxine et
100 mg.I-! de kanamycine, pour conserver la pression de sélection).

Apres une quinzaine de jours, la plante entiere est régénérée. Vient-
alors la phase de micropropagation, nécessaire pour obtenir suffi-

samment de matériel végétal pour les différents tests. La multipli-

cation végétative de la plante de tabac a partir de chaque entre-nceud

repiqué sur un milieu MS, (MS avec des antibiotiques : 200 mg.l-!

de céfotaxine et 100 mg.l-! de kanamycine, pour conserver la pres-

sion de sélection) permet de constituer un stock de vitroplants.

Extraction des protéines totales

Les échantillons (feuilles ou racines débarrassées du milieu de cul-
ture) sont pesés et découpés avec un scalpel, dans un mortier refroidi
24 °C. Puis, 10 ml d’azote liquide sont directement ajoutés pour bri-
ser les parois pectocellulosiques végétales. A I’aide du pilon, 1’échan-
tillon est réduit en fine poudre. Ensuite, le tampon d’extraction (Tris
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0,1 M pH 8, MgCl, 10 mM, Dithiothréitol 5 mM, PMSF 0,2 mM) est
ajouté en volume €quivalent 2 la masse de I’échantillon et la solution
verditre homogeéne, obtenue aprés quelques minutes supplémentaires
de broyage, est transférée dans des tubes Eppendorf de 1,5 ml. Une
centrifugation de 30 minutes & 15 000 rpm permet d’obtenir une solu-
tion transparente sans débris végétaux, qui est congelée 2 — 80 °C.

Criblage des plantes transformées

Par Enzyme Linked Inmuno-Sorbent Assay (Elisa)

Un premier criblage est réalisé par test Elisa « sandwich » pour
déterminer le nombre de plantes transformées qui produisent le
fragment d’anticorps. Pour commencer, la microplaque est « coa-
tée » pendant une nuit & 4°C avec 100 pl d’une solution d’anticorps
monoclonal anti-cytokine humaine (anti-IL-4 (Boehringer) a
4 pg.ml-! ou anti-IL-6 (Pharmingen) 2 2 pg.ml-! dans du PBS 1X).
Apres 6 lavages au PBS-Tween et saturation des puits avec du PGT
pendant 30 minutes a 37 °C, 100 pl d’interleukines (IL-4 ou IL-6
4 100 pg.ml'! dans du PGT) sont ajoutés dans chaque puits pour
2 heures 4 37 °C. Aprés 6 lavages au PBS-Tween, 100 ul des diffé-
rents extraits protéiques végétaux sont déposés dans les puits de la
microplaque pour une incubation de 2 heures & 37 °C. Aprés
6 lavages au PBS-Tween, 100 ul d’un anticorps polyclonal de lapin
anti-c-myc (Santa Cruz Biotechnology) (0,2 pg.ml-! dans du PGT)
sont ajoutés pour une heure a 37 °C. Aprés 6 nouveaux lavages au
PBS-Tween, 100 pl d’anticorps anti-Ig (H + L) de lapin couplés 2
la peroxydase (1 pg.ml-! dans du PGT) sont déposés pour une heure
d’incubation & 37 °C. Apres 6 lavages au PBS-Tween, le substrat de
la péroydase, I’OPD, permet enfin la révélation du test Elisa. Aprés
I’addition de 50 ul d’'HC1 3 N pour stopper la réaction, la micro-
plaque est lue a 405 nm par le spectrométre Dynatech MR5000
(Dynex).

Par immuno-transfert (Western Blot)

L’ Immuno-transfert (Western-Blot) est utilisé aprés une électropho-
rese SDS-Page 4 15 %. Les protéines (entre 20 et 30 ug) sont
ensuite transférées sur une membrane de type nitrocellulose.
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La membrane de nitrocellulose est alors saturée dans du PBS avec
3 % de BSA pendant une nuit. Puis, la membrane est mise en contact
avec un anticorps monoclonal anti-c-myc (Santa Cruz Biotech-
nology) (0,2 pg.ml-1 dans du T-TBS). La membrane est lavée 3 fois
pendant 10 minutes dans du T-TBS. Des anticorps anti-Ig (H + L)
couplés a la phosphatase alcaline (1 pg.ml-! dans du T-TBS), sont
ajoutés et laissés une heure. Aprés 3 lavages de 10 minutes au
T-TBS, le substrat, une solution de BCIP (5-Bromo-4-Chloro-
IndolylPhosphate), est mis en contact avec la membrane de nitro-
cellulose afin de permettre la visualisation des fragments d’anticorps
scFv anti-cytokine sous la forme d’une bande 4 environ 30 kDa.

