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ABREV IATIONS

ALS : autoincompatibilité sporophytique
AIG : autoincompatibilité gamétophytique
ATP : adénosine tri-phosphate

GSL : glycosphingolipides

Cer : céramide

MGCer : monoglycosylcéramide

DGCer : diglycosylcéramide

TGCer s triglycosylcéramide
TRGCer : tétraglycosylcéramide

TSH ¢ hormone thyréotrope

HCG : hormone gonadotrophine chorionique
LH : hormone lutéinisante

FSH : hormone folliculo-stimulante
cAMP : adénosine monophosphate cyclique
cGMP : guanosine monophosphate cyclique
GM1 : monosialoganglioside

Gle : disialoganglioside

GT : trisialoganglioside

ConA : concanavaline A

SL : sulfolipide

PE : phosphatidyléthanolamine

PC : phosphatidylcholine

PS : phosphatidylsérine

Pl : phosphatidylinositol

c : cholestérol

PL : phospholipides

GCL : glycérolipides

'HPLC : chromatographie liquide & haute pression
GLC : chromatographie en phase gazeuse
BLC : base & longue chaine

CcCM : chromatographie en couche mince
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INTRODUCTION



Le choix et la sélection des gamétes susceptibles de réaliser
la fécondation sont des avantages acguis et perfectionnés par les
végétaux au cours de l'évolution. Cette capacité de reconnaissance et
de rejet assure le maintien de la stabilité de l'espéce, en défavorisant
les croisements trop éloignés,et l'installation d'un degré raisconnable
de variabilité génétique au sein de l'espéce en empéchant les croisements

trop proches.

Comme la plupart des plantes (95%) sont hermaphrodites et pro-
duisent simultanément des gamétes madles et femelles, le succés de la
reproduction sexuée et le maintien d'un certain degré d'hétérozygotie
au sein de l'espéce reposent essentiellement sur l'installation de
mécanismes permettant la sélection des gamétes. lLes systémes de repro-
duction chez les végétaux sont donc programmés pour conférer, aprés
sélection, aux gamétes non génetigquement identigues un avantage dans
le processus de fertilisation. C'est le phénoméne "d'auto-rejet" gui
module la fécondation intraspécifique et gui se superpose au systéme

plus large défavorisant la fécondation interspécifigue.

Jusqu'd ce jour, le processus de sélection des gamétes compatibles
est mal défini ; il repose sur une discrimination sei - non soli {(self -
non self des anglo-saxons). Cette distinction fait partie d'un processus
plus vaste : celui de la reconnaissance bioclogigue qui permet l'inte-
raction entre les organismes et entre leurs composants tissulaires ou

cellulaires.

- Les modalités de reconnaissance et de rejet des gamétes impropres

4 la fertilisation varient selon les plantes et leur degré d'évolution.



FIGURE 1

PROCESSUS NORMAL DE FERTILISATION

polien

O "—'\\ POLLINISATION

PHASE PROGAMIQUE
1 réception du poilen sur la papille stigmatique
2 hydratation du pollen

3 activation des synthéses dans e poilen
4 germination

5 pénétration dans la pepille stigmatique

6 croissance du tube pollinique dens les tissus stylaires

PHASE SYNGAMIQUE
7 pénétration dans e sac embryonnaire
fusion et fertilisation




Ainsi chez les cryptogames, et en particulier chez les chlamy-
domonas, les gamétes midles sont libérés directement dans le milieu
agqueux et ont directement accés aux gamétes femelles. La reconnaissance
et le rejet du partenaire méle est & la compléte discrétion du gaméte
femelle ; aucune autre cellule ni aucun tissu n'intervient dans
ce processus. La premiére étape de la fertilisation chez chlamydomonas
débute par un contact direct entre les deux gamétes au niveau de leurs
membranes., L'identification des gamétes compatibles se fait apparemment

par une réaction identigque & celle que l'on rencontre au cours des

processus de reconnaissance entre cellules animales.

Chez les gymnospermes, le gamétophyte femelle est enfermé & 1l'in-
térieur d'un tissu sporophytique (le nucelle). Le grain de pollen doit
émettre un tube pollinique afin de libérer les gamétes méles non loin
de l'oeuf. Une intéraction entre le tube pollinigue haploide et le

tissu sporophytigue diploide (bien gque restreint & guelques couches

cellulaires) est obligatoire.

Les événements conduisant & la fertilisation chez les plantes
supérieures sont trés complexes. Au cours de l'évolution, l'ovule s'est
enfermé dans le pistil, l'oeuf haploide se trouve & l'intérieur du sac
embryonnaire et repose dans le tissu sporophytigue (diploide) du pistil.
Le grain de pollen (gamétophyte mdle) contenant les gamétes méles doit
donc germer en un tube pollinique gui assurera le transport des deux
gamétes jusgu'ad l'ovule. Dans la plupart des cas, le tube pollinique
doit traverser la cuticule de la papille stigmatique puis le tissu
conducteur stylaire avant d'entrer dans le sac embryonnaire ol é'ef-

fectue la double fertilisation caractéristigque des plantes & fleurs

(Figure n®l).



Le contrdle de la reproduction s'effectue par une régulation de 1la
croissance du tube pollinique ; en effet la réaction d'auto-rejet se
traduit par l'inhibition de la germination et/ou de la progression du

tube pollinique dans le pistil.

La conségquence directe de 1l'évolution de la structure florale
est l'élaboration d;une série d'intéractions entre le gamétophyte mé&le
et le sporophyte femelle, ainsi que le transfert de la fonction de
reconnaissance et d'auto-rejet de l'oeuf aux tissus sporophytigues du
pistil. Ce dernier a donc di développer des mécanismes pour sélec-
tionner et permettre aux gamétes appropriés d'entrer dans le sac
embryonnaire. L'installation d'un systéme d'autoincompatibilité et
le transfert de la fonction de reconnaissance et d'auto-rejet du gaméte
femelle aux tissus sporophytiqgues du pistil est probablement la cause

la plus importante de l'incomparable développement des angiospermes

au cours de l'évolution.

L'autcincompatibilité est trés répandue chez les anglospermes
puisqu'on la retrouve dans plus de 3000 espéces, ﬁppartenant & 350
genres distribués dans 70 familles (GAGNIEU -84-, BREWBAKER -30~,
LINSKENS et KROH -179-, LINSKENS -183-). Il n'est donc pas surprenant
de ren&ontrer divers systémes de reconnaissance et diverses manifes-
tations de l'autoincompatibilité. Cependant tous les systémes autoin-
compatibles sont basés sur le fait gue l'identité entre le génotype du
pollen et celui du pistil pour le (ou les) caractére(s) qui coniréle(nt)
la réaction d'incompatibilité, conduit & l'impossibilité .Je produire
un zygote : ceci impligue la participation du pollen et des consti=-

tuants du pistil dans la réaction de rejet de ce gui est reconnu comme

semblable & soi.



Les interactions pollen - pistil sont donc d'une importance
capitale dans la biologie de la reproduction. Elles impligquent une
étape de reconnaissance et l'installation de coopérations métaboligques
gqui éont soumises & des mécanismes rigoureux de contrbéle génétique
strictement définis. La participation de molécules transmettant ou
décodant un message est indispensable. Pour assurer ces deux fonctions,
les macromolécules doivent non seulement &tre situées en surface, mais
également posséder un pouvoir informatif gui se trouve généralement
localisé dans la séguence en acides aminés des protéines et/ou dans
la séquence osidique des glycoconjugués (glycoprotéine - glycolipide).
Dans certains cas, la surface cellulaire, composée chez les végétaux
d'une membrane plasmique entourée Ad'une paroi épaisse de nature poly-
saccharidique, pourra servir de barriére et empécher toutes communi-
cations entre pollen et pistil ; dans d'autres cas elle sera le siége

de réactions de reconnaissance positives indispensables & l'installation

de coopérations métaboligques.

L'objectif de notre travail a été d'analyser dans les organes
floraux lors de l'autoincompatibilité de fécondation, les pro&essus
déclenchés aprés l'étape de reconnaissance et induisant une vague de
perturbations métaboliques aboutissant & l'arrét de la croissance du

tube pollinique.

Nous nous sommes attaché plus précisément & l'étude de la struc-
ture et de 1l'évolution des composants membranaires et tout particulieé-
rement & l'analyse de la matrice lipidigue afin de répondre aux gquestions

suivantes



1) 1'auvtofécondation est-elle liée aux perturbations de diverses
propriétés membranaires telles que réception, discrimination et trans-~
mission de signaux biologiques en relation avec les fonctions de per-
méabilité et d'amplification qui leurs sont propres ?

2) si un contrééle membranaire existe, quelles classes de lipides

y jouent un rSle et lequel ?

Afin de préciser l'évolution de la perméabilité membranaire, nous
avons également entrepris l'étude des ATPases liées au transport des

ions sodium et potassium.

L'étude de ces divers points nous & conduit & utiliser un certain

nombre de technigues gui sont reportées dans l'appendice technigue.

Avant d'exposer nos résultats sur l'autoincompatibilité de fécon-
dation, il nous a semblé important, aprés un bref rappel sur les divers
systémes d'incompatibilité, de définir la reconnaissance cellulaire en

détail.

Nous envisagerons donc dan§ un premier temps les modalités de la
reconnaissance cellulaire dans les cellules animales, puisque la majo-
rité des travaux y ont trait, puis par extension nous définirons l'as-
pect moléculaire de cette m@me reconnaissance cellulaire chez les
plantes. Le paralléle entre les modalités de la discrimination soi-
non soi dans le régne animal et végétal nous a permis de définir une
hypothése de travail impligquant un contrfle de l'autoincompatibilité
par les glycolipides. Dans la seconde partie nous exposerons le résultat
de nos recherches gui ont débuté dans le laboratoire du Professeur

COUSTAUT en octobre 1975.
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CHAPITRE 1

LES SYSTEMES D'AUTOINCOMPATIBILITE DE FECONDATION

I -~ INTRODUCTION

Il existe deux grands systémes de contrdle de la reproduction
chez les plantes, destinés : le premier & inhiber le succés d'une
pollinisation entre espéces végétales trop éloignées (c'est l1l'incom-
patibilité interspécifique) ; le second & assurer un certain degré
d'hétérozygotie.

La reproduction sexuée chez les plantes & fleurs favorise une
pollinisation sélective suivie d'une fertilisation sélective (LEWIS
-173-).

La pollinisation sélective doit assurer un transport‘suffisant
du pollen provenant de la "bonne" espéce par l'intermédiaire de
divers agents (vent ou eau, insectes ou animaux). La pollinisation
sélective repose le plus souvent sur la forme, la taille, les carac-
téres de surface et l'insertion des organes méles et femelles sur
les piéces florales ou sur le réceptacle.

La fertilisation sélective doit pour sa part assurer le maintien
d'un degré important d'hétérozygotie en réduisant le succés de 1l'au-
topollinisation. Elle suppose la mise en place d'un systéme contra-
ceptif n'entrainant aucune perte de fertilité ni pour le pollen ni
pour l'ovule. C'est l'autoincompatibilité de fécondation. Ce terme
a été proposé par STOUT -289- et défini par MATHER ~196- comnme
"l'incapacité pour des gamétes midles et femelles & réaliser la fé-
condation aprés pollinisation, alors que chacun d'eux est capable
de l'accomplir aprés union avec d'autres gamétes issus de plantes
de la méme espéce, suivant un broisement ou une pollinisation se

réalisant dans les mémes conditions*“.



Les systémes d'autoincompatibilité ou d'incompatibilité intra-
spécificue privilégient les croisements impliquant des gamétes pro-
venant de la méme espéce, mais d'individus différents.

) Lf'incompatibilité de fécondation intraspécifique a été subdivisée,
généralement selon des critéres morphologiques et génétigues, en un
systéme hétéromorphigque et un systéme homomorphigue. Comme scn nom
l'indique l'incompatibilité hétéromorphique repose sur des différences
structurales importantes au niveau du pistil et du pollen des espéces
infertiles. Par contre, les plantes & incompatibilité homomorphigue
ne représentent aucune différence dans leur morphologie florale et
assurent le maintien de 1l'hétérozygotie uniquement par la mise en

jeu d'un contrSle génétigue au niveau macromoléculaire (HESLOP-

BARRISON =-113-).

II - INCOMPATIBILITE DE FECONDATION EETEROMORPHIQUE

L'incompatibilité de fécondation hétéromorphique a été enre-
gistrée dans 23 familles de 13! genres (LEWIS «173~). Ces familles
se répartissent & travers tout le régne végétal.

Les caractéres morphologigques contrdlant ce type d{incompati—
bilité ont été répertoriés (De NETTANCOURT -225-). Pour le pollen,
ce sont le plus souvent ; la forme, la tajille, les sculptures et la
composition de la paroci, mais également la position du pollen par
rapport au stigmate. Celle-ci est déterminée par la longueur ou par
le point d'insertion de l'anthére dans la corolle. La forme, les
sculptures de la surface de la papille stigmatique peuvent également
intervenir ainsi que la longueur du style.

Les diverses espéces hétéromorphes ne possédent pas toujours

l'ensemble de ces caractéres & l'exception de Limonium<mayené ol



tous ces divers facteurs se combinent afin de réaliser un grand

nombre de types intercompatibles (LEWIS -173-).

III - INCOMPATIBILITE DE FECONDATION HOMOMORPHIQUE

L'incompatibilité homomorphique est nettement plus répandue
que l'hétéromorphie et se rencontre dans & peu prés la moitié des

familles de plantes & fleurs. Il semble que ce soit le mode le plus
efficace de reproduction croisée.

Comme son nom l'indique, aucune différence morphologigue ne
permet la distinction entre les différentes plantes. Cette incom-
patibilité est basée uniquement sur le multiallelisme d'un géne
contrdlant l'incompatibilité de fécondation. En effet, depuis les
.travaux de CORRENS -51-, EAST -69-70-, EAST et al. -68~, on sait
gue le contrdle de la fécondaticn est due & la présence d'un géne
d'incompatibilité S dont la transmission héréditaire s'effectue
selon un mécanisme mendélien. Deux systémes homomorphiques ont été
identifiés : l'un & détermination gamétophytigque (AIG), 1l'autre &
déterminatiop sporophytique (AIS). Ce sont ces deux systémes gue

nous présentons ci-aprés.

2 - DETERMINISME GENETIQUE DES SYSTEMES D'INCOMPATIBILITE
a) Bdutoincompatibilité gamétophytique de fécondation

Dans le cas de l'autoincompatibilité gamétophytigue de fécon-
dation (AIG) c'est le génotype du pollen {(gamétophyte issu de la méiose)
gui détermine & lui seul la compatibilité ou l'incompatibilité de
fécondation (LINDER -175-, De NETTANCOURT =-225-, LUNDQUIST -189-).

Une plante de génotype §; S3 par exemple donnera, aprés

méiose, une population de microspores composée par moitié d'individus
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51 et d'individus S3. Le tube polliniqgue 51 ne pourra traverser le
style d'une plante de génotype Sy §¢ ni méme de génotype 5y 8, -
Par contre une plante s1 52 ne refusera pas le passage du tube

pollinique S3.

b) Autoincompatibilité sporophytique de fécondation (AIS)

R e R e R e R S e R T e M B R Em R B TS Te R BT Eana

Le second cas 4'autoincompatibilité homomorphique est dit
sporophytique car c'est le génotype du sporophyte inscrit globalement
dans le cytoplasme et la parci de chague grain de pollen gui contrdle
son comportement (son phénotype incompatible).

La distinction AIS-AIG est facilitée par le fait gu'il existe une
correspondance remarquable entre l'autoincompatibilité et certaines
caractéristiques telles que : cytologie du pollen ou du stigmate,
localisation de la réaction de rejet du gaméte incompatible, stade
de détermination et enfin nombre de loci et de séries polyalléliques

pour le ou les génes contrdlant la réaction d'incompatibilité.

B -« RAPPEL SUCCINCT DES PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DE CES
DEUX SYSTEMES D'INCOMPATIBILITE
a) Cytologie du pollen et incompatibilité
g Ry

BREWBAKER ~29- a montré qu'il existe un certain nombre de cor-
rélations entre le type gamétophytique ou sporophytigue d'autoincompa-
tibilité et les caractéristiques cytologiques du grain de pollen. Deux
types de pollen sont connus : binucléé et trinucléé en fonction du
moment de la seconde mitose pollinigue :

- le pollen binucléé posséde un noyau végétatif et un noyau

reproducteur. Celui-ci en se divisant au cours de la croissance du

tube pollinique donne deux gamétes miles.



- Dans le cas d'un pollen trinucléé, la division du noyau
reproducteur a déja eu lieu dans l'anthére ; il posséde donc un
ﬂoyau végétatif et deux gamétes méles.

Les systémes AIS appartiennent exclusivement aux plantes &
pollen trinucléé tandis que les systémes AIG ne faisant intervenir
gu'un seul géne d'incompatibilité sont rencontrés exclusivement dans
les familles possédant des grains de pollen binucléé. Il faut remargquer
que certains systémes AIG faisant intervenir plusieurs génes d'in-
compatibilité peuvent correspondre avec la présence de pollen

trinucléé.

b) Surface stigmatigue et incompatibilité
R e S e R B e T TS e S R e e B T E

De nombreux auteurs ont analysé la corrélation qui existe
entre l'aspect de la surface stigmatique et les divers systémes
d'autocincompatibilité (KONAR-LINSKENS -151-, DICKINSON-LAWSON -64-,
HESLOP HARRISON et coll. ~-112-). La classification des stigmates
s'appuie sur l'existence et la nature d'une sécrétion gui recouvre
les papilles. En effet, schématiguement on distihgue des stigmates
Asécréteurs et des stigmates non sécréteurs (HESLOP HARRISON et coll.
-114 -).

