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PARTIE 1:

Synthese bibliographique et présentation des objectifs de cette these

1  Phénylpropanoides

1.1  Phénylpropanoides

1.1.1 Généralités

Les phénylpropanoides sont des métabolites secondaires majoritairement présents dans le réegne végétal.
Ils constituent une grande classe contenant plusieurs dizaines de milliers de molécules. Les dérivés
phénylpropanes possedent tous le méme squelette carboné issu de la phénylalanine, qui est constitué
d’un noyau aromatique et d’une chaine latérale de trois carbones (structure dite en C6-C3) (Figure 1, p.
27). Le squelette carboné subit des réactions d’hydroxylation, méthylation, glycosylation, acylation,
prénylation ou encore sulfatation ce qui conduit a une trés grande diversité de molécules. Les
phénylpropanoides simples sont produits a partir de 1’acide z-cinnamique qui est hydroxylé, méthylé
et/ou réduit pour former les acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapiques et leurs dérivés ainsi
que les coumarines simples (Figure 2, p. 29). Ils sont en général présents dans la plante sous forme de
conjugués (esters de glucose, esters d’acides organiques, polymeéres structuraux). La structure dite en
C6-C3 des phénylpropanoides simples peut étre additionnée de 3 groupements acétyl-CoA pour former
la structure dite en C6-C3-C6 commune a de nombreux composés comme les flavonoides qui comprend
plus de 8000 molécules, les isoflavonoides ou encore les stilbeénes (Dixon and Paiva, 1995).

9 -

Figure 1 : Squelette carboné en C6-C3 a I’origine des phénylpropanoides simples.

Les phénylpropanoides sont impliqués dans diverses fonctions chez les plantes telles que la fertilité
(Taylor and Grotewold, 2005), la pigmentation (Grotewold et al., 1994; Koes et al., 2005), la

lignification, la signalisation entre plantes et microorganismes (allélopathie) (La Camera et al., 2004) et
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les protections contre les stress biotiques et abiotiques (syntheése de phytoalexines par exemple) (Agati
and Tattini, 2010; La Camera et al., 2004; Nuringtyas et al., 2012). Beaucoup de ces molécules
présentent un intérét pharmaceutique de par leurs propriétés antioxydantes (Rice-Evans et al., 1996),
anticancéreuses (Ferrazzano et al., 2011), anti-inflammatoires (Chang et al., 2010), antibactériennes

(Daglia, 2012) et protectrice contre les rayonnements UV (Heinrich et al., 2011; Korkina, 2007).

1.1.2 Voie de biosynthese

La voie de biosynthese des phénylpropanoides est commune a tous les végétaux supérieurs. Ces
molécules sont synthétisées a partir d’un acide aminé, la phénylalanine ou la tyrosine dans le cas des
monocotylédones. Elle est initiée par la conversion de la phénylalanine en acide f-cinnamique par
I’action de la phénylalanine ammonia lyase (PAL) qui catalyse la rupture de liaison carbone-azote
(Rosler et al., 1997) (Figure 2, p. 29). Cette enzyme constitue le point d’embranchement entre le
métabolisme primaire du shikimate qui conduit aux acides aminés aromatiques, et le métabolisme
secondaire des phénylpropanoides (Bauer et al., 2011). Les enzymes PAL sont généralement codées par
plusieurs genes chez les végétaux, et le nombre de geénes impliqués varie selon 1I’organisme considéré
(Hamberger et al., 2007). Pour les plantes haploides, le nombre de génes varie en général de 1 a 5, alors
que chez la pomme de terre ce nombre peut atteindre la cinquantaine (Joos and Hahlbrock, 1992; Kumar
and Ellis, 2001; Logemann et al., 1995). Des études ont montré que les différentes isoformes de la PAL
peuvent avoir différentes localisations cellulaires et peuvent étre impliquées dans la synthese spécifique
de certains métabolites secondaires (Jgrgensen et al., 2005; Kao et al., 2002; Olsen et al., 2008).

La deuxieme étape de cette voie permet 1I’hydroxylation de ’acide 7-cinnamique par la cinnamate-4-
hydroxylase (C4H ou CA4H) pour former l’acide p-coumarique (Figure 2, p. 29). Chez les
monocotylédones, I’acide p-coumarique est directement formé a partir de la tyrosine grace a la tyrosine
ammonia lyase (TAL) (Figure 2, p. 29) (Nishiyama et al., 2010). La C4H a été identifiée pour la premiere
fois a partir de tubercules d’Helianthus tuberosus (Gabriac et al., 1991) et de plantules de Phaseolus
aureus (Mizutani et al., 1993). Cette enzyme qui est localisée au niveau du réticulum endoplasmique,
fait partie de la sous-famille CYP73A des cytochromes P450 (P450s) (cf. 3.2. Nomenclature, p. 58) qui
compte plus d’une centaine de membres a ce jour (http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). La
C4H est exprimée de maniere constitutive dans les tissus produisant des phénylpropanoides.
L’expression de la C4H peut néanmoins étre induite par des stress biotiques et abiotiques (Fahrendorf
and Dixon, 1993; Hiibner et al., 2003; Xu et al., 2010). Elle peut également étre régulée au niveau
enzymatique par inhibition compétitive ou par inhibition autocatalytique (Gravot et al., 2004; Schalk et

al., 1998; Tohge et al., 2013).
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L’acide p-coumarique est ensuite estérifié¢ grace a la p-coumarate:CoA-ligase (4CL) pour former le p-
coumaroyl-CoA (Costa et al., 2005; Endler et al., 2008) qui est le précurseur de nombreux métabolites
secondaires tels que les flavonoides, les monomeres de lignines, les coumarines ou encore les

furanocoumarines (Figure 2, p. 29) (Boudet, 2007; Bourgaud et al., 2006; Rani et al., 2009; Vogt, 2010).
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4cL | O R
R =
0 SCoA R O
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Figure 2 : Représentation schématique simplifiée de la voie de biosyntheése des phénylpropanoides et

de ses principaux dérivés. TAL : tyrosine ammonia lyase ; PAL phénylalanine ammonia lyase ; C4H :
cinnamate-4-hydroxylase ; 4CL : p-coumarate:CoA-ligase.
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1.2 Coumarines

1.2.1 Généralités

Les coumarines représentent une classe de composés phénoliques simples qui dérivent tous de la méme
structure de base, la 2H-1-benzopyran-2-one (Figure 3, p. 30) (Bourgaud et al., 2006). La coumarine
tire son nom de kumari, le nom local du gaiac de Cayenne dont elle a été pour la premiere fois isolée
en 1820 par Vogel a partir de feves tonka (Clark, 1995). La structure de base peut subir de nombreuses
modifications comme des hydroxylations, des o-méthylations, des géranylations ou encore des
glycosylations ce qui conduit a la synthése de nombreux dérivés dont plus d’un millier a été caractérisé

a ce jour dans les plantes (Figure 3, p. 30).