l Résultats

La transformation végétale par une souche d’Agrobacterium tume-
faciens recombinante a été réalisée pendant une minute sur des
disques foliaires mis en pré-culture sur milien MSc deux jours
auparavant (fig. 3) : 129 disques foliaires pour le scFv anti-1L-4,
122 disques foliaires pour le scFv anti-IL-6 et 24 disques foliaires
pour le plasmide pGEJAEL. Celles-ci sont alors repiquées sur un
milieu MSg, favorisant la rhizogengse et conservant la pression de
sélection puis sur milieu MS 5. Aprés les différentes étapes de trans-
formation, 68 plantules transformées « anti-IL-4 », 131 plantules
« anti-IL-6 » et 2 plantules transformées « pGEJAE]1 » ont été obte-
nues (fig. 3). Puis, ces plantules de Nicotiana tabacum ont été répli-
quées pour permettre leur sauvegarde mais également leur criblage
en Elisa et en immuno-transfert.

Caractéristiques physiologiques
des vitroplants transformés

L’ observation des vitroplants transformés obtenus montre une accé-
lération de la sénescence foliaire et une dégradation des protéines
(tabl. 1).
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1 Figure 3
Régénération d'une plantule entiere
de Nicotiana tabacum apres
transformation par une souche
d'Agrobacterium tumefaciens.

(a. Disques foliaires de tabac

en pré-culture, b. Début de
'organogenése sur des disques
foliaires de tabac, 4 semaines aprés
la transformation par Agrobacterium
tumefaciens, c¢. Plantule de tabac
régénérée a partir d'un disque
foliaire, 8 semaines aprés

la transformation par

Agrobacterium tumefaciens).

ug de protéines | Pourcentage de protéines solubles
solubles totales/g totales par comparaison avec
de matiére fraiche la plantule non transformée
Plantule non transformée 3800 100 %
Plantes IL-4 (5 clones) 1970 52 %
Plantes IL-6 (5 clones) 2080 55 %

I Tableau 1
quantification des protéines solubles totales de vitroplants
de Nicotiana tabacum &gés de 45 jours.

En effet, il apparait que la quantité de protéines solubles totales de
vitroplants transformés est environ inférieure de moitié a celle
d’une plantule non transformée.

De plus, les plantules de Nicotiana tabacum transformées, mises
dans des conditions de culture in vitro, expriment une floraison
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hative. Les plantes acclimatées dans les serres manifestent les
mémes comportements c’est-a-dire un vieillissement accéléré des
feuilles et une floraison active, 3 semaines en serres contre 8
semaines pour la plante non transformée (fig. 4).

e TN

Lu_e Témoin L4

I Figure 4
Vieillissement accéléré des feuilles et floraison active.

a- Vitroplant de tabac transformée.

b- Plants de tabac transgéniques aprés 3 semaines en serre.

Caractérisation biochimique des transformants

Le criblage des plantules transformées obtenues a été de deux types.
Tout d’abord, un test Elisa a été mis au point de maniere a détecter
les scFv anti-cytokine humaine produits par les plantes de tabac.
Ainsi, des tests Elisa réalisés sur 50 plantules, 25 plantules « anti-
IL-4 » et 25 plantules « anti-1L-6 », ont permis de mettre en évi-
dence la présence, dans cette population, de 2 plantules produisant
I’anti-IL.-4, soit 8 % et 19 plantules produisant I’anti-IL-6, soit
76 %. D’autres plantules de tabac expriment également le scFv anti-
cytokine mais en plus faible proportion. Les plantules transformées
par le plasmide pGEJAET1 vide ne produisent pas de fragment d’an-
ticorps anti-cytokine.
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Des immuno-transferts ont aussi été effectués sur 16 plantules de
tabac, 8 plantules « anti-IL-6 » (1, 2, 3 et 4) et 8 plantules
« anti-IL-4 » (5, 6, 7 et 8) (fig. 5). Pour ces plantules, I'immuno-
transfert présente une double bande aux environs de 30 kDa, taille
correspondant & celle du fragment d’anticorps de type scFv anti-
cytokine humaine attendue, contrairement a la plantule de tabac non
transformée qui n’en possede qu’une.

kDa
475

32,5
25
16,5
6.5

I Figure 5

Immuno-empreintes des extraits protéiques foliaires
des différents clones de tabac.

Les fragments scFv ont été détectés

avec I'anticorps monoclonal anti-c-myc.