Les papilles des stigmates sécréteurs des plantes & AIG sont
recouvertes d'une sécrétion abondante de nature essentiellement
lipidigue (LABARCA et coll. ~157-). Elle constitue un milieu favorable
& la capture et & la germination du pollen. Par contre, les stigmates
des espéces & AIS sont non sécréteurs ; leurs papilles ne sont
plus recouvertes d'une sécrétion liquide mais par une pellicule hydra-
tée (MATTSON et coll. -197-) gqui, selon ROBERTS et coll. =-253-, doit
étre considérée comme une couche visgueuse ou encore comme une

mosaigue fluide de nature protéigue ".



c) Localisation de la réaction de rejet et d'incompatibiliteé
e E e EeE e e T eSS eE e SR e e e e e e R e R e R e R e T e E e T e E T - -

La localisation de la réaction d'auto-rejet, c'est-d-dire
d'inhibition de la croissance du tube pollinigque peut avoir lieu dans
différentes parties du pistil et & des moments variables de la phase
progamigue. Une classification a été proposée par LINSKENS -181- et
PANDEY -239- ; elle rend compte de la position de ces barriéres &
la germination et & la croissance du tube pollinigue.

L'inhibition stigmatique caractérise les plantes & AIS. En
effet, la réaction d'auto~-rejet y est exclusivement localisée au
niveau de la papille stigmatique : 95% des grains de pollen incom-
patibles ne germent pas ; les rares tubes pollinigues émis sont
toujours trés courts, déformés, recroguevillés. Ils ne pénétrent’
jamais dans la paroi de la cellule stigmatique (ROGGEN =-254-,
OCKENDON -236-~), et leur partie apicale est obstruée par un bouchon
de callcese.

L'inhibition stylaire caractérise les plantes 38 AIG. Le tube
pocllinique issu de la germination du pollen incampatible.traverse
le stigmate et pénétre dans le style. Le blocage de la cro;ssance du
tube peut se réaliser dés l'entrée dans le style (ex. Oénothe&a) ou
plus bas (ex. Pelundia). Le tube pollinigque incompatible présente
des parois épaissies et l'arrét de sa croissance coincide avec la
formation 3 son extrémité d'un dépdt de callose et l'inhibition de
la mitose (GAGNIEU =-25-).

Il existe enfin un troisiéme site d'inhibition : l'ovaire. Le
tube pollinigue incompatible atteint le sac embryonnaire mais 1la
libération des gamétes n'est pas suivie de syngamie. La détermination
de ce type d'incompatibilité serait & la fois gamétophvtigue et

sporophytique (COPE -50-).



d) Stades de détermination et incompatibilité
By

La détermination du phénotype incompatible du pistil coincide
avec l'ouverture de la fleur. Avant et aprés ce stade les pistils
des plantes incompatibles peuvent guelque fbis accepter l'auto-pollen.

Le moment ol le gamétophyte mdle regoit l'information nécessaire
4 la détermination de son phénotype incompatible varie, il est en
relation avec le déterminisme de l'autoincompatibilité : BREWBAKER
-29-30- estime que le stade de détermination du phénotype incompatible
du grain de pollen se situe & la deuxié&me mitose pollinique et inter-

vient dans les microspores pour les espéces & pollen trinucléé et

dans le tube pollinique pour les espéces & pollen binucléé.

e) Récapitulation de la classification des systémes

EE - -3 8 For- o FoR R o e e R L £ BT T LT L TN T L8 N e ey

d'autoincompatibilité
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De NETTANCOURT =-225- a résumé de maniére trés synoptique (figure
n® 2) les principales caractéristiques des systémes autoincompatibles.

Ce schéma fait apparaitre l'existence d'un ou deux loci, la
localisation de la réaction de rejet, la cytologie du pollen, son
stade de détermination, la présence ou 1l'absence de séries polyal-
léligues, 1l'association avec des caractéres morphologigues.

Une corrélation trés importante, non indiquée par ce schéma, est
l1'état du stigmate sécréteur (ou non) en association avec la déter-
mination de l'autoincompatibilifé.

Il existe un trés grand nombre de revues générales précisant
le contrdle génétique, l'ultrastructure et la physiologie des sys~-
témes autoincompatibles (SEARS -271-, LEWIS -171-, ARASU -9-, ROSEN
-260-, LUNDQUIST -189-, TOWNSEND -294-, De NETTANCOURT -223-225-,
VASIL -304-, BREWBAKER ~29~-, HESLOP HARRISON -113-, LINSKENS -183-,

BRIS et coll. =-35-).



FIGURE 2

CLASSIFICATION DES SYSTEMES D'AUTO-INCOMPATIBILITE
SELON DE NETTANCOURT (1972)
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Nous ne rentrerons guére plus dans les détails de la définition
des systémes autoincompatibles pour envisager plus précisément la
nature des intéractions pollen/pistil dont l'importance est capi-

tale dans la biologie de la reproduction.

C - NATURE DES INTERACTIONS DANS LES SYSTEMES AUTOINCOMPATIBLES

Nous limiterons notre étude aux systémes homomorphigues d'in-
compatiblité de fécondation. Comme nous l'avons vu, lfautoincompa-
tibilité n'est pas liée & une incapacité des gémétes & accomplir la
fécondation mais & des mécanismes physiologiques strictement con-
tr8lés par des génes d'incompatibilité bien déterminés.

Selon.HESLOP HARRISON -113;;‘la définition des barriéres qui
limitent la fertilisation s'effectue au cours des phases progamigue
et syngamiqgue. Les divers niveaux d'interaction pollen - pistil sont
résumés tableau n® 1 . RAinsi au cours de la phase progamique (stades
& 5) des interactions se réalisent entre le gamétophyte mile et le
sporophyte femelle, il faut attendre la phase syngamigue pbur gque se
manifeste une interaction directe entre les deux gaﬁétophytes.

Du c&6té femelle, le contrdle de l'autoincompatibilité dépendra
en partie du sporophyte puis du gamétophyée. Par contre, cSté nmiéle,
ce mé&me contrble sera uniguement soumis au gamétophyte haplolde.
Ainsi les matériaux transportés par le grain de pollen assurent le
contrdle parental en AIS.

Longtemps considérée comme un phénoméne unidque, deﬁx phases
ont été distinguées dans la réaction d'incompatibilité aprés la
présentation du modéle de LEWIS ~172- :

- une premiére phase de reconnaissance contrdlée par le géne

d'incompatibilité,
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TABLEAU 1

DEFINITION DES INTERACTIONS DANS LES SYSTEMES AUTOINCOMPATIBLES (HESLOP-HARRISON. 1976)

PHASES PRINCIPALES ETAPES BARRIERE SYSTEME NIVEAU D'INTERACTIONS NATURE DES INTERACTIONS
PHASE |
pofllinisation
PHASE 1} capture X ) o surface stigmatique Interaction avec ls sporophyte
progamiqua 2) hydratation x AlS femelte diploide
3) germination x surface stigmatique et
4) pénétration du tube » papilles sous-jacentes
poltinique
B) crolssance du tube x AlG tissu conducteur stylalre
pollinique
PHASE 1l 6) pénétration dans le x AlS sac embryonnaire Interaction avec leo gamétophyte
syngamique gamétophyte femelle + femetle
et fusion AlG




- suivie par l'installation de la réaction de rejet.

Un grand pas a €té franchi par BURNET -36- gui, comparant la
réaction d'autoincompatibilité & une réaction immunologique, a imposé
cette conception en l'affinant et en distinguant :

- un stade de reconnaissance soi - non soi mettant en jeu
des molécules porteuses d'une information déterminée par le géne
d'incompatibiliteé,

- l'induction d4'une réponse rejet-admission,

- l'expression de cette réponse correspondant & la mise en
route de diverses voies métaboliques adéquates.

L'étape primordiale de l'autoincompatibilité de fécondation,
quelle que soit sa nature (sporophytique ouw gamétophytique), est
celle de la reconnaissance gqui appartient & la phase progamigue
dans la plupart des cas (HESLOP HARRISON -113-). Cependant, bien que
reconnaissance et rejet soient confondus au niveau du stigmate chez
les plantes 3 AIS (& inhibition stigmatique), i1 semble plus délicat
de définir avec précision le site de reconnaissance des plantes &

AIG (& inhibition intra-stylaire des tubes polliniques incompatibles).
Ainsi il semblerait que chez Petunda hybrida (VANDERDONK -300-301-,
LINSKENS -184-~) et Prunusé avdum (RAFF-KNOX -245~) qui sont deux
plantes & systéme AIG, la reconnaissance ait lieu aprés pollinisation
au niveau de la papille stigmatique, suivie d'une inhikition dans

"le style 24 heures plus tard. Par contre chez L{fium le stigmate

ne participe pas & la reconnaissance du pollen, ainsi gque le suggére
certaines expériences de greffes (LAWSON-DICKINSON -166-, FETT et
coll. -76-). Seul le style serait impligué dans l'étape de recon-
naissance et la réaction d'auto-rejet. Les informations sont donc

contradictoires et les résultats expérimentaux non univogques.



Quelle gue soit sa localisation, (stigmate ou style), l'étape
de reconnaissance se déroule soit entre le grain de pollen et les
cellules stigmatiques, soit entre le tube pollinique et les cellules
stylaires. Du contact entre ces deux surfaces trés différentes nait
une information précise qui conditionnera le succés de la fécondation
ou l'installation des barriédres d'incompatibilité. Tout repose sur
la mise en jeu de réactions bien définies au niveau moléculaire.

Un grand nombre d'hypothéses concernant les mécanismes de
contrdle de l'autoincompatibilité de fécéndation ont été avancées
(LEWIS -168-172-, NASRALLAE -220-, PANDEY -239-, ASCEER -10-, KROES
~-155-, VANDERDONK ~-301-, LINSKENS -178~, FERRARI~-WALLACE -75~-,
CLARKE-GLEESON -48-). Cependant si aucun de ces modéles hypothétiques
n'a été accepté totalement, tous postulent l'existence d'une recon-

naissance dont ils définissent plus ou moins les éventuelles modalités

Les bases moléculaires de la reconnaissance cellulaire ont
été définies par BURNET -36- gui conclut que "toutes les reconnais-
sances positives entre cellules peuvent &€tre interprétées conme
provenant de l'union spécifique, réversible ou non, entre des grou-
pements chimiques appartenant aux surfaces cellulaires en contact".

Ainesi la reconnaissance cellulaire est liée & l'identification
d'une molécule-vecteur d'information (ligand) par une molécule-
récepteur capable de décoder le message du l}gand.AUn signal infor-
matif est engendré puis transmis & l'intérieur de la cellule aprés
passage au travers de la membrane. Il en découle une transcription
de génes spécifiques suivie de l'installation d'une coopération

adaptant les activités métaboligues vers la réponse & produire.



Cette analyse est schématisée figure n® 3.

Dans tous les cas étudiés et en particulier chez les animaux,
la discriminaticnv soi - non soi s'est révéléé étre un phénoméne
de surface. La réception et la transmission d'informations, telles
que celles qui conduisent & l'auto-rejet semblent étre issues et
dépendre d'interactions entre surfaces cellulaires par l'intermédiaire
de molécules spécifiques complémentaires dont la combinaison est
d'importance capitale pour le succés de la croissance du tube .
pollinique dans le pistil.

Nous allons donc, dans les chapitres suivants, essayer de
définir les bases moléculaires de la reconnaissance, tout d'abord
dans le régne animal oG elle a été trés étudiée, pour ensuite
dégager les modalités d'une reconnaissance cellulaire chez les

végétaux.
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CHAPITRE I1I

BASES MOLECULAIRES ET STRUCTURALES DE LA
RECONNAISSANCE CELLULAIRE CHEZ LES ANIMAUX

I -~ INTRODUCTION : MODELISATION DE RECONNAISSANCE CELLULAIRE

La réception et la traduction des signaux de reconnaissance
régulant le comportement social et physiologique des cellules sont
des phénoménes impliguant les surfaces cellulaires et dépendant de
la présence, sur ces surfaqes, d'éléments cognitifs ou récepteurs.
Cette surface cellulaire peut é&tre considérée comme une interface
tridimensionnelle entre le cytoplasme et son environnement extra-
cellulaire ; elle représente le siége idéal pour les processus
cellulaires de communication et de reconnaissance. Ainsi la mem-
brane cellulaire peut étre assimilée & un territoire “"sensoriel®
susceptible de détecter les signaux environnants (reconnaissance)
et d'en assurer le transfert et l'amplification puis la traduction
en une réponse intracellulaire. Cependant, pour exerxcer un effet
physiologique, tou; les stimuli externes doivent traverser la surface
cellulaire et atteindre les régions fonctionnelles du cy£oplasme.

Les mécanismes par lesquels la membrane cellulaire réalise
cette fonction de transfert d'information sont peu connus. Seuls,
commencent & &tre étudiés les signaux extracellulaires et intercel-
lulaires gui provoguent une réponse métabolique intracellulaire
(AULT-BRAUN ~16~, BRADY~-FISHMAN -25-).

Conceptuellement ces processus peuvent se scinder en trois
phases bien distinctes :

a) reconnaissance et liaison d'une substance effectrice (ligand)

& la surface cellulaire.
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b) transmission de l'information au travers de la membrane
cellulaire,

c) activation des voies métaboliques intra-cytoplasmigues
appropriées.

GREAVES et CUATRECASAS -97- ont proposé un modéle simple
permettant de décrire la plupart des facettes des phénoménes de
communications intercellulaires, et, en particulier la perception de
l1'information & la surface externe de la membrane puis son transfert
de la membrane dans le compartiment intra-cytoplasmigue (Figure n°® 4}.

Un tel modéle de reconnaissance et de communication implique
l'intervention de paramétres multiples ainsi gu'un changement fré-
quent de langage. Ainsi, selon GREAVES -87- les diverses étapes du
processus de communication impligquent (Figure n® 4) :

~ un "discriminator™ ou récepteur,

~ un “"transducer" ou relais transmembranaire,

~ un "effector" ou inducteur-émetteur.

Nous allons donc essayer de définir les exigences fonctionnelles
de chacun de ces trois paramétres.

A - DEFINITION FONCTIONNELLE DU RECEPTEUR
Le premier élément impliqué est 1'élément de discrimination
ou d'identification, c'est-&-dire le récepteur dont la fonction
principale est 4d'&tre sensible & un signal particulier spécifique,
que celui~ci s0it une molécule socluble, ou faisant partie d'une
autre cellule. Ce récepteur est caractérisé par deux propriétés
fondamentales : sa localisation & la surface cellulaire et sa spéci-

ficité de combinraison. Il posséde également la double fonction de

décoder un signal externe et d'initier la réponse intracellulaire.



En effet, le récepteur doit &tre capable de communiguer & l'intérieur
de la cellule le fait gu'il a interagi avec un ligand porteur d'une
information. Cela nécessite en général la présence d'un relais-

transmembranaire.

B - DEFINITION FONCTIONKNELLE DU RELAIS TRANSMEMBRANAIRE
GREAVES -97- a proposé 1'existence d'un *transducer® ou
transducteur gqui, bien gue peut-&tre hypothétigue, doit agsurer
le transit de l'information regue & la surface cellulaire vers la

face interne de la membrane. Il correspond gquelle gue soit sa nature,

& un relais transmembranaire.

C - DEFINITION FONCfIONNELLE DE L'INDUCTEUR-EMETTEUR

Le dernier élément vital dans le transfert de 1'information
est l'effecteur gui communigue & l'intérieur de la cesllule, au
moyen de la production d'un second messager ou second signal, les
‘pe:turbaticns enregistrées 3 la surface cellulaire lors de la
réception du message par le récepteur.

La reconnaissance cellulaire dépend étzoitcnént de, :

a) la spécificité du récepteur et de son qrientation vers le
nmilieu extérieur,

b) l'existence d'un relais transmembranaire et de ses relations
avec deux propriétés wmembranaires gui sont asymétrie et amplification.

Ces paramétres sont conditionnés par la structure méme de la
membrane. L'orientaticon du récepteur semble 8tre sous la dépendance
étroite de composantes thermodynamigues en association avec les
phases polaires (hydrophiles) et apolaires (hydrophobes) de la men-
brane. Sa spécificité dépendrait de composants biochimigques parti-

culiers. Quant au relais transmembranaire, son efficacité est direc-

tement en relation avec la struc¢ture membranaire. Il nous sewmble donc



important de rappeler trés brié&vement la structure fondamentale de

cette frontidére gue représente la membrane plasmique elle-méme.

II - LA MEMBRANE : SA MODELISATION

Bien que divers modéles aient €été proposés pour décrire la
structure de la membrane (Figure 5a) c'est celui de SINGER et
NICOLSON -281- qui est le plus fréquemment admis (CHAPMAN -43-,
CHAPMAN et coll. -44-, BRETSCHER ~-28-). Il repose comme tous les
modéles issus des travaux de PAPART et BALLENTINE, LUCY et coll.
-187-, de WALLACE et GORDON =-310-, sur :

a) l'insertion des protéines et glycoprotéines dans une
matrice lipidique,

b) l'asymétrie de la2a membrane,

¢) la fluidité membranaire. La matrice lipidique représen-
terait un milieu visgueux permettant la mobilité et la diffusion
de éertaines molécules y compris des récepteurs membranaires en
fonctien de sa résonance de phase entre deux états (cristal-solide,

cristal-liguide).

A - INSERTION DE PROTEINES DANS UNE MATRICE LIPIDIQUE

Malgré leur grande homogénéité structurale, les protéines se
subdivisent en deux classes en fonction de leur solubilité dans 1la
phase aqueuse ou lipidique et donc de leur association plus ou moins
étroite avec la matrice lipidigque constituée par une bicouche de
composés hydrophobes de nature variable (Fig. 5b). Ce sont les
protéines périphériques superficielles et les protéines intégrées.

Les premiéres ne sont que trés faiblement liées & la membrane

et par conségquent avec la matrice lipidique.

Les protéines intégrées sont parxr contre, trés étroitement



associées aux lipides menbranaires et participent & la structuration
de la matrice membranaire. Elles représentent 70 & 80% des pro-
téines. Y sont inclus des enzymes associés aux membranes, des
antigénes, des protéines transporteuses ainsi que les divers
récepteurs bioclogigques (SINGER -282-). De plus ces protéines inté-
grées requiérent la présence de lipides souvent spécifiques pour

&tre activées.