R5 R4
R6 4\\2 R3
|2
R7 O @)
R8

Coumarine : R3-R8 = H

Esculétine: R3-R5=H, R6-R7=0H, R8 = H
Umbelliférone : R3-R6=H, R7=0H, R& = H

Scopolétine : R3-R5=H, R6 = OCH;, R7=0H,R8 = H
Scopoline: R3-R5 = H, R6 = OCHj;, R7 = O-glucose, R8 = H
Herniarine: R3-R6=H, R7=0CH;,R8 =H

Auraptene: R3-R6=H, R7 = O-géranyl, R8 = H

Figure 3 : Représentation de la structure chimique développée de base des coumarines et de quelques
dérivés.

Les coumarines peuvent étre classées en quatre catégories (Bourgaud et al., 2006) (Figure 4, p. 31) :

e les coumarines simples (benzo-a-pyrones) dont la structure différe de la 2H-1-benzopyran-2-one
par des hydroxylations, méthylations, géranylations et glycosylations,

e les furanocoumarines (furobenzo-o-pyrones) qui présentent 1’ajout d’un noyau furane a
I’hétérocycle coumarine. La position du noyau furane en C6-C7 ou en C7-C8 au niveau de la
coumarine permet de distinguer les formes linéaires et angulaires,

e les pyranocoumarines (benzodipyran-2-ones) dont la structure est formée par 1’addition d’un
hétérocycle a six carbones sur la coumarine. Comme pour les furanocoumarines, la position de

I’hétérocycle sur la coumarine définit les formes linéaires et angulaires,

30



Synthese bibliographique et présentation des objectifs de cette these

e et les phénylcoumarines (benzo-benzopyrones) qui sont caractérisées par 1’addition d’un cycle

phényl sur la 2H-1-benzopyran-2-one.

Coumarines Furanocoumarines

Linéaires Angulaires

MeO
=
L L b
O O (0] 0 0 o o o)

6-méthoxycoumarine

Psoraléne Angélicine
Phénylcoumarines Pyranocoumarines
Linéaires Angulaires
A 9%
0" Yo ‘ 0" Yo
Warfarine Xanthylétine Séseline

Figure 4 : Classification des différents types de coumarines.

1.2.2 Rdle physiologique des coumarines

Les coumarines sont synthétisées chez tous les végétaux supérieurs, mais leurs profils métaboliques
varient selon 1’espeéce botanique considérée (Gliszczynska and Brodelius, 2012; Gray and Waterman,
1978). Leur présence a été décrite notamment chez les Rutacées, Apiacées, Fabacées, Solanacées,
Rubiacées, Saxifragacées, Astéracées et Rosacées (Ojala, 2001). Les coumarines sont principalement
synthétisées au niveau des parties aériennes (de Castro et al., 2007; Tal and Robeson, 1985, 1986), mais
elles peuvent également étre produites dans les parties racinaires comme c’est le cas des
furanocoumarines chez le panais. Ces molécules peuvent étre stockées dans la plante dans les tissus ol
elles sont produites ou acheminées vers d’autres organes (Gorz and Haskins, 1962), mais elles peuvent
également €tre excrétées dans le milieu (Gutiérrez-Mellado et al., 1996). La plupart des coumarines sont
des phytoalexines impliquées dans des réactions de défense des plantes contre des attaques par des
organismes pathogenes (Afek et al., 1995; Churngchow and Rattarasarn, 2001; Stange Jr. ef al., 1999;

Tal and Robeson, 1985, 1986). Certaines de ces molécules peuvent également étre accumulées a la suite
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d’un traitement au méthyljasmonate ou a I’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (Kai ef al., 2006; Sharan
et al., 1998). Les coumarines sont utilisées dans I’industrie pharmaceutique grace a leur large spectre
d’activités. En effet, elles présentent des propriétés antibactériennes (phytoalexines) (Cowan, 1999;
Ojala et al., 2000), antifongiques (Carpinella et al., 2005; Valle et al., 1997), anti-inflammatoires (Chen
et al., 2008), anticoagulantes (Cravotto et al., 2001), antidépresseurs (Sashidhara et al., 2011),
antivirales et seraient impliquées dans la réduction du stress oxydatif (Chong et al., 2002). L usage le
plus connu est I’extrait de mélilot, riche en coumarines, utilisé dans le traitement de 1’insuffisance
veineuse et des phlébites et commercialisé sous le nom Esberiven. Certaines coumarines sont également
valorisées dans les industries agroalimentaire, cosmétique et chimique (Egan et al., 1990). A titre
d’exemple, la coumarine qui est caractérisée par une odeur de foin fraichement coupé fut I'une des
premieres molécules synthétisée chimiquement au XIXeme siecle pour la création de parfums et de
nombreux produits cosmétiques (Ehlers et al., 1995), mais elle est aussi utilisée comme ardme dans
I’élaboration de tabac et de cigarettes (Stanfill e al., 2006), ou comme neutralisateur d’odeurs dans

’¢laboration de colles et de peintures.

1.2.3 Voie de biosyntheése des coumarines

La voie de biosyntheése des coumarines dérive de la voie de biosynthese des phénylpropanoides (Figure
2, p.- 29) (Brown, 1963; Kai et al., 2006). Le noyau phénol de I’acide #-cinnamique et de ses dérivés peut
étre hydroxylé en différentes positions. Les hydroxylations en position 4 de 1’acide 7-cinnamique, en
position 5 de I’acide férulique et en position 3 de 1’acide p-coumarique sont des réactions dépendantes
de P450s (Gabriac et al., 1991; Meyer et al., 1996; Nair et al., 2002). De la méme maniere, les esters p-
coumaroyl quinate et p-coumaroyl shikimate formés a partir du p-coumaroyl CoA grace a ’HCT
(hydroxycinnamoyl CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyl transférase) et a I’HQT
(hydroxycinnamoyl CoA quinate hydroxycinnamoyl transférase) (Comino et al., 2007, 2009; Niggeweg
et al., 2004) peuvent €tre hydroxylés en position 3’ par un cytochrome P450 de la sous-famille CYP9SA
et former respectivement le caféoyl shikimate et le caféoyl quinate (acide chlorogénique) (Schoch et al.,
2001) (Figure 5, p. 34). Les hydroxylations en position 2 de I’acide r-cinnamique, de I’acide p-
coumarique, du férulate et du caféate ainsi que les hydroxylations en position 2’ si ces molécules sont
estérifiées par un coenzyme A, I’acide shikimique ou quinique orientent cette voie vers la biosynthése
de coumarines. Cette étape d’hydroxylation fut longtemps supposée étre catalysée par un P450, mais
récemment des études ont montré que 1’étape d’ortho-hydroxylation de I’acide p-coumarique et de ses
dérivés est catalysée par une dioxygénase (Fell)/a-cétoglutarate dépendante. Kai et ses collaborateurs
ont créé différents mutants d’Arabidopsis thaliana n’exprimant pas la p-coumaroyl shikimate/quinate

3’-hydroxylase (CYP98A3) ou pas la caféoyl CoA O-méthyltransférase 1 (CCoAOMTI1). La
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comparaison des profils métaboliques des mutants par rapport aux plantes sauvages indique que ces
mutations conduisent toutes les deux a une diminution importante de la synthese de scopolétine et de sa
forme glycosylée, la scopoline dans les racines (Kai et al., 2008). Ils en concluent que la scopolétine est
synthétisée a partir du féruloyl CoA et non pas a partir de I’acide férulique comme les études précédentes
semblaient le démontrer (Cabello-Hurtado et al., 1998a; Fritig et al., 1970). L’enzyme capable de
réaliser 1’ortho-hydroxylation du féruloyl CoA est appelée la féruloyl CoA 6’-hydroxylase (F6’H)
(Figure 5, p. 34). Une autre étude réalisée par notre groupe de recherche décrit I’isolement et la
caractérisation fonctionnelle d’une p-coumaroyl CoA 2’-hydroxylase de Ruta graveolens (Figure 5, p.