T : Tabac non transformé ;

1,2,3,et4:clones IL-6 ;

5,6,7,et8:clones IL-4.

Sur toutes ces plantes, seuls les 8 clones (B, C, D, E, F, G, H, I) pro-
duisant la quantité la plus élevée de fragments d’anticorps anti-
cytokine ont ét€ conservés et multipliés par micropropagation, afin
de pouvoir les étudier plus en détail (tabl. 2).

Afin de rechercher la localisation préférentielle des anticorps au
sein de la plante entiére, nous avons, sur les clones IL-6, comparé
P’expression au niveau des feuilles et des racines. L' immuno-blot
révele bien une accumulation beaucoup plus importante des frag-
ments d’anticorps de type anti IL-6 dans les racines que dans les
feuilles (fig. 6).
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c Quantité de
N° Clones C:tnes :tnes protéines
-4 -6 (mg.g-' de MF)
A Témoin nop 38
transformé
B 1388 1.5
C 141B 1,93
D 141E 1,94
E 223G 2,49
F 103A 1,78
G 1118 2,8
H 122A 2,3
| 126A 1,45
| Tableau 2

Analyse des vitroplants de Nicotiana tabacum
possédant le taux d'expression le plus élevé.
Masse de matiére fraiche (MF).

KDr gy © F R F R F R
50 |

35 ' .
29" e £

2 iy
I Figure 6
Immuno-empreintes des extraits protéiques foliaires et racinaires

des vitroplants de tabac transgéniques (3 clones anti IL-6).
T : Tabac non transformé ; F : feuilles ; R : racines.

| Discussion et perspectives

L.e nombre de plantules de tabac anti I[.-4 est & peu pres 10 fois
moins important que celles produisant des anti IL-6. De plus, nous
avons remarqué des différences morphologiques : une certaine fra-
gilité, une coloration jaune des feuilles des plantules anti-1L-4.



42V

Des modéles biologiques a I'amélioration des plantes

Ainsi, ces observations laisseraient penser que le scFv anti-IL-4
pourrait se fixer 4 une ou plusieurs molécules végétales interférant
alors sur le métabolisme général de la plante. Cette hypotheése
semble corroborer le fait que le processus de floraison est hatif chez
les plantules de Nicotiana tabacum transformées.

Les tests Elisa ainsi que les immuno-transferts effectués démontrent
que les fragments d’anticorps de type scFv anti-cytokine, IL-4 ou
IL-6, sont dans une conformation correcte mais produits en faible
proportion. Nos résultats encore préliminaires, utilisant par western
blot une gamme étalon de scFv purifi€s, semblent indiquer, que les
anticorps produits par les plantes représentent 4 peu pres 1 % des
protéines solubles totales. Cette estimation est en accord avec les
résultats déja obtenus dans ce domaine par de nombreuses équipes,
ayant estimé la quantité de molécules d’anticorps exprimées de
I’ordre de 1 4 2 % (Conrad et Fiedler, 1998 ; Hiatt et al., 1989 ; Ma
et al., 1995). En ce qui concerne nos résultats spécifiques sur les
anticorps dirigés contre des cytokines, le fait d’avoir observé une
forte accumulation dans les racines laisse présager un pourcentage
d’expression dépassant les estimations précédemment citées.

De plus, nous sommes en train de réaliser la purification par chro-
matographie d’affinité des scFv anti-cytokine, IL-4 ou IL-6, pré-
sents dans les extraits végétaux. Ceci pourrait permettre d’étudier
plus en détails 1a modulation des activités biologiques des interleu-
kines par ces anticorps.

Dans le méme temps, la réalisation d’une souche d’Agrobacterium
tumefaciens possédant un plasmide ayant intégré la séquence
KDEL pourrait permettre d’augmenter de fagon significative 1a pro-
duction de scFv au niveau du cytosol des cellules végétales
(Conceigdo et Raikhel, 1996 ; Conrad et Fiedler, 1998 ; Chrispells
et Faye, 1996 ; Chrispells et Faye, 1998).

Enfin, deux autres espéces végétales sont en cours de transforma-
tion par les souches d’Agrobacterium tumefaciens recombinantes :
la pomme de terre, Solanum tuberosum, et I’aubergine, Solanum
melongena, pour lesquelles 1a régénération d’une plante enti¢re est
plus longue que pour le tabac. Alors, une comparaison de la pro-
duction de scFv anti-cytokine, IL-4 ou IL-6, entre ces différentes
especes pourrait s’avérer particulierement intéressante.
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