B ~ ASY&ETRIE DE LA MEHBRANE
Certes, l'asymétrie de la membrane existe au niveau de la .

répartition des protéines mais elle est particuliérment plus nette
encore au niveau des glycoconjugués. En effet, les glycannes ne sont
détectables gqu'd la face externe de la membrane (Figure n°® S5b ). Les
preuves cyteclogiques sont nombreuses. Diverses méthodes utilisant
différents marqueurs tels gue des lectines couplées & la ferritine
(NICOLSON~SINGER ~-226-228-) et & tout autre composé glycosylé (KIEDA
et coll. ~143~) ou encore des enzymes ne pénétrant pas dans la
cellule telle la galactose-oxydase (PARSONS-SUBJEECK —2§0~, GRHMBERG -
BAKOMORI ~87-, STECK-DAWSON ~-287-) ont permis la "visualisation” de
l'asymétrie de la membrane liée & l'orientation vers le milieu

extracellulaire, des glycannes des glycoconjugués.

C - FLUIDITE MEMBRANAIRE

Le concept d'une membrane fonctionnelle sous forme d'une
mosalque fluide (SINGER et coll. ~-281~) est maintenant généralement
admis.

La fluidité membranaire est essentielle & l'établissement

de la structure méme de la membrane en permettant des interactions
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de type hydrophobe-hydrophile. Les lipides de la matrice forcent

les protéines membranaires & prendre des orientations correspondant
4 un état d'énergie libre le plus bas. Cette fluidité est'esqgntielle
& la mobilité des constituants membranaires et des récepteurs.

La fluidité membranaire dépend de l'état de résonance de la.
matrice qui oscille entre deux états cristal-liquide et cristal-
solide. Le passage d'un état 3 l'autre ou transition de phase, est
scus la dépendance de la composition lipidigue de la matrice. Ainsi
des études physiques (CALHOUN SEIPLEY -37-~) ont démontré gque le degré
d'insaturation et la longueur des chaines aliphatiques des acides
gras, tout comme la température, régulaient les transitions de
phase. Turn~over lipidigue et régulation des propriétés membranaires
apparaissent comme deux processus étroitement associés (FRIEDMAN
-83~, BAINES -99-). Ainsi il a été clairement démontré gue la
liaison ligand-récepteur & la surface de certaines cellules de
mammiféres était suivie d'une augmentation de la fluidité membra-
naire parallélement & l'augmentation du turn-over des phospholipides
et & la diminution du taux de saturation des acides gras (GREAVES

-97~, LAUF ~164-).

D - MOBILITE DES COMPOSANTS MEMBRANAIRES
Comme nous venons de le voir, la nature méme de la membrane
(fluide) permet la mobilité des macromolécules; nous en donnerons

deux exemples.

a) Mobilité des protéines

CE T PR TE TE PN P P LY Y

Il est maintenant bien établi gue les antigénes de surface

sont répartis 38 la surface cellulaire et diffusent sur toute la
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surface cellulaire. Le processus de "patching" qui préside & cette
redistribution des protéines de surface, semble &tre une diffusion
latérale, dépendante de la températuie et de la présence 4d'ATP.

Le processus plus ample de "capping"” ne dépend plus uniquement de
la menbrane, il impligque également la présence de structures cyto-

plasmiques contractiles (AULT-BRAUN -16-).

b) Mobilité des lipides et glycolipides
e e SRSy R,

Les lipides et glycolipides sont également mobiles au sein
de la matrice.

1l semble gque les lipides de la matrice membranaire, aprés
les interactions de surface ligand-récepteur, subissent une redis-
tribution latérale (MAGGiO et coll. -192-, SHAROM~GRANT -~-277-278-),
‘qui est mesurable en fluorescence ou encore aprés avoir incorporé
un marqueur de spin (le Se~doxylstéarate) (SHAPIRO -275-).

Cependant, bien gue la fluidité de la membrane et par consé-
quent la mobilité des protéines et lipides dans le plan membranaire
soient d'importance capitale, il semblerait gue les varia;ions de
cette fluidité et mobilité soient restreintes a certainés membranes
ou zones membranaires et selon des conditions particuliéres gue les
études encore trop parcellaires ne permettent pas de définir plus
précisément (GREAVES -97-). En particulier le calcium est capable

d'induire la formation de microdomaines cristallins dans les phos-

pholipides acides (SHAPIRO =-275~}.

III - GLYCOCONJUGUES : BASE MOLECULAIRE DU RECEPTEUR

Le succés des processus de reconnaissance et de discrimination
repose sur lfinteraction spécifigue entre une molécule (chargée d&'une

information) et son récepteur, aussi allons-nous envisager les



FIGURE 6
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exigences des liaisons ligand-récepteur et définir leur base

mcléculaire.

A - EXIGENCE DE LA LIAISON LIGAND~RECEPTEUR

L'efficacité biologigue des récepteurs membranaires dépend
de leur capacité de liaison et de transmission. L'interaction ligand-
récepteur doit étre spécifique, sélective et réversible. Complé-
mentarité de configuration et stéréospécificité sont nécessaires
pour obtenir une spécificité aussi élevée. Trois modéles d'inté-
raction ligand-récepteur ont &té rapportés par CUATRECASAS et
coll., -56-.

Le premier modéle proposé par FISCHER est de type "clef-
serrure” ( Figure n® 6 ). La liaison ligand—rééepteur ne peut se
faire que si les molécules possédent la conformation voulue, 1'éta-
blissement des points de contact se faisant d'emblée.

Le second modéle de BURGEN (Figure n® 6) correspond au:
rodéle du "zipper® ou fermeture & glissiére. La liaison du ligand
en un point de sa molécule sur le récepteur, induit une'séxie de
changement dans la conformation de ce ligand. Les intéractions
ligand-récepteur sont adaptatives et ségquentielles.

C'est égalemgnt le cas du modéle de KOSHLAND (Figure n°®6),
mais c'est le récepteur qui cette fois sera adaptatif.

Les glycoconjugués tels les glvcolipides et les glycoprotéines
sont des molécules dont le potentiel informatif n'est plus &
démontrer. Ils sont présents & la surface de la cellule et leurs
parties osidigues sont en contact direct avec le milieu extérieur.

Ils peuvent donc jouer les rdles décisifs de récepteur ou de ligand.

Nous allons trés briévement rappeler la structure de ces glycoconjugués.



B - STRUCTURE DES GLYCOCONJUGUES

- . A - . - -

a) Les glycolipides membranaires

‘ L

La structure des glycolipides est relativement simple &
ééablir. En effet, les glycolipides & sphingosine ou glycosphin-
golipides (GSL) ne possédent §u‘un seul glycanne par molécule, ce
gul en simplifie l'étude. D'autre part, 80 & 90% d'entre eux sont
localisés dans la membrane plasmique (XKLENX~CHOPPIN -145-~, @AHMBERG
-86- et KEENAN et coll. -141-), ce qui permet de les éﬁudier 4 partir
d'extraits cellulairgs sans utiliser de préparations membranaires.

| De nombreuses revues générales (en particulier WIEGANDT ~316-,

MORELL-BRAUN -207~-, HAKOMORI ~-103-) se rapportent & l'étude de la
structure et & la classification des GSL.

La structure iipidique des GSL est remarguable par l'omni-
présence d'une base &4 longue chalne de type sphingosine combinée
& un acide gras par une liaison amide et gui constitue un céramide.
Il porte, greffé par une liaison osidigue, un glycanne plus ou moins
complexe. Les GSL présentent donc une trés grande hétérogénéité
structurale dont la diversité résulte de la variabilité de leurs
trois composants (KARLSSON ~131-132-133-134-, HITCHCOCK =-117-).

Glecbalement les glycolipides sont constitués d'une matrice
lipophile (sphingosine et acide gras) et d'une capsule osidigue
hydrophile. C'est la varlabilité de cette séquence osidigue qui
permet la classification des GSL. Nous distinguerons les GSL acides

et les GSL neutres,

al) Les glycolipides neutres
L -2 2% 2-£ 2 2 X % £ % -2 £ 2 2 2 3 £ 2 2 2
Les glycolipides les plus petits sont les monoglycosylcéra-
mides (MGCer) ou cérébrosides. Ce sont des céramides ne comportant

gqu'un seul résidu osidique. Les dérivés substitués par un nombre de



résidus osidiques de plus en plus grand correspondent au 4i, tri,
tetra, etc... glycosylcéramides ou GSL complexes dont les formules
sont résumées tableau n® 2. |

Ils sont caractérisés, chez les mammiféres, par la présence
de N-acétylosamine (HAKOMORI -101=-, SIDDIQUI-EAXKOMORI -280-, ANDO
et coll. =-8-, NAIKI et coll. -215-).

Le fucose y est parfois décelé, par exemple chez les glyco-
lipides gqui s'accumulent dans les tumeurs du colon (WATANABE et
coll. -311-) ou gui possédent une activité de groupe sanguin (voir
la revue A'HAKOMORI -103~).

A cb8té de ces glycolipides simples (moins de 5 résidus osi-
diques dans leurs molécules), il existe des céramides heptasaccha-
rides (SLOMIANY et coll. ~284-) possééant des glycannes branchés
et méme des mégaloglycolipides composés de 22 résidus osidigues

(GARDAS ~-89-).

a2) Les glycolipides acides
F 2+ T+ 3 &+ 3 3+ 432 2 3 1 2 2 % 2§ 3 £

Le caractére acide des sulfolipides est dd & la présence
dans leur molécule de résidu osidique sulfaté.

Par contre, les gangliosides se différencient des autres
GSL par la présence dans leur glycanne de résidus d'acide sialigue.
Les gangliosides sont désignés, selon la nomenclature de SVENNENHOLM,
par le nombre de résidus sialyl présents dans leur molécule

(Tableau n® 2).

b) Les glycoprotéines membranaires
- e 2 55 e B e BT e e N e 3T e 35w 2 e B e IR e T e 25 e 22
La définition de la structure des glycoprotéines membranaires
est plus difficile. Ces molécules portent en général plusieurs

glycannes, et leur extraction est malaisée.



TABLEAU 2

CLASSIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES NEUTRES

fa structure générale des giycosphingolipides est la suivants

. 'i‘ H
|
CH, — {CHYyy — CH = cn-ci:— cl:-cu,go_.
MO NH
]
co tiaisan
. osidique
liaison Acide
amide- gras
leur classification est fondée sur la structure de la cheine oligossccharidigque
et l'on distingue par exemple :
Monohezasyiciramides
Glucosyleéramide Gie () = 1) Cer
Calactonylcéramide Gal B (1 = 1) Cer
Dihexasyh éramides
Lacionylcéramide Gal B (1= ) Gle B (1 = 1) Cer
Trihexosvhdramides
« Trihcaonide » . Gal Q= 4)Gal B (1= 4)Gie Bt =) Cer
Glyenlipide GAs GaiNAc B () — 4) Gal B (1 = 4) Glc B (1 —= 1) Cer
Térralwepusyilcfsumides
» Globanide » GulNuc B (1 = 3) Gal @ (1 — 4) Gal Bl =4GkeB—1nCer
GClycatipide G a, Gal £ (V= ) GalNAC B (1 = ) Gal B¢l ~ 4)Glc f (1 — 1) Cer
Glycolipide Gay-GleNace Gl B(1 = 4) GleNAc B{1 — 3) Gal Bl = 4) Glc (1 = 1) Cer

CLASSIFICATION DES GLYCOSPHINGOLIPIDES ACIDES

SULFATIDES : ce sont des esters sulfuriques de cérébrogalactosides

:phi;gosim —— galactose 3 sulfate
acide
gras

GANGLIOSIDES : leur structure est la suivante




Ces composés, contrairement aux glycolipides, ne faisant
pas l'objet de notre mémoire, nous serons relativement brefs sur
leur définition.

Le tableau n® 3 permet de distinguer deux types de glyco-
protéines, en fonction du mode de liaison (N ou O~-glycosidigue)
permettant le rattachement du glycanne sux la protéine.

Un grand nombre de glycoprotéines sont de type N-glycosi-
digue, possédant un glycanne branché et un noyau pentasaccharidique
commun ( Tableau n® 3 ) sur leguel viennent se greffer des résidus
fucosyl, neuraminyl, mannosyl ou N-acetyl-lactosaminyl (revue

MONTREUIL -201-202-}.

c) Signification de 1l'identité structufale des glycoconjugués
R D e e T _E TR . e e e e ST e B e T e RS m . E e X s -

Les glycoprotéines et les glycolipides sont souvent considérés
comme appartenant & deux classes bien distinctes de composés. Cependant
récemment des résultats ont révélé les étonnantes similitudes de
la partie terminale de leurs chaines osidigues (RAUVALA - FINKE
~247-, JARNEFELT et coll, ~127-). Ces structures sont consignées
dans le tableau n®4 présenté page suivante |

Par contre, ces composés différent par les séquences proches
des points d'attache sur la partie peptidigue ou lipidigue ce qui
suggére gue les séguences osidigues terminales sont synthétisées
par .des glycosyltransférases communes (RAUVALA FINNE =247 -).

Il est possible gue les similitudes structurales mises en
évidence dans le tableau 4 reflétent les propriétés fonctionnelles
similaires correspondant par exemple & la stéréospécificité des
récepteurs. HAKOMORI ~-103- donne une signification biologigue par-

ticuliére & la présence de chaines olisaccharidiques communes aux



TABLEAU 3

STRUCTURE DES DIFFERENTS TYPES DE GLYCANNES LIES
AUX GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES

LIAISON O-GLYCOSIDIQUE

(NeuNAc), | Gal 213GaINAcZ 1:0-Ser (Thr)

LIAISON N-GLYCOSIDIQUE

e TYPE N-ACETYLLACTOSAMINIQUE

(NAch Mani@
Man214GIcNAc 21.4GIcNAc ALN-Asn
o

(Fuclz ‘ Man é“

Gal F14GIcNAG), £1:2

an:

e TYPE OLIGOMANNOSIDIQUE

Man¥Zg
(Man),, — Man 218GicNAc B18GIcNACALN-Asn
I\/lan‘,,./\'r'> )

AYS
LILLE



TABLEAU 4

SEQUENCES OSIDIQUES TERMINALES COMMUNES AUX GLYCOPROTEINES
ET AUX GLYCOLIPIDES

19 Ca¥(gt - GIcNAc(Bt -
Fuce
A - FAMILLE Gal(ﬁ1-4)GlcNAc ;
20 GaiNAcie] ~3)GH(8) - N)GIcNAcH] -
1 Calig) —4)CRNAC(I — F'“’}
Siea2
; ) 2 Gal{al~3)GulB1 -2)GlNACP] -
2 s:w:-ammmm_
i C - FAMILLE Gal(/l1-3)GalNac
3 Golp) ~4)GicNACS) -
g F):-x “ N Geltgl ~NGalNAC~
; s}
‘ Gakpl -4)CIeNAc(s! - 3
' Sina2 Fm’w 2 Gl <3)CaiNAC~
3 3 Fucal
¥ F.:m—amknw:- 2® Galip1 - 3)GaNAC -
; Fese]
[ Galigi ~4)GIeNAC(S] ~ 2
p.:,u F";. e 2% GalNActal- 1G] - NGaNAC-
. P
7 G }--4)CleNA - 2
p,“w s vl 26 Gale} - 3)Gal{#1 - 2)GaiNAc~
i st
Pl GalNAc(e] ~3)Gal(s] ~4)GIeNAc(] - 3
« ;.,,'{“ JGleNAcY 2 GaNACtI) —)CaKS1-3)GaiNAC—
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glycolipides et aux glycoprotéines. Selon lui, la réception d'un
ligand pourrait s'effectuer en deux temps incluant les glycoprotéines
d'abord, puis les glycolipides.

De toutes fagons, glycolipides et glycoprotéines possédent
la méme aptitude pour remplir la fonction de discrimination par
rapport aux signaux extracellulaires. La complexité de leur struc-
ture et leur ubiguité renforcent l'éventualité de leur participation

comme marqueurs ou récepteurs d'informations.

C - GLYCOCONJUGUES ET SIGNAUX DE RECONNAISSANCE

Il serait beaucoup trop long d'envisager tous les cas qui
illustrent la participation des séquences oligosaccharidiques des
glycoconjugués dans le codage des messages. Il suffit de rappeler
gue le comportement social cellulaire est régulé par un nombre
considérable de signaux émis par l'intermédiaire des glycoconjugués
via leurs chaines osidiques (BUGHES -125-, BEAKOMORI -103-~).

Quelgques cas typigues de participation des glycoconjugués
48 l'émissinn de signaux spécifigues sont reportés dans le tableau
5? Dans cet exposé,bnous n'envisagerons gque deux cas trés précis

ol les glycoconjugués, marqueurs antigéniques des hématies ou de

différenciation, seront des "vecteurs” d'information.

a) Marqueurs antigéniques des hématies
- e eI e e e D el e e I I e I e T e D e I e O e TT e N2 e
A l'heure actuelle la structure des déterminants antigénigques
des groupes sanguins A,B et O (Tableau n®5). est parfaitement
connue. Ils correspondent & des glycosphingolipides et c'est uni-
guement les sucres terminaux de leurs glycannes gui leur conférent

leurs propriétés antigéniqgues (KOSCIELAK et coll. -152-, HANFLAND

~-104~, WATKINS -312~).



TABLEAU 5

LES PRINCIPAUX DETERMINANTS ANTIGENIQUES PORTES PAR LES
GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES DE CELLULES DE MAMMIFERES

Déwmrminants antigéniques _du systdbme ABO d'spris WATKINS

ACTIVITE CHAINE DE TYPE | CHAINE DE TYPE Il
Gai2l3GicNAc R Gai2L4GicNAc R
o
Gei213GIcNA: —R GaiAldgicNAc—R
F&12 F 2

A | GaNAc?)2 GatR13GicNAc —R | GaiNAcal3 ruﬁl&ewn_.n
12 Fe12 '
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N ]
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De mé&me les antigénes des systémes LEWIS (Le a, Le b») sont des
glycolipides (HAKOMORI-STRYCHARD -100-).