34) (Annexe 1, p. 273-281) (Vialart et al., 2012).

Cette dioxygénase (Fell)/a-cétoglutarate dépendante est capable de former de la scopolétine a partir du
féruloyl CoA et de I’umbelliférone a partir du p-coumaroyl CoA (Vialart et al., 2012) (Figure 5, p. 34).
Des résultats similaires ont été obtenus chez Ipomea batatas avec 1’isolement de deux C2’H, I’une étant
également capable de former de la scopolétine et de I'umbelliférone respectivement a partir du féruloyl
CoA et du p-coumaroyl CoA alors que la deuxieme ne produit que de la scopolétine a partir du féruloyl
CoA (Matsumoto et al., 2012). L’umbelliférone peut alors étre hydroxylée par une polyphénol oxidase
en position 6 pour former I’esculétine (Garcia-Molina et al., 2013) ou étre prénylée et ainsi conduire a

la formation de furanocoumarines (Figure 5, p. 34).
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Figure 5 : Voie de biosynthése des coumarines, formations de I’'umbelliférone, de 1’esculétine et de la
scopolétine. C4H : cinnamate-4-hydroxylase ; 4CL : p-coumarate :CoA-ligase ; C2’H : p-coumaroyl CoA 2’-
hydroxylase ; HCT : hydroxycinnamoyl CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyl transférase ; HQT :
hydroxycinnamoyl CoA quinate hydroxycinnamoyl transférase ; C3’H : p-coumaroyl shikimate/quinate 3’-
hydroxylase ; CCoAOMT : caféoyl CoA O-méthyltransférase ; F6’H : féruloyl CoA 6’-hydroxylase ; PPO :
polyphénol oxidase ; PT : prényltransférase.
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1.3 Furanocoumarines

1.3.1 Structure et propriétés chimiques

Les furanocoumarines sont des métabolites secondaires qui dérivent de la voie des phénylpropanoides.
Ce sont des molécules tricycliques produites par la condensation de deux hétérocycles : coumarine et
furane. La position du cycle furane permet de distinguer deux types de furanocoumarines (Figure 6, p.
35) qui définissent deux voies de biosynthese différentes (Matern et al., 1988) : les furanocoumarines
linéaires et les angulaires. Ces dernieres sont probablement apparues a la suite de phénomenes de co-
évolution entre les plantes et des insectes phytophages (Li e al., 2003) (cf. 3.7.2.3. P450s et co-
évolution, p. 71). Les furanocoumarines constituent une classe de molécules tres diversifiée grace a la
présence d’une grande variété de groupements greffés sur les carbones 2, 5 et 8 (hydroxyle, alkyle,

méthoxyle, prényle, géranyle...) (Bourgaud et al., 2006; Dugrand et al., 2013; Matern et al., 1988).

R5 R4 R5 R4
R6 3
\ | Z | XN R6
T J
\
R7” O)\/'\OAO o
R8
R7 R8
Psoraléne: R3 -R8=H Anggélicine : R3 - R§ =H
Xanthotoxol : R3 - R7=H, R8 = OCH, Sphondine : R3 - R5 et R7 = H, R6 = OCH;, R8 = OH
Isopimpinelline : R3, R4, R6 et R7 =H, R5 et RE =0OCH;  Pimpinelline: R3 - R5 et R7 = H, R6 et R8 = OCH;
Cnidiline : R3, R4, R6 - R8 = H, R5 = O-isopentényl Hératomine : R3 - R5, R7 et R8 = H, R6 = O-isopentényl

8-Géranylpsoraléne : R3 - R7 = H, R8 = O-géranyl

Figure 6 : Exemples de structures chimiques de furanocoumarines linéaires et angulaires.

Les cycles aromatiques de ces molécules leur conférent un maximum d’absorbance pour des longueurs
d’onde comprises entre 250 et 320 nm. Les furanocoumarines présentent une forte solubilité dans les
solvants aprotiques apolaires (chloroforme) et dans certains solvants aprotiques polaires tels que le
DMSO, néanmoins elles sont trés peu solubles dans les solvants protiques polaires (eau, éthanol,

méthanol).

1.3.2 Distribution dans le regne végétal

Les furanocoumarines sont distribuées principalement chez quatre familles botaniques a savoir les

Apiacées, les Rutacées, les Fabacées et les Moracées (Pathak ef al., 1962) (Figure 7, p. 36).
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Les concentrations et profils métaboliques varient d’une famille, d’une espéce et d’un écotype a un
autre, mais également selon le tissu considéré ainsi que I’age de la plante (Pathak et al., 1962). Certaines
familles botaniques ne synthétisent que des formes linéaires. C’est le cas des Rutacées (R. graveolens,
Citrus bergamia) qui synthétisent principalement du bergapténe (5-MOP), de la xanthotoxine (8-MOP)
et de I’isopimpinelline (Abyshev et al., 1992; Gattuso et al., 2007; Schimmer and Kiihne, 1990), de la
majorité des Moracées (Ficus carica) (Marrelli et al., 2012) bien que récemment des formes angulaires
aient été mises en évidence chez Dorstenia gigas (Heinke et al., 2012), et de certaines Apiacées (Ammi
majus) (Matern et al., 1988; Pokrovskii et al., 2009). D’autres familles botaniques synthétisent a la fois
des furanocoumarines linéaires et angulaires. C’est le cas des genres Psoralea, Cullen et Coronilla de
la famille des Fabacées qui synthétisent uniquement des formes simples telles que le psoraléne et son
isomere angulaire, 1’angélicine (Boardley et al., 1986). Certaines plantes de la famille des Apiacées
(Apium graveolens, Pastinaca sativa) produisent également les deux formes linéaires et angulaires
(Ekiert and Kisiel, 2000; Larson et al., 2013). A ce jour, il n’existe pas d’espéce décrite ne produisant
que des formes angulaires. Quelques autres familles présentent en faibles quantités des
furanocoumarines. Il s’agit des Astéracées, des Pittosporacées, des Rosacées, des Solanacées et des

Thymélacées (Murray et al., 1982).

Ficus carica (Moracées)
Photographie d’Olivier Douart

Ammi majus (Apiacées)
Photographie de Jonathan Buckley

Citrus bergamia (Rutacées)

Figure 7 : Exemple de plantes appartenant aux quatre familles botaniques produisant des
furanocoumarines en grande quantité.
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1.3.3 Localisation au sein de la plante et stockage dans la cellule

Les furanocoumarines sont majoritairement localisées dans et a la surface des jeunes feuilles, dans les
fruits et dans les graines (Pathak et al., 1962; Zobel and Brown, 1990a; Zobel et al., 1990, 1991), mais
on les trouve également en plus faible quantité dans les tiges, les racines et les rhizomes (Page et al.,
2006; Pathak et al., 1962). Cette localisation préférentielle des furanocoumarines dans les organes
reproducteurs et sujets a la prédation (Nitao and Zangerl, 1987; Zangerl and Rutledge, 1996) s’inscrit
dans le cadre de la théorie de défense optimale (McKey, 1974) qui repose sur trois facteurs : le codt, le
bénéfice et la probabilité d’attaque.

Une étude récente menée sur des cellules en culture de R. graveolens a montré que le taux
d’accumulation de furanocoumarines dépendait du niveau de différenciation cellulaire et que les cellules
accumulant du psoraléne, du 5-MOP et du 8-MOP étaient différentes (Diwan and Malpathak, 2010).
Les furanocoumarines sont des composés toxiques pour la cellule, car elles ont la capacité de former
des liaisons covalentes entre deux brins d’ADN et ainsi d’inhiber la réplication cellulaire. Afin de se
protéger de ces propriétés mutagenes, les plantes ont mis en place des mécanismes de stockage
spécifiques. Chez certaines plantes comme les Rutacées, les furanocoumarines sont glycosylées par des
glycosyl-transférases présentes dans le cytosol et sont ensuite transférées dans la vacuole (Taguchi et
al., 2000; Zobel and Brown, 1990a). Dans le cas d’une attaque par un bioagresseur, les molécules ainsi
stockées sont immédiatement remobilisées et transformées en forme aglycone par des fS-glycosidases
cytosoliques (Wittstock and Gershenzon, 2002). Cette stratégie permet de libérer des molécules de
défense toxiques de maniere rapide et localisée. De plus, certaines plantes stockent les furanocoumarines
sous forme libre a I’extérieur de la cellule, dans les espaces intercellulaires, a la surface des feuilles de
R. graveolens (Zobel and Brown, 1990a), a la surface des fruits de Sium suave et a la surface des

trichomes de Daucus carota et Psoralea bituminosa (Zobel and March, 1993).

1.3.4 Roles des furanocoumarines

Les furanocoumarines sont des phytoalexines (Beier and Oertli, 1983) qui protégent la plante des
attaques d’herbivores ou de micro-organismes pathogeénes. De nombreuses activités antimicrobiennes
ont été mises en évidence a ce jour. Des extraits de Petroselinum crispum (persil) et de R. graveolens
(rue) sont toxiques pour Rhizoctonia solani (Ojala et al., 2000), des extraits de Citrus jambhiri sont
toxiques pour E. coli (McCloud et al., 1992), ou encore des molécules extraites de feuilles de rue sont
nocives pour Fusarium oxysporum et Phomopsis viticola (Oliva et al., 2003). De nombreux effets
insecticides ont également été démontrés sur le développement de larves d’insectes en utilisant des

extraits de plantes, d’huiles essentielles ou des solutions contenant uniquement des furanocoumarines
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(Berenbaum et al., 1991; Guo et al., 2012; Hadacek et al., 1994; Pavela and Vrchotovd, 2013; Stevenson
et al., 2003). Les furanocoumarines sont également capables d’inhiber les P450s d’insectes qui sont
impliqués dans la détoxication de composés toxiques (Neal and Wu, 1994). Ces molécules présentent
des propriétés phototoxiques grace a leur activité mutagene (Dardalhon et al., 1998). En effet, elles sont
capables apres photoactivation par un rayonnement UV de former des liaisons covalentes avec les
thymines situées de part et d’autre du double brin d’ ADN et ainsi bloquer la réplication et la transcription
de ’ADN (cf. 1.3.5.3. Interactions avec les acides nucléiques, p. 41). Les furanocoumarines présentent
également des activités allélopathiques avantageuses pour les plantes en inhibant la germination et la
croissance des plantes avoisinantes et concurrentes. Par exemple, les furanocoumarines extraites
d’ Apiacées et de Rutacées sont des inhibiteurs de germination et de croissance de la laitue, de la tomate,
de I’amarante ou encore de 1’ail (Anaya et al., 2005; Baskin et al., 1967; Friedman et al., 1982; Hale et
al., 2004; Shilling et al., 1992).

Les furanocoumarines sont considérées comme des molécules de défense chez les plantes qui en
produisent. Leur syntheése peut étre induite en réponse a des stress biotiques et abiotiques. Zangerl et
Berenbaum ont montré qu’une blessure des feuilles de P. sativa a ’aide d’une aiguille mimant I’attaque
par des insectes phytophages activait la synthese de métabolites primaires et secondaires et notamment
des furanocoumarines (Zangerl and Berenbaum, 1998). Ces résultats ont été confirmés lorsque des
feuilles de panais sont mises en contact avec Trichopulsia ni (Zangerl et al., 2002). D’autres études
menées sur I’ajout d’extraits de levures dans des cultures cellulaires de R. graveolens et de Glehnia
littoratis ont démontré une corrélation entre 1’activité de la PAL, de la 4CL et de la xanthotoxol-O-
méthyltransférase (XOMT) et le contenu en furanocoumarines (Bohlmann et al., 1995; Kitamura et al.,
1998). Chez certaines plantes, il est possible de modifier la teneur en furanocoumarines par 1’ajout
d’extraits de pathogénes dans le milieu de culture cellulaire (élicitation). A titre d’exemples, on peut
citer les ajouts d’extraits de Pectobacterium astrosepticum et de divers Bacillus chez R. graveolens
(Orlita et al., 2008a), d’extraits de Phytophtora megasperma f.sp. glycinea chez A. majus (Hamerski
and Matern, 1988a) et chez Petroselinum hortense (Tietjen et al., 1983). Ce résultat peut également étre
obtenu grace a d’autres molécules comme la benzothiadiazole et la saccharine qui entrainent une
augmentation de la teneur en 5-MOP, d’isopimpinelline, de psoraléne et de 8-MOP chez la rue (Orlita
et al., 2008b). De méme, la concentration de nutriments dans le sol (N, P, K) (Zangerl and Berenbaum,
1987), la teneur de I’air en ozone (Eckey-Kaltenbach et al., 1994), 1a pollution atmosphérique ou encore
I’exposition aux rayonnements UV (A = 366 nm) (Zobel and Brown, 1993) ont un impact significatif sur
la synthese de ces molécules. Enfin, une étude a démontré que le contenu en furanocoumarines dans les
feuilles de Heracleum lanatum variait en fonction des saisons avec une concentration maximale fin avril

pour décroitre avec 1I’agrandissement des feuilles (Zobel and Brown, 1990b).
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1.3.5 Propriétés biologiques des furanocoumarines

Les furanocoumarines sont des molécules capables d’interagir avec un large spectre de macromolécules
telles que les acides nucléiques, les protéines et les lipides notamment lorsqu’elles sont soumises a un
rayonnement UV (A = 345 & 410 nm) (Schoonderwoerd et al., 1991). Ces molécules sont
particulierement photoréactives et peuvent former des adduits avec les macromolécules (Henegouwen

etal., 1989).