Par contre, la glycophorine, glycoprotéine majeure de l'hématie
humaine, porte les déterminants M et N correspondant au second systéme
de groupe sanguin, dans sa séquence osidigue (tableau n®5)

(HAKOMORI ~103-).

Le fait que les glycoconjugués localisés & la surface cellu-

laire puissent étre reconnus par d'autres structures est d'importance

capitale dans les processus de reconnaissance.

b) Marqueur de différenciation
e e EeSeEererepeTeSeS e

La différenciation des tissus embryonnaires s'est avérée &tre
un processus ordonné, gouverné par des intéractions cellulaires,
elles-mémes sous la dépendance de macromolécules en perpétuelle
évolution selon un programme génétigue pré-établi.

Au cours de l'embryogénése, les glycolipides subissent une
telle maturation qu'ils sont maintenant considérés comme des
"molécules-code” (area-code-molecules) (HAKOMORI -103-, HOOD et
coll. ~-120-, KEENAN~-MORRE -142~), En effet le margueur Ae stade
embryvonnaire (l'antigéne F9) est un fucosyl-lacto-N-glycosylceramide
branché (NUDELMAN et coll. -235-).

Par contre, la régression d'un tissu mature vers un stade
embryonnaire par cancérisation, colincide avec la réapparition de
glycolipides immatures. Par exemple le margueur des tératocarcinomes
(antigéne Ter C) est également un GSL de type embryonnaire.

Nous venons de démontrer le rxdle de ligand cue jouent les
glycoconjugués dans la nature. Nous en présentons Tableau n®6 une
liste récapitulative avant d'envisager la participation de ces

composés dans la réception de l'information.



D - GLYCOCONJUGUES ET RECEPTION DES SIGRAUX
De méme qu'ils peuvent é&tre reconnus, les glycoconjugués
peuvent participer & la réception des signaux extracellulaires.
'Ils semblent &tre la base moléculaire méme des récepteurs bioclogiques.
Nous allons décrire cette fonction de réception-discrimination
& travers deux exemples typigques : les récepteurs des virus et les

récepteurs de facteurs biologiques.

a) Récepteurs de virus
D . I e

L'adsorption d'un virus sur une membrane plasmigue constitue
une étape importante de la rencontre virion-cellule héte. Elle
suppose la présence de récepteurs spécifiques.

Ces récepteurs sont bien sfir des glycoconjugués. Ainsi, la
glycophorine constitue un récepteur pour le virus de l'encéphalo-
myocardite (ENEGREN-BURNESS -72-). De méme le récepteur du virus
grippal chez l'homme est un antigéne de groupe sanguin (type MN)

(GIRARD-HIRTH -93~-). Par contre, le récepteur du virus Sendai est

un ganglioside (BAYWOOD ~-109-110-).

) Récepteurs de molécules solubles
e e e e R e P e R e R e R T e - -

Les glycoconjugués peuvent interagir avec diverses molécules
douées d'activité biologique (Tableau n® 6). De nombreuses revues
ont traité de ce sujet (CRITCHLEY et coll. ~53-, FISHMAN-BRADY -78-,
BRADY~FISHMAN -25-, FISHMAN ~-79-).

Le récepteur de la toxine du choléra est un ganglioside (GMy)
(VANBEYNINGEN ~303~, FISHMAN- BRADY -78B-); celui de la toxine
tétanigue est associé & un ganglioside (Gle) ( VANHEYNINGEN -303-.

De méme certains récepteurs des opiacés sont associés & un sulfo-

galactosylcéramide (ZALC et coll. ~319-«). L'interaction entre hormones



TABLEAU 6

FONCTION DES GLYCOCONJUGUES

1) DETERMINANTS ET ANTIGENES DE SURFACE
2) INTERACTIONS INTERCELLULAIRES ET RECONNAISSANCE

réporse sz contact celiulsire ; inhibition de contact

- imteraction neurcglisle

reconnaissance rétine toit optique
reconnsissance  neuro-musculaire

3) MARQUEURS DE DIFFERENCIATION

Mvandud‘vdowmomiin

nivesu des tératocarcinomes et neuroblastomes
nivesu de la différencistion de ["épithélium intestinal
nivesu de Is différenciztion des . srythrocytss
niveeu de la ditférencistion myogénique

nivesy de la différencistion des csiluies lymphoides

4) REGULATION DE LA CROISSANCE CELLULAIRE

inhibition de contact
mitogéndse

5 REGULATION DE L'ONCOGENESE

8 ﬁBCE.PTtON DES SUBSTANCES POSSEDANT UNE ACTIVITE BIOLOGIQUE

-

woxines becticiennes
¢ ; fin
virus

imterféron, etc...




peptidiques (comme la TSH) et cellule-cible est également modulée par
des gangliosides (MULLIN et coll. -214-). Il en va de méme pour
certains.types d'interféron ( BOMGREN et co0ll.-119-).

Par contre, les récepteurs de l'insuline au niveau de l1'hé-
patocyte et de l'adipocyte sont des glycoprotéines (CUATRECASAS -54-).

Nous limiterons & ces guelques exemples la liste des travaux
démontrant le rdle de récepteur des glycoconjugués. Un fait semble
maintenant acquis : tous les glycoconjugués jouent un réle double
dans l'émission et la réception de signaux extracellulaires. Nous
allons maintenant définir les modalités de l'induction d'une réponse

intracellulaire.

IV - INITIATION DE LA REPONSE INTRACELLULAIRE : LE SECOND MESSAGER

L'étape la plus délicate dans le fonctionnement du récepteur
réside dans le couplage reconnaissance~réponse. Ce mécanisme de
gggg}gge, é'gst—afdi;e le relais transmembranaire est encore treés
mal connu. Nous nous proposons d'analyser dans un premier temps,
les modalités d'émission d'un messager intracellulaire gfin de mieux
définir ensuite ce relais transmembranaire.

L'émission d'un signal intracellulaire fait appel & trois
types de perturbations {(Figure n® 7)

a) modification de l'activité des enzymes liés aux membranes
du cdté cytoplasmique,

b) modification de la perméabilité aux ions,

¢) internalisation du récepteur ou du ligand gue nous allons

décrire successivement.



FIGURE 7

INITIATION D'UNE REPONSE INTRACELLULAIRE : MECANISMES POSSIBLES
(CLARKE ET GLEESON)
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A - ACTIVATION DES ENZYMES PERIPHERIQUES ET PRODUCTION DE

. a) Nucléotides cycligques éventuel second messager
e R T e RGeS oS - R e R - - D i I e e - —

Les nucléotides cycliques et en particulier le cAMP (adénosine
monophosphate cyclique) possédent un rble régulateur sur un nombre
important de systémes (Tableau n°® 7} et existent aussi bienvdans
le régne végétal gu'animal.

Les modalités du contrdle qu'ils exexcent dans divers processus
biologiques sont maintenant établies. La fonction principale du cAMP,
en tant gue second messager, consiste en la régulation d'une protéine-
kinase ( Figure n® 8 ) responsable & son tour de la phosphorégulation
de différentes protéines telles les enzymes des divers métabolismes
(lipidigue, glucidique), les protéines contractiles de l'actine ou
encore les enzymes intervenant dans le transport actif du calcium.

La production de nucléotides cycligues met en jeu des enzymes
(adenyl et guanyl cyclases) & localisation membranaire et dont l'unité
catalytique est orientée vers le cytoplasme. Nous allons envisager

guelques exemples de couplages fonctionnels récepteur-~cyclase.

b) Couplage fonctionnel : récepteur- adénylcyclase
-T2 T L E - S8 Fok-E 8 - 8 X 2 .5 8 L 2 £ 3 L 8 £ XL 3L 2 R E £ 2 L & X X ¥ 4
IL.e couplage fonctionnel récepteur-adenylcyclase trouve deux

illustrations au niveau des récepteurs de toxines et au niveau des

récepteurs d'hormones.

bl) Réception de toxines

cETREaRmusosfoETERERme

Comme nous l'avons vu précédemment, les gangliosides posseéedent

la capacité de fixer les toxines émises par Vibadlo cholenrae. La



TABLEAU 7

DIVERS ROLES REGULATEURS DU c¢AMP (GREAVES)

1) SECOND MESSAGER DANS LA REPONSE HORMONALE
- sdrénaline (glycogénolyse)
- noradrénsline (libérstion d° scétyicholine)
- hormone persthyroide
- hormone lutéinisante
- glucagon, vesopressine, thyraxine, etc.....

2) VISION

3) REGULATION DE LA PROLIFERATION ET DE LA CROISSANCE
CELLULAIRE

4) EXPRESSION GENIQUE DES BACTERIES
5} CONTROLE DE LA LYSOGENIE BACTERIENNE
6) AGREGATION DES CELLULES DE PROTOZOAIRES

FIGURE 8

INITIATION DE LA REPONSE INTRACELLULAIRE : ACTIVATION D’ENZYMES
PERIPHERIQUES ET PRODUCTION DE NUCLEOTIDES CYCLIQUES
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réception de la toxine cholériquevsur son récepteur membranaire
spécifique (GMl) conduit & l'activation de l'adenylcyclase et &

la production de cAMP (FIELD ~77-, FRANKS -81~). De méme la fixation
de la toxine tétanique sur son récepteur (Gle) provogue la libé-

ration de cAMP.

b2) Réception des hormones

2 4+ 3 3+ 3 3 2 3 2 2 2 £ % 3 3 %9
Les hormones polypeptidiques ne pénétrent pas dans la cellule-
cible et se fixent sur leurs récepteurs membranaires (glycoprotéines» .
leur message est transmis & la machinerie biosynthétigue cellulaire

par l'intermédiaire de la production de cAMP (CUATRECASAS -~-54-).

Un modéle de couplage fonctionnel est présenté figure n® 9.

¢) Couplage fonctionnel : récepteur-guanylcyclase
- T e R wEe e eR D el wIte el eI e Rl ool oD e

Il semble gue le cGMP (guanosine 3', 5' phosphate cyclique)
puisse prendre le relais du CAMP.

La formation du cGMP est catalysée & partir du GTP par la
guanylcyclase.

Dans de nombreux systémes de reconnaissance c'est 1le rapport
CAMP/cGMP, c'est~-a~dire le rapport de deux paramétres partiellement

antagonistes qui serait efficace et déterminerait la réponse intra-

cytoplasmigue (GREAVES -~97-).
B ~ ACTIVATION D'ENZYMES PERIPHERIQUES ET MODIFICATION DE LA
Dans certains cas, la fixation d'un ligand -sur son récepteur

spécifique induit la pénétration d'ions dans la cellule réceptrice

et il est maintenant bien établi que les réactions de reconnaissance
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perturbent la perméabilité faible des membranes pour les cations

(LAZO et coll. -166-). En effet des changements importants de perméabi-
lité et d'activité des ATPases Nat + K+ dépendantes sont enregistrés
aprés fixation sur des lymphocytes de deux lectines phytohémagglutinine
cu concanavaline A, Cette perméabilité est fonction de la structure
membranaire et dépend du métabolisme cellulaire (Figure n® 10a). La
modification de la perméabilité aux ions peut se faire de diverses
fagons : activation ou inactivation des transporteurs (ATPases), chan-

gements dans les paramétres cinétiques.

a) Perméabilité aux ions Na® et k7
e e T e e E e E S eSS T —E o= —E .-

La liaison "acétylcholine-glycoprotéine” au niveau de la jonc-
tion neuromusculaire déclenche des modifications membranaires conduisant
3 la déformation d'une protéine ionophore responsable du passage des
cations (GRUBAGEN-CEANGEUX -98-). Il s'ensuit une entrée rapide d'ioms
sodium et une sortie lente d'ions potassium. Ce flux de charges posi-
tives dépolarise la membrane de la cellule musculaire et déclenche le
potentiel d'action qui se propage tout au long de la fibre. Le modeéle
de De ROBERTIS -250- ( Figure 10b ) représente une organisation fonction-
nelle possible du récepteur cholinergique au niveau de la membrane
post-synaptigue.

b) Perméabilité aux ions calcium Ca2+

- TN en A2 e TT e 3 e T2 e T e 32 e 2 e SE an B v 2X @0 B0 e 3T e I o 5P e 5T
Un nombre de plus en plus grand de travaux démontre gue les ions
ca‘t jouent un rdle crucial dans la réponse cellulaire & la liaison de
ligands messagers en surface (GOMPERTS ~96-).

e r8le de second messager du ca?* n'est plus & démontrer. Nous

n'en donnerons gue deux exemples. Des variations dans les concentrations
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intracellulaires de Ca2+

peuvent provoguer l'activation de la proli-
fération des lymphocytes (MAINO et coll. ~193~-) ou encore celle d'oceufs
d'oursin non fertilisés (STEINHARDT et coll. ~-288-).

Parmi les nombreux rSles de régulateur du Ca2+, il faut signaler
l'importance des interactions entre le calcium et les microtubules et
microfibrilles ou encore le contrSle gu'il exerce sur le métabolisme
des nucléotides cycliques :inhibiteur (adenylcyclase) et activateur
(guanylcyclase). Mais le fait gue les nucléotides cycliques peuvent,

& leur tour, influencer la libération du ca?t dgans 1le compartiment

intracellulaire, rend peu claire la notion d'un second messager unigue.

C - MIGRATION DU LIGAND EXTRACELLULAIRE VERS LE COMPARTIMENT

Une troisiéme possibilité de production 4'un messager intracel-
lulaire est représentée par la migration vers le compartiment intracel-
laire du ligand ou d'une partie du ligand aprés sa fixation sur le
récepteur spécifigue périphérique. L'intervention de processus (phago-
cytose ou endocytose) est indispensable.

Nous présentons figure n® ila un modéle possible de migration

d'un peptide au travers de la membrane (GILL -92~, CRITCBLEY-VICKER ~-53-).

Cette possibilité d'un ligand-messager intracellulaire apres
migration transmembranaire n'est pas hypothétique. Elle est illustrée
par la nigration de la toxine du choléra au travers de la membrane
(Figure n° 11b). La toxine est un polymére dont la partie centrale,
pourra traverser la membrane et migrer vers le compartiment
intracellulaire.

Un autre exemple est celui des enzymes lysosomiaux. Ces enzymes

sécrétés par certaines cellules sont reconnus par d4d'autres. Leur



FIGURE 11

A MODELE DE LA MIGRATION D'UN PEPTIDE A TRAVERS LA MEMBRANE
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reconnaissance par un récepteur approprié déclenche un phénoméne de
prhagocytose coﬂduisant & l'internalisation de ces enzymes dans les
lysosomes (HICKMAN-NEUFELD -115-). C'est également le cas des asia-
loprotéines guili aprés reconnaissance au niveau des récepteurs d'Ashwell,
sont éliminées de la circulation par un processus identique d'internali-
sation (MORELL et coll. -206-).

Ces pnénoménes d'endocytose ou de phagocytose sont en étroite
relation avec l'infrastructure cellulaire : microfilaments et micro-
tubules eux mémes régulés par le ca?t et de fagon indirecte par les
cAMP - cGMP.

De la définition du {(ou des) second(s) messager(s) il ressort
gue la membrane doit posséder certaines propriétés de fluidité pour que
l'émission de ce second messager soit possible.

Aingsi, activation d'enzymes, perturbations de la perméabilité
membranaire et migration du ligand sont trois processus qui impliguent
une certaine fluidité membranaire correpondant & l'étape de relais.

C'est ce 1relais gue nous allons décrire.

V - EXIGENCE DU RELAIS TRANSMEMBRANAIRE

Le relais transmembranaire représente le maillon le plus mal
défini dans le couplage reconnaissance~réponse nécessaire au déroulement
des processus de communication. Cependant l1'analyse de la structure du
récepteur et de la production d'un second messager permet d'envisager

ce relais et d'en définir les exigences.

A - EVIDENCE D'UN CONTROLE TRANSMEMBRANAIRE
La mobilité des récepteurs périphérigues et la coordination
reconnaissance~réponse sont la preuve formelle d'un contrdle

transmembranaire.
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a) Contrdle de la mobilité des récepteurs
T efeEeEe e e RS eS e R eSS S e E e e Rz

Le contrd8le transmembranaire du récepteur se situe selon EDELMAN
-166~ & différents niveaux gui sont :

- celui de la modulation de la surface cellulaire,

-~ celui de l'amplification de l'information,

-~ celuil de l'ancrage de cette information.

La modulation de la surface réceptrice se traduit par des chan~
gements dans la structure, l'ordonnancement et l'état dynamigue des
récepteurs.

La reconnaissance et l'association combinatoire des molécules
de surface en un supra-complexe conduisent 3 un phénoméne d'amplification

gui se propage ensuite & d'autres unités de reconnaissance (HOOD et coll.

-120-).

al) Modulation et amplification de l'information
RS CErr s S CrSErSrSAETETEENESE=os

Si on considére un récepteur (glycoconjugué) capable de diffuser
latéralement dans le plan de la membrane, diverses forces vont s'exercer
sur celui-ci perturbant ainsi sa mobilité, sa distribution périphériqgue,
son comportement moléculaire. Nous avons représenté dans la figure n®12,
un récepteur hypothétigue dont le glycanne recouvre la surface externe
de la membrane. Un tel récepteur, traversant de part en part la membrane,
est en relation avec des zones hydrophobes et hydrophiles et peut par
conséguent interagir avec des ligands extra et intracellulaires. Il
est soumis & un nombre incalculable de forces qui viennent le contraindre
mais actuellement il n'existe que peu de données sur l'estimation des
contributions relatives des forces agissant sur un tel récepteur

(SANDERMANN ~266-)., Cependant il est hautement probable que les forces

entrainées par la liaison avec certains ligands et par les interactions
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TABLEAU 8

CLASSIFICATION DES DIVERS PHENOMENES EN RELATION AVEC LA

MODULATION DE SURFACE (SELON EDELMAN)
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avec les structures submembranaires soient trés importantes. De méme,
les interactions contractées dans la matrice lipidigue doivent jouer
un rdle négligeable dans la mobilité d'un tel récepteur.