1.3.5.1 Réaction de photooxydation et photolyse

Les furanocoumarines ont la capacité de former des produits de photolyse lorsqu’elles sont soumises a
un rayonnement UV. Suivant la nature des molécules et les conditions expérimentales, ce processus
conduit a la formation de nombreux produits qui peuvent €tre classés selon leur mécanisme de
production dans deux groupes : les produits formés par des mécanismes anoxiques (produits formés par
cyclodimérisation ou addition de solvent) et les produits formés par des mécanismes oxiques (produits
oxydés formés par I’addition de solvant ou par cassure de molécules) (Figure 8, p. 39) (Caffieri, 2002).
Une furanoquinolinone de synthese (4,6,9-triméthylfuro[2,3-A]quinolin-2(1H)-one) est capable de
former des monoadduits et des liaisons covalentes avec I’ADN en présence d’UVA. 1l en résulte la

formation de nombreux produits de photolyse (Marzano et al., 2002).

Dimérisation

Addition de solvant

Addition oxydative de solvant

Cassure oxydative de molécules

Figure 8 : Réactions de photolyse et de photooxydation causées par les furanocoumarines.

Les furanocoumarines excitées par les UVA peuvent également générer la formation au niveau des
mitochondries d’espéces oxygénées réactives ('0,, HO», H20") qui sont impliquées dans le processus

d’apoptose (Mignotte and Vayssiere, 1998).

39



Synthese bibliographique et présentation des objectifs de cette these

1.3.5.2 Réaction de photodimérisation et photocycloaddition

Les coumarines et les furanocoumarines sont capables de former des dimeres ce qui aboutit a la
formation de nombreux isomeres (Rojas-Lima et al., 1999; Zdero et al., 1990). La réaction de
dimérisation s’effectue aprés une induction aux UV sur les doubles liaisons C3=C4 aboutissant a la
formation de 4 isomeres chez les coumarines (trans-head-to-head (tHH), trans-head-to-tail (tHT), cis
head-to-head (cHH) et cis-head-to-tail (cHT)) (Figure 9, p. 40) (Schonberg et al., 1968) et & la formation
de principalement deux isomeres dans le cas du psoraléne (trans-head-to-head (tHH), trans-head-to-tail
(tHT)) (Zdero et al., 1990). Ces réactions de photocycloaddition permettent de générer un grand nombre
de nouvelles molécules qui peuvent présenter un intérét pour 1’industrie pharmaceutique (Lin et al.,

2010; Sinkel et al., 2011).

cHT tHT

Figure 9 : Réactions de photodimérisation de composés coumariniques (Kitamura et al., 2005). cHH :
cis-head-to-head ; tHH : trans-head-to-head ; cHT : cis-head-to-tail ; tHT : trans-head-to-tail.

Le psoraléne peut également interagir avec les carbones C3=C4 et/ou C4’=C5’ de molécules insaturées
possédant une ou plusieurs doubles liaisons. Dans le cas de mono-adduit, 8 isomeres peuvent étre
générés a partir du psoralene (Figure 10, p. 41). Des di-adduits peuvent €tre générés sur les

furanocoumarines et dans le cas du psoraléne ils conduisent a la formation de 16 isomeres. Cette
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propriété biologique est a 1’origine de la photoaddition des furanocoumarines sur les acides gras

insaturés.

/ N
+  HoC=CHX
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Figure 10 : Réactions de photocycloaddition du psoraléne avec un groupement éthyléne substitué
(Kitamura et al., 2005).

1.3.5.3 Interactions avec les acides nucléiques

Musajo fut le premier a décrire la photoaddition des furanocoumarines avec I’ADN (Musajo et al.,
1965). La réaction de photocycloaddition du psoraléne et de ses dérivés sur les bases pyrimidiques de
I’ADN se déroule dans le noyau de la cellule (Cadet et al., 1992; Sasaki et al., 1988). Cette réaction
comprend trois étapes. Dans un premier temps, les furanocoumarines s’intercalent entre les doubles
brins d’ADN par la formation de liaisons hydrogenes de faible énergie (Figure 11-A, p. 42). Dans un
second temps, une exposition a un rayonnement UV (A = 315 - 400 nm) et/ou visible va activer la
furanocoumarine qui va former des liaisons covalentes entre les carbones C3=C4 du noyau pyrane et/ou

C4’=C5’ du noyau furane avec une base de I’ADN (Figure 11-B, p. 42). Enfin, si la conformation de

41



Synthese bibliographique et présentation des objectifs de cette these

I’ADN le permet, une deuxiéme réaction de photocycloaddition peut avoir lieu sur ’autre brin d’ADN

(Figure 11-C, p. 42) (Serrano-Pérez et al., 2008).

A ) Adenine /
8-MOP ¢ Phosphate group
5:‘!\
Paired bases
B Adenine ¢
g
Photon
Adenine
C Thymine

Adenine

Figure 11 : Représentation schématique de la photocycloaddition du 8-méthoxypsoralene (8-MOP) sur
les thymines des deux brins d'ADN (Kitamura et al., 2005) .

Le complexe ainsi formé empéche la fixation de polymérases et de transcriptases et bloque ainsi la
réplication et la transcription de I’ADN ce qui explique le caractére antimitotique et mutagéne des
furanocoumarines (Dardalhon et al., 1998; Kevekordes et al., 1999). Les furanocoumarines forment
préférentiellement des liaisons covalentes avec la thymine plutdt qu’avec 1’adénine. Les régions de
I’ADN riches en séquences poly[dA-dT].poly[dA-dT] sont les plus favorables a 1’établissement de

liaisons avec les furanocoumarines (Kang et al., 1992).
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1.3.5.4 Interactions avec les acides gras insaturés

Les furanocoumarines soumises a un rayonnement UV peuvent endommager les membranes cellulaires
en interagissant avec les lipides dont elles sont majoritairement constituées. Il existe deux types de
réactions entre les furanocoumarines et les lipides membranaires : 1) une réaction induite par des formes
oxygénées réactives qui conduit a la peroxydation des acides gras insaturés, 2) une réaction de
photocycloaddition des furanocoumarines avec les acides gras insaturés qui pourrait stimuler la

mélanogénese (Dall’ Acqua and Martelli, 1991; Zarebska et al., 2000).