' La meilleur preuve de la mobilité des récepteurs est donnée par
la formation de "patches” puis de "caps”" & la suite d'interactions
entre surfaces cellulaires (récepteurs) et anticorps divalents dirigés
contre les récepteurs de ces surfaces. En guelgues minutes tous les
récepteurs ont migré en un point de la surface cellulaire. (Figure n°
Ces deux phénoménes de "patching” et de “capping" témoignent de la
mobilité latérale des récepteurs enlisés dans la matrice iipidique.

Le processus de patching correspond & une modulation locale, le
processus de capping & une amplification du phénoméne de mobilisation
des récepteurs. Toutefois, on ne connait pas encore la signification
biclogique de ces deux processus.

Les détails moléculaires et cinétiques de ces événements modu-
latcires ne sont en général pas connus, car la surface cellulaire
subit des cycles complexes de synthéses, de redistribution et de
turn~-over. Toutefois, 1l a été démontré gue le turn-over lipidigue
conditionnait la mobilité des récepteurs et l'agglutinabilité des
cellules par les lectines (HORWITZ et coll. =-121-).

Une classification des phénoménes en relation avec le processus

13).

de modulation de surface a été donnée par EDELMAN -71- et est présentée

tableau 8.

a2) Ancrage de l'information

2 3 2 3 X3 3 2 2 2 221 2 2 & & 2 31

Nous venons d'évoquer la réalité de la modulation de surface

gqu'elle soit restreinte ou amplifiée. Cette modulation de la surface



est gous la dépendance étroite d'un contrdle membranaire.

De méme le maintien d'un récepteur dans une position donnée
implique également un contrdle transmembranaire. Cet ancrage de l'in-
formaéicn est également un phénoméne modulable (YAHARA-EDELMAN -317-).
En effet, l'application locale de concanavaline A inhibe le mouvement
des récepteurs sur le reste de la membrane (EDELMAN -71! =-).

Ainsi la modulation et l'ancrage de l'information reposent sur un
contrdle transmembranaire et nécessitent, en plus de la participation des
structures microfilamenteuses, la coopération de la fluidité de la
matrice lipidique (YAHARA-EDELMAN -317-, BERLIN et coll. -20 =-). Un
modéle simple a &té proposé (Figure n°® 13) pour décrire modulation
et ancrage d'informations. Il repose sur trois notions clefs:

- pénétration du récepteur dans la membrane,

- association & des microfilaments de type actine gui permettent
la cooxdination des mouvenments,

~ association & des microtubules ;
les deux derniers points permettant l'ancrage du récepteur et la pro-
pagaticon du signal de l'extérieur vers l'intérieur. Ce modéle impligue
que le récepteur existe sous deux formes fondamentales : liSre et

ancré.

b) Contrdle de la coordination reconnaissance-réponse
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Le contrdle transmembranaire de la coordination réception d'une
information-émission d’une réponse est évident . Nous allons le décrire

au niveau des récepteurs couplés : & la production de cAMP - cGMP, aux

ions ou encore aux phénoménes d'internalisation.



bl) Récepteurs couplés au cAMP - cGMP
EEEEEERECrErCsSEsSSEECSSATSESSE=RES

La fagon dont un récepteur influence l'activité de 1'adényl-
cyclase n'est pas encore clairement dé&finie.

Une des possibilités gui vient directement & l'esprit est que
l'adénylcyclase est un enzyme allostérique dont la conformation est
stabilisée par l'activité du récepteur. Dans ce cas, le récepteur
serait également transducteur et sa mobilité basée sur la fluidité
membranaire serait crucieale.

Une autre possibilité est que l'association entre récepteur
et adénylcyclase est iﬁdirecte. La réponse intra—cytoplasmiqug (pro-
duction de cAMP) dépendrait de changements dans les propriétés générales
de la membrane (fluidité; perméabilité aux ions) et/ou des effets
particuliers d'une molécule transductrice possédant certaine affinité
pour ia cyclase.

La rééulation des enzymes allostérigques membranaires par la

matrice lipidigque n'est pas unigquement spéculative comme le prouvent

les travaux de FARIAS et coll. ~-73-.

b2) Récepteurs couplés aux ions
B L T T Y Y

La fagon dont le couplage réception-réponse se fait pour ces
récepteurs n'est pas non plus connue. Cependant, il est raisonnable de
penser gue la fermeture ou l'ouverture des canaux ionophores relévent
d'intéractions entre les unités monomérigues de base des ionophores et
seraient favorisées par des intéractions & l'intérieur de la matrice
lipidigue et par l'état plus ou moins fluide de la membrane (Figure 14}.

Il est également difficile d'expliguer la double relation
récepteur-~ATPase~transport actif des ions. On ne peut invoguer dans
le ctouplage "information/réponse” l'intervention de résidus oligosaceira~

ridigques. En effet, les monoméres, constitutifs des ATPases Nat +x*



FIGURE 14

SCHEMA DE L'OUVERTURE ET DE LA FERMETURE DES CANAUX IONOPHORES

EXTERIEUR ~ EXTERIEUR
il I ENERGIE ‘
g g
144 i : |
~ INTERIEUR INTERIEUR

@
LILLE



dépendantes, ne sont pas des glycoprotéines. Seule une régulation

allostérigque de l'enzyme par les lipides est envisageable (LAUF =-164-).
. Les travaux de FARIAS et coll. -73- ont permis de démontrer la

régulation "cryptigque” de 1l'activité des ATPases par les acides gras

des lipides membranaires.

b3) Récepteurs couplés aux phénoménes de phagocytose
-+t 22t 2 2 3 21 2 X3 53 23 23 2 1 53+ 53 3323 3 &3 25 5 X3 2 32 3 3
Dans le cas de ce couplage fonctionnel, la participation de la
membrane et de la matrice fluide est indéniable. Le mouvement de macro-

molécules au travers de la membrane ne peut s'envisager gu'avec le

secours de la " malléabilité " de la membrane.

b4) Conclusion
EEmzszmsss

En conclusion nous présenterons le modéle proposé par CUATRECASAS
et HOLLENBERG -55~ dans l'exemple de la réception de la toxine cholé-
rigque par les membranes cellulaires (Figure n® 15). L'émission de
la réponse dans ce modéle met en oeuvre :

- la migration d'une molécule active se détachant du complexe
e} traversant la membrane, '

- l'activation de 1l'adénylcyclase par le monomére actif.

Il en ressort gue le couplage d'un récepteur avec la production
de nucléotides ou avec la libération d'ions ou encore mettant en jeu
des phénoménes analogues & l'endocytose ou phagocytose est schématigue.
De nombreuses interactions peuvent se produire au niveau de ces trois
processus engendrant une réponse intracellulaire. De plus ce modéle

met en évidence l'importance du caractére fluide et coopératif de la

membrane et plus particuliérement de la matrice lipidigue.



FIGURE 15

SCHEMA DU MECANISME D’ACTION DE LA TOXINE DU CHOLERA
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Nous alions donc envisager les modalités du contrdle de la
fluidité membranaire.

B - CONTROLE DE LA FLUIDITE MEMBRANAIRE

La matrice lipidique est composée de phospholipides, de lipides
neutres, de glycolipides et de stérol. Elle oscille entre deux é&états
un état cristallisé (ou solide) et un état liquide trés fluide, sans
jamais les atteindre. Le passage d'un état vers un autre, ou transition
de phase est schématisé figure n® 16a ., La transition de phase solide—
ligquide peut &tre artificiellement obtenue en augmentant la température
ou la teneur en eau.

De nombreuses études physigues, dont nous ne donnerons pas de
détails, ont permis de définir les paramétres responsables de ces
transitions de phase.

Si on considére la matrice lipidique de la figure n®l16b, deux
possibilités s'offrent auﬁ membranes pour réguler leur fluidité :

-~ ou optimiser la fluidité de ses chalines hydrocarbonées alipha-
tigues : c'est la régulation viscotropigue,

- ou réguler le camportement des groupements polaires dans la

zone intermédiaire : c'est la régulatioh interfaciale.

a) Optimisation de la fluidité des chaines aliphatigues
-8 £ 3 T RO £ 2 Eoh - B X 8 b R R R R T Rk TR LR R R R R
Divers facteurs réunis figure 16c, vont influencer la fluidité
membranaire. Par exemple l'augmentation du degré d'insaturation et du
taux d'acides gras branchés augmentent la fluidité membranaire et sont
contrebalancés par l'augmentation de la longueur de la chaine hydrocar-

bonée, du nombre de groupements hydroxylés gui induisent eux un retour

vers l'état cristallin organisé et non fluide.



FIGURE 16

A ILLUSTRATION SCHEMATIQUE D'UNE TRANSITION DE PHASE PAR ADDITION
D'EAU A UN SYSTEME AQUEUX DE PSYCHOSINE OU DE CEREBROSIDE
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Par exemple les membranes riches en acide palmitique (C16:0) ou
stéarique (C18:0) présentent une transition de phase & relativement

haute température (CALBOUN-SHIPLEY -37-).

b) Contr8le des ponts hydrogéne dans la zone intermédiaire

- e e am e e e B e e s e e e m e e e e Nwmiwd i et

Comme le montre la figure 16b, les glycosphingolipides différent
des glycérolipides par leur capacité & établir des ponts hydrogéne.
Les glycérolipides ne sont que des accepteurs d'hydrogéne. Les GSL
sont donneurs et accepteurs (PASCHER -241-, FRIEDMAN -83~, ABRAHAMSON
et coll. =-1-).

Comme la présence de groupements OH ou amide dans un composé
lipophyle augmente sa polarité et ses intéractions avec l'eau, cela
contrebalance défavorablement 1'effet hydrophobe maintenu dans la
matrice lipidique.

En effet, les constituants comme les GSL favorisent la formation
de ponts hydrogéne. Deux possibilités sont eﬁvisageables

a) les ponts se font avec une molécule d'eau. Tout groupement
hydroxyl additionnel augmente le contact lipide-eau soit éen éoussant
la molécule en dehors deﬁla double couche livpidigue, soit en augmentant
son "espace vital" dans l'interface membranaire. Cela provogue une
baisse de stabilité membranaire en réduisant et/ou empéchant l'empi-
lement serré des chaines aliphatiques.

b) les ponts hydrogéne se font latéralement & l'intérieur méme
de la matrice lipidigue. Il s'en suit une augmentation de la stabilité
de la membrane et de son imperméabilité. La stabilité et la perméabilité
de la membrane ainsi gue sa fluidité peuvent donc é&tre régulées au

moyen du turn-over lipidigue pour s'adapter & des besoins particuliers.

Ce contrdle de la fluidité membranaire est directement en relation



TABLEAU 9

PERTURBATIONS MEMBRANAIRES SURVENANT APRES LA LIAISON
D'UN LIGAND SUR SON RECEPTEUR (GREAVES, 1975)

1) REDISTRIBUTION DES RECEPTEURS A LA SURFACE CELLULAIRE
patching, clustering, capping

2) CHANGEMENTS CONFORMATIONNELS

mesure de fluorescence

3) ALTERATION DE LA FLUIDITE MEMBRANAIRE

mesure de spin

4) AUGMENTATION DE L'ENTREE DES IONS ET DES METABOLITES

calcium, potassium, phosphore, etc.....

5) AUGMENTATION DU TURN-OVER DES PHOSPHOLIPIDES
et en particulier du phosphatidylinositol

6) ACTIVATION DES ENZYMES LIEES AUX MEMBRANES
ATPases, adenylcyclase




avec le métabolisme des phospholipides et des glycolipides (RESCH -248-),

- Nous venons d'essayer de définir les modalités de la reconnaissance
biologigue et par 13 méme de la discrimination soi-non soi.

Ce phénoméne est restreint aux surfaces cellulaires et plus par-
ticuliérement aux membranes. La réception d'un ligand porteur d'une
information sur un récepteur gui la décode induit dans la membrane
une succession de perturbations dont les plus importantes sont réper-
toriées tableau n° 9. s

La définition de la reconnaissance et de la discrimination
reléve de travaux et de résultats obtenus chez les animaux. Nous
allons maintenant essayer de définir les modalités de la reconnaissance
au niveau de la cellule végétale gqui présente une surface cellulaire -

plus complexe gque les cellules animales.



CHAPITRE 111

ASPECT MOLECULAIRE DE LA RECONNAISSANCE CELLULAIRE
CHEZ LES PLANTES

I - INTRODUCTION

Les plantes ne possédent pas de systémes immunologigues impliqués
dans la production d'anticorps ou dans les phénoménes de rejet de
greffe (MOORE -184-), ni aucun autre paramétre caractéristique de 1l'im~
munité cellulaire gue l'on rencontre chez les animaux. En effet, il
n'a pu étre encore mis en évidence aucune immunoglobuline, ni aucun
systéme d'histocompatibilité. Au lieu de produire des anticorps, les
plantes peuvent produire des composés de faible poids moléculaire,
les phytoalexines, gui inhibent la croissance dés microorganismes
infestants (virus, bactéries, mixomycétes) et assurent ainsi la défense
du végétal.

Les plantes possédent cependant des systémes de reconnaissance
précis, caractéristiques et dont la fonction est d'assurer l'effica-
cité de la reproduction sexuée. Les événements gouvernant.la fertili-
sat}on sont complexes et reposent, au niveau du polleﬁ et du pistil,
sur des interactions entre cellules qui possédent en plus de leur
membrane plasmigque une épaisse paroi.

Nous allons dans un premier temps définir la nature de l'enve-
loppe cellulaire végétale puis, dans un deuxiéme temps aborder les

modalités éventuelles d'un mécanisme de reconnaissance cellulaire.

ITI -~ STRUCTURE DE L'ENVELOPPE CELLULAIRE VEGETALE

La surface cellulaire, chez les végétaux, différe de celle des

animaux par le fait gue la membrane plasmique est recouverte d'une



épaisse paroi. Ces deux enveloppes séparables par plasmclyse, sont

fonctionnellement trés connectées.

A - STRUCTURE DE LA PAROI CELLULAIRE

La paroi représente une sorte de tamis moléculaire hautement
structuré, chargé électriguement, protégeant la membrane cellulaire
et permettant des échanges sélectifs entrg les milieux intra et
extracellulaires.

Cependant il n'est actuellement plus possible de considérer
la paroi de la cellule végétale comme une simple enveloppe externe
dénudée de toute activité., Selon PRESTON ~244-, elle est "le résultat
d'un équilibre délicat" doué d'un rdle physioclogiqgue gui lui est
bropre. La_paroi doit en effet s'adapter aux changements de taille
et de fonction gque subit une cellule au cours de son développement ;
surtout lorsque ceux-ci sont en relation avec le rdle de squelette,
de conduction ou de protection.

L'analyse structurale de la paroi primaire et secondaire des
cellules végétales a été facilitée par l'amélioration des techpiques
de méthylation et de spectrométrie de masse. La structure d;s composés
de la paroi est maintenant connue ainsi gue l'architecture générale
gqu'ils constituent (PRESTON ~244-).

Cette structure de la paroi, gui est par ailleurs interrompue
par de nombreux pores (CARPITA -40- ), varie considérablement en
fonction de l'espéce végétale, du type cellulaire et de son &tat de
différenciation. En général, elle est constituée de deux zones dis-
tinctes, de nature essentiellement polysaccharidigue, soit

~ une phase discontinue microfibrillaire jouant le réle de

squelette,



- et une matrice amorphe ressemblant & un gel épais. Les é&tudes
en diffusion de lumiére laser ont montré que la densité fluctuait
énormément, découvrant ainsi de larges espaces interstitiels entre
les amas polysaccharidiques (MACKIE et coll. -191-).

Les molécules constitutives de ces deux phases interagissent
simultanément lors des changements de taille et de forme pour main£enir
les propriétés mécanigques et protectrices de la paroi.

Les polysaccharideé éu squéiette correspondent_é des
ﬁ (1 — 4) glucanes ou cellulose (TU ~295-), des /3(1 - 3) =xylanes
et des f3 (1 —= 4) mannanes.
Les polysaccharides de la matrice sont le plus souvent des
homopolyméres de type /3(1 — 4) mannanes ou /5(1 -~ 4) xylane,
ou encore des polyméres branchés de type acide pectique LBI —e 4)

rhamnogalacturonane par exemple (HAYASBEI et coll. -108-).

La conformation de- ces ponsaccharides est déterminéénpit“ié.
mode de liaison entre les unités osidigues, la présence ou l'absence
de raﬁifications latérales, la présence d'eau et par les contraintes
imposées par les molécules voisines (PRESTON -244-). Généralement les
polyméres de type;@ 1 —= 4 prennent une configuration en ruban,
tandis que les polyméres /3 1l —= 3 adoptent spontanément une confi-
guration hélicoidale.

La synthése et le dépét des constituants pariétaux ont été
étudiés (KAUSS -138-, VILLEMEZ ~-307~, NORTHCOTE ~234-, LABAVITCH
~160-). Des particules complexes associées aux membranes seraient
impligquées dans la formation de microfibrilles de cellulose (SCENEPF
et coll. -269-, MUELLER et coll. ~213-, GIDDINGS et coll. -81-).

La matrice conti?nt également des glycoprotéines identifiables

par leur taux respectif en hydroxyproline ou en sérine. Dans ces



FIGURE 17

STRUCTURE DE LA PAROI DES CELLULES VEGETALES (ALBERSHEIM,. 1975)
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glycoprotéines, l'hydroxyproline est reliée & la partie glycannique,
par l'intermédiaire d'un arabinose, tandis gue la sérine est couplée
4 un résidu de galactose (LAMPORT —161;162-163-).

Ces protéines sont elles-mémes rattachées & la trame polysaccha-
ridiqﬁe par des liaisons dont la nature et la distribution varient
d'une plante & 1'autre (PRESTON -244~-). Il semblerait toutefois que
les glycoprotéines pauvres en hydroxyproline soient fixées aux
hémicelluloses par l'intermédiaire de leur galéctane (TALMADGE et
coll, -292-, SELVENDRAN -273-). Ces résultats sont cependant contro-
versés (PRESTON -244-).

Quelgues modéles de paroi ont été proposés (KEEGSTRA et coll.
-139-, MORRIS et coll. ~-211-, ALBERSHEIM ~2-, ROLAND et coll. =-258-).
Nous avons reporté figure 17 le modéle d'ALBERSHEIM, gui bien qu'im-
parfait rend compte des proportions relatives entre les divers com-
posants et des liaisons covalentes existantes. Toutefois, les liaisons
entre polysaccharides et glycoprotéines, ou encore entre Ca

2+ et

polyuronides n'apparaissent'pas.

B -~ STRUCTURE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE
Il-;;;;;;-;;;;;‘;T;;;;;;;LE;;;‘;;;—Ia nature chimique de la

membrane plasmique végétale gque sur celle des animaux. L'analyse de
cette membrane est malaisée car il est difficile d'obtenir des préf
parations membranaires pures. En effet, le marqueur d'identification
classigue des membranes animales (la 5' nucleotidase) est totalement
absent des végétaux. Cependant la membrane végétale est morphologi-
gquement similaire & celle des animaux. Elle est également constituée
de lipides, de protéines et de carbohydrates. Les proportions exactes

de ces composés varient en fonction du type de membrane et de son

degré de spécialisation (MORRE ~209-, SITTE -283-).



Les lipides membranaires sont compesés principalement de
glycérophosphatides combinés & des stérols, des glycérides neutres,
des sphingolirides et des glycolipides. Ces lipides possédent une
composition en acides gras trés hétérogéne, bien gqgue cette distri-
bution-soit contr8lée avec une grande précision_(MORRE -209-). Les
membranes végétales différent des membranes animales par leur relative
pauvreté en glycosphingolipides, par contre elles possédent les mémes
classes de phospholipides (EITCHCOCK-NICEOLS -~117-, GALLIARD-MERCIER
-88~-, MAZLIAK ~-198-, MOREAU -205-).

Le spectre des protéines membranaires défini aprés é€lectrophoreése
en gel de polyacrylamide est é€galement trés large (MORRE =-209-).
Cependant, la majorité de ces protéines sont incomplétement identifiées.
Comme dans le régne animal elles sont classées en fonction de leur
activité enzymatigue ou de leur position dans la membrane (intrinséque,
transmembranaire, etc¢...). La structure méme de ces protéines (hydro-
philes ou hydrophobes) définit leur degré d'association avec les
lipides membranaires. L'organisation précise lipide~-protéine est
encore, comme pour les membranes animales, mal définie. Cependant,
c'est le modéle de SINGER et NICOLSON gui est le plus généralement
admis,

‘De plus récentes études (MORRE -209- et DAUWALDER -58-,

MAZLIAK -198B-) ont permis de montrer gue la synthése des membranes
animales et végétales mettaient en oeuvre les mémes processus de
fabrication et de maturation de leurs composants. En effet, les
protéines et lipides destinés & étre intégrés dans les membranes
plasmigques doivent traverser divers compartiments cellulaires avant
dtatteindre leur ultime destination. Les mécanismes responsables gu
mouvement des composés membranaires sont définis sous le terme anglo-

saxon de "membrane flow" ou encore recyclage des vésicules.



Les premiéres études au microscope de l'interconversion des membranes
cellulaires (voir les revues de MORRE et coll. -210-, WAKSMAN et
coll. -309~) ont montré que :

1) les composants des membranes dévient les uns des autres de
la fagon suivante : enveloppe nucléaire empm réticulum endoplasmique
rugueux wep réticulum endoplasmigue lisse wwpe appareil de GOlgl i
vésicules de sécrétion w-p» membrane plasmique. Cette filiation des
membranes est la premiére caractéristique du "membrane flow".

2) il existe une continuité spatiale entre les différents com-
partiments cellulaires qui est soit directe (ex. : membrane nucléaire-
réticulum endoplasmique), soit réalisée par l'intermédiaire de fins
tubules qui relient par exemple l'apparail de Golgi aux membranes
plasmiques.

3) quand il n'existe pas de continuité directe, des vésicules
de transfert assurent le relais.

Les études biochimigques ont permis de souligner les différences
de constitution existant entre ces diverses membranes intracellulaires
(MORRE et coll. -210-).

La migration des constituants membranaires entre les territoires
cellulaires adjacents suppose un phénoméne de diffusion latérale
dans la bicouche lipidique (WAKSMAN et coll. ~305-). Cependant, ce
concept primordial ne peut & lui seul expliquer toutes les facettes
du "membrane flow". Au phénoméne de diffusion se superpose un processus
de recyclage des vésicules. Aux frontiéres entre les différents com-
partiments cellulaires, des vésicules transportant les composés mem-
branaires bourgeonnent, et vont fusionner avec les membranes d'un
autre compartiment et y déverser leur contenu pour finalement revenir
vers leur compartiment d'origine. Ces mouvements reposent sur deux

processus



FIGURE 18

MECANISMES DE RECONNAISSANCE CELLULAIRE CHEZ LES VEGETAUX
(CLARKE ET GLEESON)
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1 - 1l'exocytose : transport et "décharge” de matériel intra-
cellulaire dans l'espace extracellulaire par l'intermédiaire de
vésicules, |

2 - l'endocytose : la membrane plasmique s'invagine en captant

ou non 4du matériel.

III - MODALITES D'UN EVENTUEL MECANISME DE RECONNAISSANCE CHEZ

LES VEGETAUX

C'est & CLARKE et coll. ~46-48~ gue l'on doit 1l'analyse des
modalités d'un éventuel mécanisme de reconnaissance chez les végétaux.
Les diverses possibilités sont résumées figure n° 18 , et reposent
sur la présence de plasmodesmes et sur le rdle passif ou non de la

paroci.

A - COMMUNICATIONS AU NIVEAU DES PLASMODESMES

Les communications intercellulaires et donc éventuellement la
discrimination soi - non soi ' peuvent transiter par les plasmodesmes :
structures provenant apparemment d'extensions des membranes plasmiques
dans la paroi et réalisant au travers de cette derniére, des connections
entre les divers compartiments cytoplasmigues (ROBARDS ~249-, CARPITA
-40-). Ces plasmodesmes pourraient représenter des chemins possibles
pour un échange d'informations via les membranes plasmigues. Cependant
les mouvements & 1'intérieur de ces.canaux semblent restreints aux
molécules devmoins de 1000 daltons. Selon CLARKE -48-, les communi-
cations transitant par les plasmodesmes seraient importantes dans
les échanges d'informations intercellulaires, mais ne seraient en
aucun cas impliquées dans les systémes de reconnaissance extracel-

lulaire, ni dans la discrimination.



CLARKE -48- émet l'idée gue lors 4u contact entre "grain de
pollen et cellule stigmatigue” ou entre "tube pollinigue et cellule
stylaire", l'accolement des parois cellulaires est & l'origine d'une
sorte de "réorganisation ou déformation” des composants de la paroi
qui transmettrait un signal & la membrane plasmigue, gqui & son tour,
l'induirait au compartiment cytoplasmique (Figure n° 18).

Seuls les composés de type oligosaccharidigue pourraient é&tre
impliqués dans ce type de réaction car ils possédent un pouvoir de
discrimination. '

Une interaction complémentaire entre les polysaccharides
pariétaux des celiules induirait des perturbations du gel matriciel.
De telles interactions affectant ainsi les propriétés de gel de la
parol ont été reportées (MORRIS et coll. =-211-). Cependant, les
connaissances encore trop fragmentaires sur les associations inter-
molécul#ires et l'organisation de la paroi ne permettent pas de
d&8finir plus en détail le rdle des constituants pariétaux.

Une variante & ce mécanisme peut é&tre proposée (CLARKE -48-).
Un signal extracellulaire est regu & la surface de la paroi, puis
transm;s & la membrane plasmigue par un mécanisme impligquant pertur-
bations de la paroi ou émission d'un second messager.

Ces modéles reposent sur un rdle actif joué par la paroi.
C - TRANSMISSION PASSIVE DU SIGNAL DE RECONNAISSANCE DE LA

Un autre mécanisme peut €tre envisagé dans lequel la paroi joue
un r8le passif de tamis. Il se peut en effet que le signal moléculaire
issu d'une cellule donnée diffuse directement au travers de la paroi

et se fixe sur les récepteurs membranaires spécifiques. En effet, les



molécules de diamétre inférieur 8 5 nm (éguivalent pour une protéine
globulaire & un pm de 17000) peuvent diffuser librement au travers de
la éaroi (CARPITA et coll. ~-40-) de sorte gue cette transmission
passive 4'un signal est envisageable (Figure n® 18).

Malgré le peu de données précises sur le phénoméne de la
reconnaissance chez les plantes, il semblerait gQue ce processus de
transmission passive du signal au travers de la paroi, soit & la
base de la discrimination self - non self (CLARKE -48~) et en parti-
culier dans les interactions hdte-parasite du soja et de_Phytophto&a
megaspenma var. 40fae. En effet leurs interactions ne peuvent s'ex-
pliguer que par la diffusion de polysaccharides de faible poids molé-
culaire issus de la paroi du champignon vers les récepteurs
complémentaires de la membrane plasmique de 1'hdte (ALBERSHEIM~VALENT
-5-)}. 11 existe de nombreux autres cas de ce type (CLARKE-KNOX =-47-,
ALBERSHEIM et coll. =-3-, LIENER =-174-, CALLOW ~38-, SEQUEIRA -274-,

SCHMIDT =-268-).

D - CONCLUSION

Il semblé donc gque des récepteurs semblables & ceux rencontrés
chez les animaux puissent jouer un rdle dans les phénoménes de dis-
crimination " soi - non s0i " gui président & la fertilisation chez
les plantes.

L.a réception de l'information peut étreienvisagée en terme de
liaison entre un ligand porteur d'un message et un récepteur spéci-
fique capable de décoder le message.

L'émission d'une réponse intra~cytoplasmigue consécutive &

l'étape de reconnaissance peut également se concevoir comme résultant
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-~ de l'activation d'enzymes périphérigues impligqués soit dans
le transport actif des ions, soit dans la production de nucléotides
cycligues (cAMP~cGMP),

- ou encore de l'internalisation de la totalité ou d'une partie
d'une macromolécule biologiquement active, mettant en jeu des éléments
contractiles dqu cytoplasme.

L'existence de la paroi végétale ne nuit en rien aux modalités
de la reconnaissance telle gu'elle est envisagée dans la cellule
animale. Elle peut se comparer au glycolemme de ces cellules animales,
sorte de manteau cellulaire composé de protéoglycannes (DOLJANSKI ~-66-).

Ainsi la discrimination issue du contact entre pollen et pistil
peut se concevoir, &8 l'instar des cellules animales (revue de GREAVES
-97-), comme résultant (Figure n° 19).

~ d'une reconnaissance unilatérale (modéle de WEISS),

~ d'une reconnaissance bilatérale (modéle de BURGER et coll.),

~ d'une reconnaissance faisant intervenir un troisiéme élément
le “"spacer"” anglo-saxon ou liant intermédiaire plus ou moins complexe

(modéle de BALSAMO et LILIEN).

IV - MOLECULES IMPLIQUEES EVENTUELLEMENT DANS L2 DISCRIMINATION

" .S0I - NON SOI " DES VEGETAUX

Nous venons d'envisager les diverses modalités de la reconnais-
sance chez les végétaux, ainsi gue l'éventualité d'interactions molé-
culaires impliguant les surfaces cellulaires.

Ces interactions se font par l'intermédiaire de macromolécules
caractérisées par leur position périphérigue et leur aptitude & nouer
des liaisons spécifiques.

En plus des protéines, et des glycoconjugués identiques & ceux

décrits pour la cellule animale, il convient d'envisager l'éventuelle



participation de composés typiquement végétaux. En effet, peuvent
&tre également considérés comme ligand (messager) ou comme récepteur
des molécules telles que les lectines, les arabinogalactanes, les

arbinoxylanes ou encore les allergénes et les phytocaléxines.

A - LES LECTINES

Les lectines ou agglutinines, sont des protéines ou des glyco-
protéines sans activité enzymatique, capables de se fixer spécifi-~
quement & certains oligosaccharides. D'abord mises en évidence chez
les plantes (LIS-SHARON -185-), les lectines peuvent également é&tre
extraites de virus, de bactéries, de champignons ainsi que d'inver-
tébrés ou de vertébrés‘(SHAkon—LIS ~-276-, BARONDES ~18-).

Les propriétés agglutinantes des lectines dépendent de leur
liaison sur des glycoconjugués de surface spécifigques. Il semble
actuellement gue les récepteurs des lectines soient des oligosaccha-
rides branchés trés complexes. lLe site de combinaison impliguerait
plusieurs résidus osidigues, dont la séquence d'enchainement détermi-
nerait la spécificité.

Bien qgue les lectines soient dotées d'un pouvoir de discrimi-
nation, leur rdle et leur participation dans les processus de recon-
naissance ne sont pas encore clairemént définis (MARX -194-).

Il se pourrait cque certaines lectines encore inconnues, réagissant
avec des oses tels cue rhamnose, arabinose ou acides uronigues, et
donc non détectables par des tests d'hémagglutination, soient impliguées
dans les processus de reconnaissance chez les végétaux. En effet, les
lectines sont rattachées aux membranes par les résidus osidigues, et
peuvent jouer un réle capital dans les phénoménes de contact et de

fusion membranaire (CLARKE-KNOX -46-).



D'autres rdles leurs sont également attribués. Les lectines
pourraient servir d'anticorps chez les végétaux, assurer le transport
cou le stockage des sucres, protéger la plante contre les invasions
fongiques ou encore &tre impliguées dans l'organisation des systémes
multienzymatiques de nature glycoprotéique (ALBERSHEIM et coll. -3-,
LIENER ~174-~). Le contrbSle'de la germination, de la division cellulaire,
des relations symbiotiques, des interactions plantes-agents pathogénes
sont autant de processus dans lesquels les lectines peuvent avoir leur

importance (CLARKE-KNOX =46-).

B - LES PHYTOALEXINES

Les plantes réagissent & l'invasion par les virus, les bactéries
ou les champignons par la production de phytoalexines qui inhibent
leur croissance. Ces phytoalexines sont produites méme si le micro-~-
organisme n'est pas pathogéne. Les mécanismes gu‘'utilisent les orga-
nismes compatibles pour inhiber l'effet des phytoalexines ne sont
pas connus.

Les molécules ou "elicitor" capables de produire 1l'accumulation
de phytoalexines sont toutes des /31—3 glucanes substitués en position 6
(KEEN -140-, ALBERSHEIM et coll. -4-). L'elicitor le plus petit,
capable d’induire la synthése de phytoalexines telles que la glycéol-
line présentée figure n® 20, est composé de 8 résidus osidiques.

Ces composé€s, par leur capacité & reconnaltre et & fixer certaines
molécules étrangéres peuvent donc étre impligqués dans les processus

de reconnaissance.



FIGURE 20
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C - LES COMPOSANTS DE LA PAROI CELLULAIRE

Ces composants de la paroi cellulaire pourraient également étre
associés aux processus de reconnaissance. En effet, leur localisation
4 la surface cellulaire et leur capacité 3 fixer d'autres molécules
telles gque l'antigéne artificiel présenté figure n® 2la, en font des
candidats potentiels.

Leur structure, pfésentée figure n° 21b, a été déterminée ~par
ANDERSON ét coll. -222-. Ils sont composés d'un polymére princip#sl
d'unités galactosyl reliées par des liaisons osidiques en j31-3, sur
lequel viennent se brancher des polyméres de galactose (liaisorf“"«j&lwe)
substitués par des résidus d'arabinose. Le rattachement a la paitie
protéique est assuré par'une liaison de type osidigue entre hwédgoxy-
proline et galactose.

Cette structure branchée complexe peut définir une certainme

stérospécificité nécessaire au processus de reconnaissance.

b) Les arabinoxylanes
- T R T w TR DI
hAutres composants de la paroi, les arabinoxylanes possédent
également une capacité potentielle de reconnaissance. Ils sont agglu-

tinants pour les hématies, au méme titre que la concanavaline 2

(CLARKE~KNOX =-46-).

D - LES ALLERGENES
Les allergénes induisent une réponse allergigue chez l'homme,
et interagissent avec des immunoglobulines spécifiques : les IgE. La
fixation des allergénes sur une cellule réceptrice provogque la libé-

ration d'amines actives dont résultent les symptémes allergiques.



Le plus souvent, les allergénes sont des protéines ou glycopro-
téines acides dont les poids moléculaires s'échelonnent entre 5000 et
40000. Leur localisation est restreinte & la paroi du pollen.

Leurs propriétés antigéniques et leur capacité & se liexr aux IgE

en font des candidats potentiels pour les processus de reconnaissance.

E - LES DETERMINANTS CELLULAIRES

Le terme de déterminants cellulaires désigne l'ensemble des
glycoconjugués de surface qu'ils soient de nature lipidigue ou pro-
téigue. La définition des déterminants ou margueurs cellulaires a
été plus difficile dans les cellules végétales gque dans les cellules
animales de par la présence méme de la paroi. Cependant, il a été
possible de produlre des anticorps dirigés contre des extraits
tissulaires. La preuve de l'existence de déterminants cellulaires
chez les végétaux découle des travaux sur les greffes (MOORE -203-).

Puisgu'il est établi gue glycoprotéines, glycolipides, lectines,
phytoalexines ou arabinogalactanes peuvent prendre part aux processus
de reconnaissance, nous nous proposons d'évaluer leur participation

dans les interactions pollen-pistils.

V - NATURE DES COMPOSES IMPLIQUES DANS LA RECONNAISSANCE POLLEN-PISTIL

Jusqu'é& ces derniéxes années, 11 n'existe pas ou peu de travaux
concernant la participation des glycolipides, arabincxylanes ou
phytoalexines dans les processus de discrimination soi - non soi’
qul président &8 la fertilisation.

Seules les lectines, arabinogalactanes et les protéines ont été

étudiés.



FIGURE 21

A STRUCTURE D'UN ANTIGENE ARTIFICIEL SE FIXANT SUR LES ARABINOGALACTANES
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A -~ LES LECTINES
Un;-;;;;;;;—;-été isolée du stigmate et du style de Paimuda qui
posséde un systéme sporophytique d'autoincompatibilité. Cette lectine
inhibe .{rn vitro la croissance du tuﬁe pollinigque incompatible et favo-
rise celle du tube pollinigue compatible. Lorsgue cette lectine est
adsorbée sur des préparations de membranes érythrocyﬁaires, elle
perd toute activité hémagglutinante ou sur la croissance du pollen

(GOLYNSKAYA et coll. -95-). Cependant, c'est le seul résultat reliant

lectine et incompatibilité.