UVA
8-methoxypsoralen
C/‘;;\/l Cell membrane
8-MOP-fatty acid
OCH3 @ @ adduct
—>
‘ Z t OCHjz
Phospholipid
Diacylglycerol @
Protein

Melanogenesis <«——— <—— .(
Protein-P

Figure 12 : Représentation schématique de 1'implication des photocycloadditions de furanocoumarines
avec des acides gras insaturés dans l'activation de la mélanogénese (Zarebska et al., 2000).

L’établissement de liaisons covalentes entre les carbones C3=C4 du cycle pyrane et/ou du cycle furane
avec un acide gras s’effectue selon les mémes mécanismes réactionnels mis en jeu avec les acides
nucléiques (Dall’Acqua and Martelli, 1991; Frank et al., 1998). La photocycloaddition des
furanocoumarines sur les phospholipides active la phospholipase A2 (PLA2) qui va dégrader le
complexe formé et générer I’accumulation d’acides gras liés aux furanocoumarines dans le cytosol. Ces
photoadduits vont mimer 1’action du diacylglycérol (DAG) et activer la protéine kinase C (PKC)
permettant la phosphorylation de nombreuses protéines et conduisant a une activation de la

mélanogénese (Figure 12, p. 43) (Anthony et al., 1997; Gordon and Gilchrest, 1989).
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1.3.5.5 Interactions avec les protéines

Des expériences menées sur des cellules de rats traitées successivement avec du 8-MOP et un
rayonnement UV montrent que 57 % du 8-MOP est lié aux protéines contre 26 % lié aux lipides et 17
% li¢ a ’ADN (Henegouwen et al., 1989). La photoaddition de furanocoumarines se fait sur une large
gamme de protéines, telles que les ribonucléases, les lyzozymes, les histones, I’albumine bovine, les
glutamate déshydrogénases ou encore les ADN polymérases [ d’E. coli (Schmitt et al., 1994). Des études
complémentaires ont montré que 1’oxygéne était nécessaire dans toutes ces réactions sauf pour la
photoaddition aux ADN polymérases (Schmitt ef al., 1995). L’isolement et la caractérisation partielle
d’un photoadduit formé par le psoraléne et la tyrosine furent réalisées pour la premiére fois par Sastry
(Sastry, 1997). Plus récemment, une étude a montré que les furanocoumarines pouvaient inhiber
Iactivité des topoisomérases I en se photoadditionnant avec le complexe ADN/topoisomérase (Diwan
and Malpathak, 2009). Les réactions de photoaddition des furanocoumarines avec un large éventail de
protéines conduisent a des perturbations cellulaires importantes comme la modification de signaux
cellulaires, I’induction et/ou la répression de facteurs de transcription, ou encore I’inactivation
d’enzymes. Enfin des interactions avec des enzymes de la famille des P450s ont été décrites. Ceci sera
développé ultérieurement dans une partie dédiée a ce point (cf. 3.6. P450s et inactivation autocatalytique,

p. 65).

1.3.6 Voie de biosyntheése des furanocoumarines

La premiere étape spécifique de la voie de biosynthese des furanocoumarines correspond a la prénylation
de [D'umbelliférone (7-hydroxycoumarine) par [’ajout d’une unité isopréne (diméthylallyl
pyrophosphate, DMAPP) sur son carbone 6 ou son carbone 8 conduisant respectivement a la formation
de déméthylsubérosine (DMS), précurseur des furanocoumarines linéaires, ou d’osthénol, précurseur
des composés angulaires (Figure 13, p. 46). L’étape de prénylation est donc une étape importante
puisqu’elle permet d’orienter la synthése vers les furanocoumarines linéaires ou angulaires. Des
premiers travaux menés sur des cellules de R. graveolens ont mis en évidence une enzyme capable de
former de la DMS a partir d’'umbelliférone (Ellis and Brown, 1974). Cette enzyme nécessite la présence
de Mg?* pour atteindre son activité optimale et serait chloroplastique (Dhillon and Brown, 1976). Ce
n’est que trés récemment que le premier géne codant pour une prényltransférase capable de former a la
fois de la DMS et de ’osthénol a partir de I’'umbelliférone a été identifié chez le persil, dans le cadre
d’une collaboration de notre groupe de recherche avec 1’équipe du professeur Yazaki de I’université de
Kyoto (Karamat et al., 2014). La DMS et I’osthénol sont ensuite convertis respectivement en marmésine

et en columbianétine au cours d’une étape de cyclisation du groupement prényl sur le groupement
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hydroxyle en C7 (Figure 13, p. 46). Des expériences menées avec des précurseurs radiomarqués ont mis
en évidence la conversion de la DMS en marmésine dans des cellules d’A. majus (Hamerski and Matern,
1988b). Cette étape serait catalysée par un P450, mais a ce jour ces résultats n’ont pu étre confirmés au
niveau moléculaire. L’étape suivante de cette voie est la conversion de la marmésine en psoralene pour
les furanocoumarines linéaires et la conversion de la columbianétine en angélicine pour les
furanocoumarines angulaires (Figure 13, p. 46). Cette étape est réalisée par des P450s localisés dans le
réticulum endoplasmique et libérent une molécule d’acétone (Hamerski and Matern, 1988b; Steck and
Brown, 1970). Ces deux enzymes sont appelées psoraléne synthase et angélicine synthase et ont été
caractérisées chez A. majus, P. sativa et A. graveolens (Larbat et al., 2007, 2009). Le psoraléne et
I’angélicine peuvent étre hydroxylés en position 5 ou 8. Seule I’activité de la psoraléne-5-monoxygénase
qui conduit a la formation de bergaptol a pu étre mise en évidence dans des cellules d’A. majus
(Hamerski and Matern, 1988a). Les produits ainsi obtenus sont ensuite O-méthylés pour former le 8-
MOP ou le 5-MOP dans le cas des furanocoumarines linéaires ou encore la sphondine dans le cas des
furanocoumarines angulaires (Figure 13, p. 46). Seules les bergaptol — et xanthotoxol-O-méthyl
transférases ont été purifiées a partir de cellules de R. graveolens (Thompson et al., 1978). Plus
récemment, la séquence codante de la bergaptol-O-méthyl transférase a été identifiée a partir de cellules
d’A. majus (Hehmann et al., 2004). Le 8-MOP et le 5-MOP peuvent étre hydroxylés en 5 ou en 8 puis
O-méthylés pour former I’isopimpinelline (Figure 13, p. 46). Le 8-MOP semble étre un précurseur

préférentiel dans la formation d’isopimpinelline (Brown and Sampathkumar, 1977).
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Figure 13 : Voie de biosynthese hypothétique des furanocoumarines linéaires et angulaires. Les étapes
identifiées comme catalysées par des cytochromes P450 sont marquées d’un point bleu. Les étapes potentiellement
catalysées par des cytochromes P450 sont indiquées par un cercle bleu. Les séquences codantes pour les enzymes
caractérisées a ce jour sont indiquées en rouge. BOMT = bergaptol-O-méthyl transférase.
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1.3.7 Utilisations thérapeutiques

Depuis des millénaires, les plantes produisant des furanocoumarines sont utilisées dans les médecines
traditionnelles pour le traitement de maladies de la peau. A. majus et Psoralea corylifolia étaient utilisées
respectivement par les égyptiens et les indiens sous forme de décoctions dans le traitement du vitiligo
(Pathak and Fitzpatrick, 1992). Mais ce n’est qu’en 1946 que le rdle du 8-MOP isolé a partir d’A. majus
a été démontré dans la repigmentation de la peau pour le traitement du vitiligo (Fahmy and Abu-Shady,
1946). Depuis, les études sur les propriétés pharmacologiques des furanocoumarines se sont multipliées

et elles sont utilisées actuellement pour traiter différentes pathologies.

1.3.7.1 La photochimiothérapie

La photochimiothérapie (ou P-UVA thérapie) est un traitement qui combine I’association de
médicaments contenant des furanocoumarines avec une exposition aux rayonnements UV (320-340 nm)
et ceci dans le but de traiter certaines maladies de peau liées a une hyperprolifération cellulaire (Parrish
et al., 1974). Le 8-MOP, le 5-MOP, le 4,5’ ,8-triméthylpsoraléne et quelques autres furanocoumarines
de synthése sont communément utilisées dans ce traitement (Marzano et al., 2002). Les
furanocoumarines peuvent étre administrées par voie orale, par application locale et en bain (Danno,
1999; Giacomo Calzavara-Pinton et al., 1997). Les furanocoumarines associées a un rayonnement sont
utilisées pour leur effet antiprolifératif grace a leur capacité a former des adduits avec I’ADN, mais elles
induisent également 1’apoptose et sont impliquées dans des réactions d’immunosuppression (Godar,
1999; Moor and Gasparro, 1996; Sasaki et al., 1988). La P-UV A thérapie utilisant des furanocoumarines
est utilisée pour le traitement de nombreuses affections de la peau comme le psoriasis, le vitiligo, le
lichen plantaire ou encore 1’eczéma (Dominguez et al., 2004; Pathak and Fitzpatrick, 1992; Poiesz et
al., 1980). Le 5-MOP fut commercialisé sous la formulation Psoraderm-5® pour le traitement du
psoriasis et le 8-MOP fut commercialisé sous les noms Meladinine®, Oxsoraleéne®, Deltasoraleéne® et
Uvadex® pour le traitement du vitiligo, du psoriasis, de dermatites atopiques ou encore de dermatoses.
Malgré des études prometteuses sur de nouvelles furanocoumarines de syntheése (Marzano et al., 2002;
Serrano-Pérez et al., 2008), leur utilisation dans la P-UV A thérapie pour le traitement d’affections de la
peau décroit progressivement notamment a cause de la découverte de nouveaux immunodépresseurs

ayant des effets thérapeutiques plus importants et plus ciblés (Krueger, 2002; Nograles et al., 2010).
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1.3.7.2 La photophérese

La photophérese est une photochimiothérapie extracorporelle des leucocytes utilisée pour le traitement
des lymphomes cutanés a cellules T qui est une prolifération maligne des cellules helper T (Poiesz et
al., 1980). Les lymphocytes T mutés sont accumulés au niveau de 1’épiderme et génerent des lésions
cutanées. Apres séparation des leucocytes des globules rouges par dialyse, la photophérése permet de
traiter spécifiquement les leucocytes avec du 8-MOP et de les soumettre a un rayonnement UV A avant
de les réinjecter au patient (Chiesa-Fuxench and Gonzdlez-Chdvez, 2010). Ce traitement induit la
formation de photoadduits avec les bases pyrimidiques de I’ADN qui peut induire 1’apoptose chez un
grand nombre de cellules traitées (Edelson et al., 1987). La photophérése présente peu d’effets
secondaires comparée aux traitements classiques qui incluent immunosuppresseurs et corticoides.
Actuellement, cette approche est utilisée pour prévenir les rejets de greffes d’organes (Hivelin et al.,
2009; Jagasia et al., 2009), mais également pour traiter les formes réfractaires de la sclérodermie, du
lupus, de la sclérose en plaques, de la polyarthrite rhumatoide (Guyot et al., 2007) ou encore la maladie

de Crohn (Abreu et al., 2009).

1.3.7.3 Traitement antidépresseur

La dépression est une maladie qui peut avoir pour origine une hyperactivation de I’axe hypothalamo-
pituitaro-surrénalien (HPA, A pour adrenal gland), une augmentation du catabolisme des monoamines
et des déreglements des systemes oxydatifs et de la peroxydation des lipides (Bilici ef al., 2001). De
nombreux patients dépressifs présentent également une augmentation de 1’activité de la superoxide
dismutase et de la glutathion peroxydase (Abdalla et al., 1986). Récemment, Chen et ses collaborateurs
ont montré qu’un extrait de furanocoumarines de graines de Psoralea corylifolia diminuait les
symptdmes de stress chroniques (Chen et al., 2007). Ces résultats suggerent que les furanocoumarines
sont des antidépresseurs potentiels qui régulent la monoamine oxydase, la peroxydation des lipides et

agit sur ’axe HPA (Chen et al., 2007).

1.3.7.4 Activités bactériostatiques, fongicides et antimycobactérienne

Comme cela a été discuté précédemment, les furanocoumarines présentent des propriétés
bactériostatiques. Une récente étude a montré que la bergamottine et la dihydroxybergamottine
inhibaient les activités des N-acylhomosérine lactones et des diesters de boronate impliqués dans la
communication intra et interspécifiques entre les bactéries Gram-positf et Gram-négatif (Girennavar et

al., 2008). De plus, ces deux furanocoumarines empéchaient la formation des biofilms associés a la
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pathogénicité des E. coli, Salmonella typhimurium et Pseudomonas aeruginosa (Girennavar et al.,
2008). Enfin, les furanocoumarines angulaires possedent également des propriétés antifongiques.
Sardari et ses collaborateurs ont testé la toxicité de 36 coumarines et furanocoumarines sur Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae et Aspergillus niger et ont démontré que
I’hydroxylation sur le carbone C6 des furanocoumarines angulaires était déterminante pour 1’activité
antifongique (Sardari et al., 1999). Les furanocoumarines géranylées isolées a partir de fruits de

Tetradium daniellii présentent aussi une activité antimycobactérienne contre Mycobacterium

smegmatis, M. fortuitum et M. phlei (Adams et al., 2006).