B - LES ARABINOGALACTANES

Ce-;;;;-;;;-;;;;;;;;-;;és répandus dans le régne végétal, et
ils ont été mis en évidence également dans les sécrétions stylaires
de L{ifLium (LOEWUS et coll. ~-186-, CLARKE-GLEESON -48-), ainsi qu'au
niveau du pollen (KIND et coll. -144-).

Mais le rdle précis de ces arabinogalactanes dans le processus
d'autoincompatiblité n'est pas encore d&fini (CLARKE et GLEESON -48-).
En effet, bien gque ces composés possédent des séquences qligcsacchari-
digques spécifiques, il semble gue leur trop large distribution dans
la plante, ne puisse coincider avec¢ un rdle régulateur dans la ferti-
lisation. Leur r&le serait de servir de gomme adhésive au moment de
la pollinisation et/ou de milieu nutritionnel. Ils ne joueraient que

le rdle passif de matrice de germination (LABARCA-LOEWUS -158-159-,

CLARKE~GLEESON -48-).

C ~ LES PROTEINES ET LES GLYCOPROTEINES

- - ——— . - G A e Wy A - - -

Trés rapidement l'analyse de 1l'autoincompatibilité de fécondation

-

s'est orientée vers la recherche du produit du géne § d'incompatibilité.



La plupart des résultats ont é€té obtenus par localisation cyto-
chimique ou par utilisation d'antisérums dirigés contre des extraits
végétaux ; deux technigues dont la valeur est limitée sinon discutable
(CLARKE-GLEESON =~48-).

Les résultats obtenus seront exposés en fonction du systéme

de pollinisation.

a) AIS et protéines de surface

_— e e e e T e R eTeN TR -

Le systéme le plus simple & analyser correspond & l'autoincom-
patibilité sporophytigque de fécondation. En effet, les interactions
"se limitent au grain de pollen et & la papille stigmatigue. Nous

exposerons donc les résultats obtenus chez Brassica.

al) Protéines de la papille stigmatigue
ErrrmrsssCezsssCorsrroSomsmssTSSmes

Par différentes technigues immunologigues et électrophorétiques,
NASRALLAH et c¢oll., ~-218-219-220-221-222~ ainsi gque SEDGELEY ~-272-
mettent en évidence la présence de protéines antigéniques spécifiques
d'alléles S chez Brassdica. De méme, en utilisant des techniques
d'électrofocalisation NISHIO et HINATA -228-229-230~231-232- démontrent
la présence de glycoprotéines spécifiques d'alléles S dans des homo-
génats stigmatigues de Brassica (EINATA-NISHIO -116-).

Cependant, rien ne prouve gue ces protéines ou glycoprotéines
trouvées dans les homogénats de Brassica soient impliquées dans la
réaction de reconnaissance (ROBERTS et coll. =-253-).

Les stigmates immatures ne possédent pas de systémes d'incompa-
tibilité. Un composé nouveau est acquis avec la maturité du pistil.
L'apparition d'une seule glycoprotéine colncidant avec le développement

de la réponse autoincompatible aurait été significative (ROBERTS et



coll ~252-, STEAD et coll. =-285-). Malheureusement, cette glycopro-
téine n'a jamais pu &tre identifiée.

Il semble cependant qu'un glycoconjugué fixant la concanavaline
{Con A) apparaisse lors de la maturité florale (KNOX et coll.
-150-). Par contre, il n'existe aucune liaison entre les jeunes
boutons floraux et la Con A. De plus le nouveau complexe "glycocon-
jugué stigmatique~Con A" inhibe l'entrée du tube pollinique dans la
papille stigmatique soit en masquant un glycoconjugué spécifigque soit

en provogquant un encombrement stérique néfaste. .

a2) Protéines du pollen
i

De nombreuses revues générales ont été consacrées aux consti-
tuants de la paroil peollinique (HOWLETT et coll. -122-123-, MASCARENEAS
-195-, LUNDEN -~188-). La paroci pollinique présente une architecture
bien adaptée au stockage de macromolécules.

Un nombre impressionnant de protéines douées ou non d'activités
enzymatiques est décelé (KNOX et coll. ~-146-148-149-) et l'électrofo-
calisation d'un homogénat de pollen peut révéler jusqu'a'trente bandes
protéiques (NISEIO-EINATA -230-). Cependant, aucune différence élec-
trophorétique ou antigénique n'est reportée en fonction des alléles S
d'incompatibilité (NASRALLAH et coll. =-218-).

Pourtant "l'effet mentor" semble prouver gu'une information
relative au comportement compatible ou incompatible est contenue
dans le pollen. L'effet mentor désigng le réle—jéuégpafuﬂn §ollen
compa;ible t;é, gui mélangé & un pollen incompatible vivant, permet
la croissance normale dg ce pollen sur un stigmate incompatible. Cet
effet ment;r du pollen a été interprété comme la diffusion d'un
facteur pofteur d'une information spécifique et perturbant la

reconnaissance du pollen incompatible (KNOX et coll.~147-, RANSLU

et coll. -237-).



I1 semblerait gue cette impossibilité & mettre en évidence des
protéines spécifigques du géne S soit due & la présence de lipides dans
la paroi pollinigue (ROGGEN -255-). Leur extraction nécessiterait
l1'emploi de détergents tel le Triton X-100.

Aprés €lectrofocalisation, ces extraits réalisés en présence de
Triton, se décomposent en bandes protéigques dans la zone correspondant
aux pH 8-9. Ces macromolécules seraient codées par le sporophyte
parental (DICKINSON et coll. =-63-) et pourraient &tre impliquées dans
le contrdle de la fécondation (ROBERTS et coll. ~-253-). Cependant,

ici encore rien ne le prouve.

b) AIG et protéines de surface
- e e R e el e RN e RNe eSS -

Les interactions, nous l'avons vu, sont beaucoup plus complexes
dans les systémes oQ le contrdle de la reproduction repose uniquement
sur le gamétophyte. Elles procédent du contact entre grain de pollen
ou tube pollinigue et cellules stigmatigues ou stylaires.

La méme recherche d'un produit du géne S de nature protéique

a été entreprise au niveau du pollen et des différentes parties du

pistil dans les espéces & AIG.

bil) Protéines du pistil
2 2+ 22 23 F 3 3 5 3 5 3 5 3 33
La premiére question gui s'est posée, pour les espéces & AIG :
est celle de la participation du stigmate & la réaction d'incompati=
bilité. Comme la réaction d'auto-rejet est localisée exclusivement
dans le style, l'éventualité d'une participation active du stigmate
semblait problématique.

D'aprés les travaux de KONAR-LINSKENS -151~ le facteur sgpéci-

figue du géne S est absent du stigmate considéré comme neutre. Les



récentes manipulations microchirurgicales réalisées sur L{€{um (LAWSON
et coll. -165~) ont montré gque le stigmate ne participait pas a la
réaction d'incompatibilité dans les systémes 4d'AIG. Selon ASCHER -15-,
ie gamétophyte mile ne serait en contact avec le produit du géne S
gqu'au niveau du style.

La recherche d'un produit de nature protéique codé par le géne S
a été entreprise pour de nombreuses plantes. Il a été possible de
mettre en évidence des protéines spécifiques du géne S dans le style
de Petuni{a (LINSKENS -176-, VANDERDONK -301-), de Prunué (CLARKE et
GLEESON -48-), de lycopersicum (De NETTANCOURT et coll. -224-), de
N;:lcozx;ana (BREDEMEIJER et coll. -27-) et de L{fium (DICKINSON et
coll. =-65-).

Récemment, BREDEMEIJER et coll., =27~ ont également mis en
évidence l'existence de protéines cocdées par le géne S au niveau du
stigmate mature de Nicoflana, suggérant ainsi l'existence d'un contrdle
unique de la reproduction. De plus, il semblerait gu'aprés 12 heures
d'autopollinisation, il y ait synthése de polypeptides particuliers
(FRANKEL et coll. =-80-). |

Cependant, comme pour les systémes d'AIS, il n'existe aucune
preuve, ni démonstration de la participation de ces protéines dans

les phénoménes de reconnaissance et de discrimination.

b2) Protéines du pollen
ERTEaTERISI TR
Il a été possible également de corréler présence de protéines
spécifiques et génotype d'incompatibilité dans le pollen des plantes

4 AIG. Nous ne citerons gue les travaux pionniers de LEWIS sur

Oenothera -170-, ainsi que les nombreuses revues générales (BRIS -35-,



- 68 -

MASCARENBAS -195-, HOWLETT -122-123-). pe probléme majeur est donc de
définir précisément le rdle de ces protéines spécifigues du pollen
et. également du pistil, qui curieusement apparaissent lors de la
maturité florale et gui sont tout aussi curieusement strictement
localisées dans le stigmate ou le style et qui éventuellement doivent
jouer un rdle dans la reconnaissance.

Cependant, aucune preuve de leur participation aux phénoménes

de reconnaissance n'a été 4 ce jour avancée.

VI - CONCLUSION

Un grand nombre d'hypothéses concernant la mise en place et le
mécanisme de contrdle de l'autoincompatibilité ont été proposées
(LEWIS ~168-172~-, NASRALLAH et coll. -220-, PANDEY -239~, ASCHER -10-,
KROES =-155-, LINSKENS -178-, BESLOP~BARRISSON =-113-, VANDERDONK -301-,
FERRARI~WALLACE ~-75-~, CLARKE~-GLEESON -48-). Nous n'entrerons pas
dans les détails de ces modéles (voir pour revue BRIS et coll. -35-).

Aucun modéle n'a été unanimement accepté. Ils postulent tous
l'existence d';ne reconnaissance entre le pollen et le stigmate.

Pour HESLOP-HARRISON -113- et VANDERDONK -301- les récepteurs
seraient localisés dans le pistil (stigmate en AIS, style en RAIG),
le pollen n'apporterait gue le ligand spécifigue de 1l'alléle d'incom-
patibilité. Inversement PANDEY -239- et FERRARI ~-75- conférent aux
structures polliniques le r8le de récepteur, le pistil apportant le
ligand spécifique. |

La localisation du récepteur est importante étant donné le
double rdle qu'il joue dans la réception et l'analyse d'une information,

ainsi que dans l'induction d'une réponse intra-cytoplasmigue.
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Par contre,tous sont unanimes sur la nature protéigue du couple
récepteur-ligand. Or, la mise en évidence de protéines spécifiques
n'est pas une régle générale. De plus, l'existence de protéines
spécifiques dans le pollen et dans le pistil n'a pu &tre réalisée
que pour Petunrndia hybrida (CLARKE~GLEESON -48-), et rien ne prouve
gqu'elles participent vraiment 4 la réaction de reconnaissance.

L'analyse des systémes 4’'AIS et A'AIG nous a conduit 3
envisager un double contrdle de l'incompatibilité et la participation

des glycoclipides.
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CHAPITRE 1

HYPOTHESE DE TRAVAIL

I - INTRODUCTION

Les faits les plus importants qui permettent de distinguer les
deux types de contrdle de l'autoincompatibilité (AIS-AIG) ont trait :

- au temps gui s'écoule entre le moment ol un grain de pollen
arrive sur la papille stigmatique et le moment ol s'effectue la
réaction d'auto-rejet (trés court pour les systémes 4'AIS, trés
long pour les systémes d'AIG)y

-~ aux corrélations frappantes existant entre la cytologie du
pollen ou du stigmate et la localisation dans le temps et l'espace
de la réaction d'auto-rejet,

- au contrdle génétique lui-méme, avec l'intervention ou non
d'un contrdle sporophytigue parental par l'intermédiaire des matériaux
contenus dans la paroi pollinique.

Le contrdle sporophytique de l'incompatibilité est trés brutal
et dépend d'un grain de pollen trinucléé dont le noyau a»effectué
toutes ses divisions. Le contrdle gamétophytigue s'installe plus
lentement et dépend d'un grain de pollen binucléé auguel mangue un
cycle de division qu'il achévera en temps que tube pollinigque dans les
tissus du style.

De plus trois facteurs semblent importants dans l'installation
de la réaction d‘'autoincompatibilité, ce sont la maturité du pistil

et du pollen, ainsi que 1'adhérence du pollen sur le stigmate.

A - IMPORTANCE DE LA MATURITE DU PISTIL

Le phénotype incompatible du picstil s'exprime & la maturité flo-



rale. En effet, les mécanismes responsables ée 1'AIS ou de 1'AIG
sont moins (sinon pas) efficaces guand les organes floraux sont
immatures ou trop &gés. Cette évolution de la réponse incompatible
en fonction de 1l'8ge du pistil a été utilisée pour surmonter les
barriéres & la fécondation.

Ainsi la méthode de pollinisation au stade de bouton floral
("Bud-pollination") a été employée avec succés sur des systémes &
AIG comme & AIS (LEWIS ~-169-, ASCEER-PELOQUIN -11~, BREDEMEIJER -26~).

De méme ASCHER et PELOQUIN -11- ont démontré que les styles
autopollinisés de L[{{{ium donnaient un certain nombre de graines
"illégitimes" et donc que l'&ge induisait une perte progressive de
la capacité de reconnaissance. ‘

Il existe donc une corrélation entre l'd8ge du bouton floral et

le degré d'inhibition du tube pollinigue (LINSKENS -177-).

B - IMPORTANCE DE LA MATURITE DU POLLEN’

SHIVANNA et coll. -279- ont démontré que l'idge du pollen ne
modifie pas la réaction d'auto-rejet chez Petunia axiflaris, plante
& AIG. »

Par contre, dans le cas de 1'AIS, une méthode pour lever les
barriéres d'incompatibilité consiste & prélever des jeunes microspores
gui n'ent pas encore subi leur maturation et de la leur faire achever
en milieu artificiel ou sur des anthéres de génotypes S différents.
Les pollens ainsi “maturés" artificiellement peuvent germer sur des
stigmates qui leur étaient auparavant incompatibles (De NETTANCOURT
-225-).

De plus, & bien des égards, le grain de pollen trinucléé semkle

mature et posséde tout un lot de protéines pré-synthétisées. Selon
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FERRARI et WALLACE ~-75~ 1les facteurs de reconnaissance sont déja
présents. Leur d4épbSt s'est fait, sous le contrdéle du sporophyte
parental, lors de la maturation du grain de pollen dans l'anthére.
Le grain de pollen binucléé semble lui immature. Peut-~€tre
acquiert~-il sa totale maturité lors de la derniére division de son
noyau dans le style.
Cette différence de maturité entre ces deux types de grains

de pollen pourrait &tre & la base de 1'AIS et de 1'AIG.

C - IMPORTANCE DE L'ADHEESION

La‘;;;;;;;;-;;;;_I;;;;I;;-le systéme 4d'AIS s'installe, confére
une importance particuliére'aux éveénements précédant la germination
du tube pollinigue (ROBERTS et coll. -253~). Ces événements consistent
en la capture du grain de pollen, son adhésion sur la papille stigma-
tique, les interactions pollen stigmate, ainsi gue l'hydratation du
grain de pollen.

ROGGEN -256~- a pu mettre en évidence des différences entre
l1'adhérence d'un pollen compatible et celle d'un pollen incompatible.
Pendant les 15 premiéres minutes gqui succédent & son dépét sur
le stigmate, le grain de pollen incompatible adhére moins bien & 1la
papille que le grain compatible (STEAD et coll. -285-). Deux heures
aprés, il n'est plus possible de faire la distinction entre pollen
compatible ou non. Leur adhérence & la papille stigmatigue est alors
identique.

Selon STEAD et coll. ~-286~, les protéines de la papille stigma-
tigue sont responsables de cette adhérence du grain de pollen. Une
digestion par la pronase de la surface stigmatique empéche l'adhécsion

des grains de pollen. Cependant, le stigmate retrouve en 90 minutes

ses propriétés adhésives. Le turn-over des protéines de surface est



trés rapide et comparable & celui des protéines de surface animales
{VERNAY et coll. -305-).

L'adhésion d'un grain de pollen sur une papille stigmatigque
est donc un phénoméne important dans la séguence d'événements con-
duisant 4 la croissance du pollen compatible. Cette séquence se
subdivise en 4 temps (ROBERTS et coll. =-252-253-).

a) aprés 10-15 minutes de pollinisation, le pollen adhére au
stigmate, sa paroi se gélifie ;

b) puis il s'hydrate. Ce processus est facilité par un changement
dans les propriétés physiques de sa paroi ;

¢) il germe et perfectionne sa liaison avec le stigmate ;

4d) une cutinase est activée gui permet la pénétration de la
papille stigmatigue.

Les troils derniédres étapes correspondent & l'expression d'une
induction. La reconnaissance cellulaire doit avoir lieu en méme temps
ou peu aprés la fixation du pollen sur la papille sitgmatique.

Une gquestion se pose : adhésion et reconnaissance sont—ellés un

seul et méme phénoméne ? ou procédent-elle d'une double reconnaissance ?

D - EXEMPLE D'UNE DOUBLE RECONNAISSANCE

- — . - S S G e G T D G b e SR -

Il existe chez les animaux des processus ol une double recon-
naissance est nécessaire pour gue l'induction d'une rxéponse soit
possible. C'est ainsi gue certains aspects de la structure des systémes
d'histocompatibilité et leur association avec les membranes cellulaires
ont permis éde comprendre la séquence complexe d'événements participant
& la discrimination. o

Les antigénes d'histocompatibilité (HL-A pour l'homme, Ez pour

la souris) sont des glycoprotéines de surface présentant un polymor-

phisme génétique considérable. Leur présence et celle d'antigénes



viraux sont indispensables & l'expression de la cytotoxicité des
lymphocytes T (ZINKERNAGEL et coll. -320-, SCERADER et coll. =-270-).
La réponse cytotoxigque dépend d'une double reconnaissance de 1'anti-
géne H2 et de l'antigéne viral (Figure n° 22a).

Ces différents points : maturité du pollen, adhérence & la
papillé stigmatique, ainsi que l'existence dans la nature d'une double
reconnaissance nous ont conduit & proposer l'analyse du contrdle de
l'autoincompatibilité comme hypothése de travail pour l'étude des

glycoconjugués.

ITI - HYPOTHESE D'UN DOUBLE CONTROLE DE L'AUTOINCOMPATIBILITE

A - COMPOSANTES DU MODELE
No;;;‘;;;;;;;;;_;;;-;;;ée sur le fait gue l'expression de 1'AIS
comme de 1'AIG est la conséquence d'interactions et de discrimination,
entre organes mdles et femelles, situées & deux niveaux fonctionnels.
- au niveau de 1'adhésion pollen-stigmate,
- au niveau de la sélection des gamétes propres & la fécondation ;
ce second systéme d'interactions étant le plus restrictif.

Ces deux systémes font intervenir les glycoconjugués situés &

la surface cellulaire.

a) Régulation de l'adhésion : systéme RA
-— e e R e e et e e e T w e T e e e et T e I e D
Un premier systéme régulerait l'adhésion du pollen sur la
papille stigmatique (systéme RA).
Généralement les glycoconjugués sont impligqués dans les processus
d'adhésion mais les mécanismes exacts ne sont pas é€lucidés (HUGHES
~124~). En effet, les résultats obtenus ne permettent pas & ce jour

une explication unigque du phénoméne. Les divers concepts sont résumés

figure n° 22b.
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La possibilité de formation de ponts hydrogéne entre deux
glycannes a é€té avancée (JONES -129-), de méme que la formation d'un
complexe stéréospécifique entre un glycanne et un récepteur. Dans ce
cas, le récepteur peut &tre soit une ectcsyltransférase (ROSEMAN =259-,
ROTH et coll. -261-), soit une lectine (FRAZIER-GLASER -82-).

La derniére possibilité fait intervenir un facteur d'agrégation
comme l'ont montré OPPENEEIMER -238 ou TURNER et BURGER ~-296-.

Il semblerait, d'aprés les expériences "d'effet mentor" que
l'hypothése d'un facteur d'agrégation puisse convenir aux systémes
RA. Ce facteur d'agrégation diffusible pourrait &tre une molécule
spécifiée par le sporophyte parental par exemple.

Une reconnaissance positive au niveau de ce récepteur RA entrali-
nerait une adhésion rapide du grain de pollen sur la papille et des

modifications de la perméabilité membranaire de part et d'autre.

b) Régulation de la sélection du gamétophyte : systéme RSG

- e e e - e e e T Re e S wm T e Rw e e e R e el e 5w I 2w I e IT e I e 2 e

Le second systéme serait, pour sa part, adapté & la discrimination
self - non self proprement dite et & la sélection des gamétophytes
compatibles, propres & la fertilisation.

Le ligand, comme le récepteur, serait spécifique et codé par
le géne d'incompatibilité. Le récepteur spécifique d'un alléle S serait
porté par le pollen et les cellules du pistil apporteraient le ligand
€également spécifigue d'un alléle S.

L'interaction fonctionnelle du couple ligand-récepteur permet-
trait la mise en route de systémes de synthéses nécessaires & la
progression rapide du tube pollinique.

La localisation du ligand serait restreinte & la surface stigma-

tique (AIS) ou diffuse dans le pistil (AIG).



FIGURE 23
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c) AIS ou AIG = maturation des déterminants de surface
Sy U PO PP P S U S

La différence entre les deux systémes AIS et AIGC se ferait
au niveau des systémes RSG ou RA (Figure n® 23).

Dans le cas des plantes & AIS tous les déterminants des deux
systémes RA et RSG sont présents au niveau du stigmate mature, comme
au niveau du pollen. Une double reconnaissance est possible.

Dans le cas des plantes & AIG, tous les déterminants de
stigmate existent. Par contre, le gamétophyte méle posséde les

déterminants du systéme RA mais pas ceux du systéme RSG qu'il

n'acguerra qgu'en se développant,dans les tissus stylaires.

B - MODALITES DU CONTROLE DE L'AIS : RECONNAISSANCE SIMULTANEE

Comme le pollen, 4éj& mature, posséde & sa surface les €léments
cognitifs des deux s&stémes de régulation RA et RSG (acguis au cours
de sa maturation dans l'anthére) ; la reconnaissance se fait trés
rapidement et simultanément au niveau des deux systémes.

Dans le cas d'une pollinisation compatible les deux récepteurs
sont le siége d'interactions positives simultanées qui aboutissent,
dans les deux cas, & l'émission d'une réponse intracytoplasmiqgue
spécifique. Le résultat est la mise en jeu de divers contrSles : de
la perméabilité, des mouvements d'eau et de l'activation de systémes
enzymatiques nécessaires & la germination, & la pénétration et & la
croissance 4u tube pollinique (Figure n® 24a).la réponse a la
double reconnaissance peut étre la mise en route d'un systéme de
régulation complexe comme celui proposé par FERRARI et WALLACE -75-.

Dans le cas d'un croisement incompatible, la dcuble reconnaissance

ne peut se faire. Aucun des deux systémes ne peut fonctionner. Le
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pollen ne peut donc pas germer sur la papille trop séche du stigmate,
le contrdle des mouvements d'eau n'ayant pas été induit. De méme
les systémes enzymatiques contrSlés par le récepteur RSG ne peuvent

fonctionner.

C - MODALITES DE CONTROLE DE L'AIG : RECONNAISSANCE SEQUENTIELLE
Le contrSle de 1'AIG repose également sur une double reconnais-
sance au niveau des récepteurs RA et RSG. Seulement les interactions
cellulaires ne sont pas immédiates & cause de la nécessité d'une

maturation des systémes pollinigues.

a) Interaction séguentielle : nécessité d'une maturation des
- e e e e e S w e = = e~ e S wm N e tm e TSN eaR e S w SR wil il -
déterminants polliniques
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Quelle que soit la pollinisation (compatible ou non) (Figure 24b),
1'adhérence du grain de pollen se fera. Elle résultera d'interactions
positives dans lé cas d'une pollinisation compatible, soit d'inte-
ractions non spécifiques dans le cas d'une pollinisation incompatible.

De méme 1'hydratation et la germination du pollen se fgront, dans
les deux cas {d'une fagon active pour la xénopollinisation ou passive
pour l'autopollinisation), car en régle générale le stigmate des
espéces & AIG est suffisamment humide pour servir de matrice de
germination. Puis le tube pollinigue crolt dans les tissus stylaires.

Ce début de croissance du tube pollinigue se fait au détriment
des réserves du pollen et permet l'apparition des déterminants spéei~
figques du second systéme RSG. Dés leur apparition & la surface du
tube pollinigue, les déterminants du systéme RSG rencontrent leurs

homologues stylaires. Le systéme RSG peut alors fonctionner.
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S8i la pollinisation est compatible, il y aura activation des
voies métaboliques nécessaires & la progression du tube pollinique.

Par contre, si le croisement est incompatible, il y aura accu-
mulation d'erreurs au niveau des chalnes métaboligues intracellulaires .
ce gui conduira & l'arrét de la croissance du tube pollinigue. Les
deux perturbations les plus importantes étant le dysfonctionnement
du contrdle de la perméabilité et celui de la biosynthésesBles

glycoconjugués,

b) Modalités de la maturation d'un déterminant
—_—_ e e e . S e e e e e I e e e e 5D e ID e S e 2 e I e 55—

L'apparition d'un déterminant peut se faire de deux maniéres
par synthése du déterminant 4définitif ou par maturation d'un
précurseur.

L'évolution d'un déterminant pré-existant d4éjad 3 l'état Qe
précurseur peut se faire soit par clivage protéolytigue de ce pré-

curseur, soit par maturation de ses chaines glycannigques (RUTISHAUSER

et coll. -263-).

bl) Clivage protéolytique d'un précurseur
SrmsmrrrzsrsszsocosEssmrsosososssoTosoo

Le précurseur ne peut intervenir dans la reconnaissance. Il
n'exprime aucune spécificité. Le fractionnement du précurseur par des
enzymes protéolytigues par exemple fait apparaitre le déterminant
proprement dit (figure n®° 25a), le contact devient alors possible.

Ainsi les interactions cellulaires peuvent étre contrdlées par
les déterminants qui naissent de la destruction partielle ou séquen~
tielle de glycoprotéines plus grosses.

Des contrdles de ce type ont été découverts dans les cellules

embryonnaires de rétine de Poulet (EDELMAN ~71-). Il est possible



gc

qu'une cascade de clivages affine le degré de spécificité d'un déter-~
minant. Les enzymes hydrolytiques impliqués seraient des contrdles
clefs.

b2) Maturation des chaines glycannigues
RS EEEEREEEr SRS RN ENESEEEEATNS

Bien qu'une modulation par protéclyse des déterminants de
surface puisse &tre nécessaire dans l'établissement des interxactions
cellulaires, il semble gue la maturation des glycannes des glycocon-
jugués soit extrémement importante. Elle est régle générale dans la
cellule animale.

Cette maturation se fait, dans la cellule végétale comme dans
la cellule animalg, par soustraction et/ou addition de résidus osi-
digques impliguant hydrolases et transférases (Figure n® 25b).

De toute manidre, guelle gue soit la fagon dont elle s'est

produite, la maturation des signaux bioclogiques et des récepteurs

est sous un contrdle génétigque trés strict. -

D - MODALITES DE LA REPONSE INCOMPATIBLE

Pe;-;;-;;;;;;-;;;;-;;;;;;;_;;;-;;-;;;;tionnement dﬁ récepteur,
ginon gque d'une interaction ligand-récepteur nait une réponse intra-
cytoplasmique spécifique. 2Ainsi un croisement incompatible provogque
une accumulation de déviations métaboligues (telles le dépdt de
callose) et l'arrét de la croissance du tube pollinigue. Il est
difficile de croire que cette accumulation d'erreurs dans les chalnes
de biosynthése soit‘l'effet du hasard. Le probléme de la signification

biologigue du dépdt de callose ou des perturbations de la perméabilité

membranaire est donc posé.



a) Dépbdt de callose : sa signification
EX-TF T - R A T T -TF -

Le dysfonctionnement du récepteur du systéme RSG provogue des
perturbations du métabolisme glucidique qui se traduisent par le dépdt
de callose.

Des lectines, jouant le r6le hypothétigque de transporteurs de
résidus osidigues pourraient €tre impligquées dans cette déviation

du métabolisme.

De plus la callose, qui est un /3 1-3 glucane, pourrait servir

d'effecteur dans un systéme analogue ay systéme des phytoalexines.
Sa mise en route provogquerait l'arrét de la croissance du tube
pollinique.

L'hypothése proposée par DUMAS-GAUDE =-67- d'une callose signal
de reconnaissance d'un systéme de contrSle de la croissance du tube

pollinique est représentée figure n° 26.

b) Modification de la perméabilité : sa signification
e S

Les modifications de la perméabilité membranaire semblent é&tre
directement en relation avec le contrSle de la croissance du tube
pollinique. .

Pour PICTON et STEER -242-, le calcium représente un facteur
important dans l'extension du tube pollinique ol il joue un double
rdle :

(a) sur le réseau fibrillaire gu'il stabilise ou non en fonction
de sa concentration,

(b) sur les microfilaments dont dépend la fusion des vésicules
(amenant les constituants membranaires) avec la membrane plasmigue

apicale du tube.

La croissance du tube pollinique reposerait sur deux processus
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ne possédant pas les mémes besoins en ca?t ; le premier étant inhibé
quand 1'autre est activé.

Il est possible que le disfonctionnement du systéme RSG, lors
d'une pollinisation incompatible, provogque une modification du trans-
port actif des ions par l1l'intermédiaire des ATPases.

Selon De NETTANCOURT et coll. =-224-~, HERRERO-DICKINSON -111-,
1'inhibition de la croissance du tube incompatible s'accompagne fré-
quemment d'un épaississement de sa paroi, ce.gqui.traduit une inhibi-
tion du pfocessus d'extension et une accélération du dépdt des cons-
tituants pariétaux, dues & de fortes concentrations intra-cytoplasmigues

en Ca2+.

III - CONCORDANCE AVEC LES RESULTATS PRECEDENTS

Cette hypothése basée sur une double reconnaissance et impliguant .
la nécessité d'une maturation des déterminants polliniques pour les
systémes & AIG permet d'expliquer la lenteur ou la brutalité de la
réaction d'auto-rejet dans 1'AIG et 1'AIS.

La localisation de la réaction de rejet dans les piantes & AIG
s'expliquerait par le temps mis par le tube pollinigue pour effectuer_
la maturation de ses déterminants.

Une telle hypothése n'infirme en rien les modéles 4'ASCHER -10-,
PANDEY ~-239-, LEWIS ~168-172~ ou de FERRARI ~-75-, elle les compléte.

De plus il existé une certaine concordance avec les résultats déjé

obtenus.

A - ADHESION ET HYDRATATION

o - o~ - -

Le fait gue le pollen incompatible adhére moins bien a la
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papille stigmatique (ROBERTS et coll. -253-) est en faveur d'une
reconnaissance spécifique impliquant ligand et récepteur.

Aprés deux heures de pollinisation, le grain incompatible finit
par adhérer & la surface stigmatique. Cette adhérence serait due & des
phénoménes non spécifigues comme ceux utilisés par le pollen compatible
pour parfaire sa fixation au stigmate et pourrait faire intervenir les
arabinogalactanes. De plus elle n'est en aucun cas suivie de 1'hydra-
tation et de la germination du pollen.

Pour les espéces & AIS, l'hydratation du pollen semble étre
la conséguence d'une reconnaissance spécifique ; les stigmates secs
ne permettant pas une hydratation passive du pollen.

Par contre les stigmates humides des plantes & AIG ne permettent

pas de distinguer ces deux types d'hydratation. Le pollen incompatible

peut s'hydrater facilement sur le stigmate.

B - CONCORDANCE AVEC CERTAINES EXPERIENCES DE LEVEE D'INCOMPATIBILITE
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Cette hypothése permettrait d'expliquer l'impossibilité_de lever
les barriéres d'autocincompatibilité en jouant sur "l'effe£ mentor”,
pour les espéces & AIG. Cet effet mentor n'est efficace gque pour les
plantes & AIS. Elle peut se comprendre (Figure n®27) par la diffu-
sion du facteur 4'agrégation du pollen tué compatible vers le récepteur
du pollen incompatible permettant ainsi l'hydratation et la germina-
tion du pollen incompatible. Une fois dans le stigmate le tube polli-
nigue ne rencontre plus aucun obstacle & sa progression.

Par contre, l'effet mentor des plantes a AIG n'est pas efficace,
car s'il permet une hydratation plus active du pollen, il ne peut

empécher la maturation des déterminants de surface du tube pollinigue



ni leur rencontre avec les déterminants du style. La sélection se
fera gquand méme.

L'absence de confusion lors de pollinisation réalisée avec du
pellen compatible et incompatible vivant, peut &tre due au fait que
le facteur d'agregation ayant une utilité fonctionnelle ne peut plus
diffuser 4 la surface stigmatiqgue.

Cette hypothése coincide également avec les travaux de
SHIVANNA et coll. =~-279~ démontrant'que, contrairement au pollen des
espéces 3 AIS, l'&ge du pollen des plantes & AIG ne modifiait pas la
réaction d'auto-rejet. En effet, ce n'est pas au cours de scn évolu-

tion dans l'anthére que le pollen acguiert sa maturité.

C - LEVEE DES BARRIERES D'INCOMPATIBILITE

Les barriéres d'incompatibilité peuvent &tre partiellement
levées pour Brassdica (AIS) par modifications des conditions envi-
ronnementales ou par traitement chimigque. Ainsi le fait de placer
les stigmates dans une atmosphére trés humide, ou trés chargée en
COZ' ou de les traiter & l'hexane ou au chloroforme affecte le degré
d'incompatibilité (ROGGEN -255-, NAKANISHII-EINATA -216-~, CARTER et
coll. =-41-42~, OCKENDON -237-).

Le premier traitement apporte suffisamment d'eau pour que le
pollen puisse germer sans gu'il y ait besoin d'activer les systémes
de perméation.

Les autres traitements, hexane ou chloroforme,‘affectest la
surface du stigmate en solubilisant les composés lipidigues,
la rendant ainsi plus perméable.

Ces traitements sont inefficaces dans les plantes & AIG.



D - EFFET MUTAGENE
La maturation des déterminants se réalise sous le contrdle

étroit d'un programme génétigue et gré@ce & l'intervention de protéines

enzymatigues.

Toutes les mutations induites, causant le plus souvent des dé-
létions au niveau du DNA, conduisent & la production de protéines et
de glycoprotéines non fonctionnelles. Ces protéines peuvent faire

partie du récepteur lui-méme ou &tre impliquées dans la maturation

des déterminants de surface.

E - EFFET DE LA TEMPERATURE
La maturation des margqueurs de surface ainsi gue l'émission
d'une réponse intracellulaire, dépendent d‘'activités enzymatigues.
Tous changements de température perturberont la vitesse des réactions
enzymatiques et modifieront l'iﬁstallation du contrdle de la repro-
duction comme l'ont décrit différents auteurs (TOWNSEND -294-,

LINSKENS -184-, ASCHER et coll. -13-).

F - RESULTATS DE L'ANALYSE DES PROTEINES
Ce;;;--;;;;;;;;;-;;;;;;;;‘;;;I;;;;;-;;ec les résultats de
VANDERDONK -301- sur Petunia hybrida. La pollinisation induit la
synthése, dans le style de Petunia, de polypeptides spécifiques de

l'alléle S. Ces polypeptides pourraient représenter les sous-unités

d'un complexe membranaire impligué dans la discrimination.

Trois heures aprés la pollinisation, les premiéres différences
entre auto et xénopollinisation apparaissent. La synthése de polypep-
tides se prolonge unigquement dans les croisements compatibles. Ces

polypeptides pourraient correspondre & 1l'induction d'une réponse
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