1.3.7.5 Activité antiproliférative et apoptotique

De nombreux travaux ont porté sur 1’activité antiproliférative et apoptotiques des furanocoumarines sur
des cellules cancéreuses humaines. Les mécanismes réactionnels mis en jeu sont en cours d’étude et
permettront potentiellement la découverte de nouveaux anticancéreux. Les hypotheses sont nombreuses.
Certains articles tendent a dire que c’est la présence d’un groupement méthyl sur le carbone C5 ainsi
qu’une conformation linéaire qui pourraient &étre responsables de leur activité antiproliférative
(Sumiyoshi et al., 2014). D’autres travaux comme ceux de Sigurdsson et de ses collaborateurs ont
montré que les propriétés antiprolifératives, d’une teinture de fruits d’Angelica archangelica sur des
cellules cancéreuses pancréatiques, provenaient majoritairement du 8-MOP (groupement méthoxy en
C8) et de I'impératorine (Sigurdsson et al., 2004). Ces propriétés sont également démontrées sur des
cellules cancéreuses de poumon, d’ovaire, de mélanome, du systéme nerveux central et du colon (Kim
et al., 2007). Appendino, quant a lui, a montré que I’impératorine et I’héraclénine isolées a partir de
racines et de graines d’Opoparax chironium bloquaient les cellules dans le cycle cellulaire,
respectivement dans les phases G1/S et G2/M (Appendino et al., 2004). Un premier mécanisme
réactionnel est décrit pour I’implication de I’impératorine dans I’induction de I’apoptose dans des
cellules humaines HL-60 via la voie du cytochrome c/caspase-9. L’impératorine induirait la
dépolarisation des membranes des mitochondries qui conduit ainsi a la dérégulation de la protéine Bcl-
2 et la libération du cytochrome ¢ des mitochondries vers le cytosol. Les caspases-9 et -3 sont ensuite
activées par le cytochrome c et clivent de nombreuses protéines notamment la poly(ADP-ribose)

polymérase, conduisant a I’apoptose (Pae et al., 2002).
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1.3.8 Toxicité des furanocoumarines

Les furanocoumarines présentent de nombreuses propriétés thérapeutiques, mais sont également des
molécules toxiques qui peuvent causer des photodermatites de contact, provoquer des mélanomes et étre

toxiques par ingestion.

1.3.8.1 Photodermatite

Les photodermatites sont des affections de la peau causées par ’action conjointe de molécules
photosensibilisantes et d’une exposition aux rayonnements UV (soleil par exemple). Les lésions
cutanées causées apparaissent 4 a 6 jours aprés 1’exposition et peuvent se caractériser par un érythéme
cutané (Moreira et al., 2010), une hyperpigmentation de la peau et I’apparition de vésicules bulleuses
(Kung et al., 2009). Les plantes pouvant causer des réactions cutanées phototoxiques appartiennent
principalement aux familles des Apiacées, Rutacées, et Moracées (Lovell, 1997), mais ont également
été observées chez Chenopodium album une plante de la famille des Chénopodiacées produisant des

furanocoumarines (Bilgili et al., 2011).

1.3.8.2 Meélanome

Le mélanome cutané est le plus grave des cancers de la peau. Il existe une prédisposition génétique a
cette maladie, mais il peut également étre causé lors de traitements associant le §-MOP avec un
rayonnement UVA (Stern er al., 1997). Deux études récentes ont montré que les personnes qui
consommaient tres régulierement du jus d’orange, avaient plus de chance de développer un mélanome
cutané (Feskanich et al., 2003; Sayre and Dowdy, 2008). L’absorption réguliére de denrées alimentaires

contenant des furanocoumarines augmente donc la probabilité de développer un mélanome cutané.

1.3.8.3 Par ingestion

De nombreuses études ont montré que 60 % des enzymes impliquées dans le catabolisme de
médicaments et de molécules xénobiotiques en regle générale se faisait par des enzymes de la famille
des P450s. Ces enzymes jouent donc un role essentiel dans 1’élimination de molécules toxiques pour
I’organisme. Un certain nombre d’études mettent en évidence que les furanocoumarines ont un effet
inhibiteur sur ces enzymes engendrant de graves conséquences sur la santé (Guo et al., 2000). Par
exemple, Ohnishi et ses collaborateurs ont démontré que les furanocoumarines contenues dans du jus

de pamplemousse inhibaient CYP3A4 conduisant a une non dégradation de la vinblastine dans des
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cellules Caco-2 (Ohnishi ef al., 2000). Girennavar et ses collaborateurs ont montré que 5
furanocoumarines et dérivés de furanocoumarines contenues dans les jus de pamplemousse et de pomelo
inhibaient les cytochromes CYP3A4, CYP2D6 et CYP2C9, la molécule la plus efficace étant la
paradisine A (Figure 14, p. 51) (Girennavar et al., 2007).

o
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Figure 14 : Structure de la paradisine A.

Les furanocoumarines contenues dans les Citrus peuvent également inhiber CYP1A2, CYP2AG6,
CYP2C19 et CYP2EI (Tassaneeyakul et al., 2000). Ce phénomene de surdosage médicamenteux induit
par les furanocoumarines a été largement décrit sous le vocable « effet Pomelo » (Dahan and Altman,
2004). Mais cet effet n’est pas restreint aux agrumes. En effet, Lampe a pu montrer que 1’ingestion de
légumes de la famille des Apiacées (céleri, panais, persil, carotte et aneth) pouvait également conduire
a I’inhibition de CYP1A2 impliqué dans le métabolisme de molécules procarcinogenes (hétérocycles

amines, nitrosamines et aflatoxines B1) (Lampe et al., 2000).

2 Pastinaca sativa, Ruta graveolens et Cullen cinereum : trois plantes productrices de

furanocoumarines
2.1 Description botanique

2.1.1 P.sativa

P. sativa communément appelée panais, pastenade, racine-blanche ou encore grand chervis est une
plante herbacée bisannuelle de 50 cm a plus d’un métre de haut appartenant a la famille des Apiacées
qui fut autrefois largement cultivée comme légume et comme plante fourragere. L’espéce est représentée
par trois sous-especes : P. sativa L. subsp. sylvestris (panais sauvage), P. sativa L. subsp. urens (panais
urticant) et P. sativa L. subsp. sativa (panais cultivé dont la variété ‘Demi-Long de Guernesey’ est la

plus représentée actuellement).
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Le panais sauvage est une plante érigée a feuilles alternes poilues qui porte des inflorescences en
ombelles composées portant 6 a 15 rayons inégaux de fleurs a pétales jaunes portées par des tiges creuses
et sillonnées (Figure 15-A, p. 52). La floraison s’étend de juin & octobre. Les fruits secs sont des diakeénes
aplatis qui se scindent en deux a maturité, chaque partie contenant une graine (Figure 15-A, p. 52). Les
feuilles sont grandes, simples et pennées composées de 5 a 11 folioles entieres ou tridentées (Figure 15-
B, p. 52). La racine principale pivotante de la plante sauvage est amere et ligneuse alors que celles des
variétés cultivées est douce et tendre. Le panais sauvage est natif d’Eurasie entre la région ouest de la
Méditerranée et les montagnes caucasiennes. Il a été naturalisé dans de nombreuses régions tempérées
du monde notamment en Amérique du Nord, en Australie, en Chine, au Japon, en Nouvelle-Zélande, en

Afrique du Sud et en Amérique du Sud.

Le panais est un légume ancien déja utilisé en médecine traditionnelle par les Grecs et les Romains qui
fut longtemps assimilé et confondu avec la carotte. Dioscoride, dans son ouvrage De Materia Medica,
note que I’espéce sauvage a des propriétés plus efficaces que celle comestible cultivée. Selon lui, les
graines pouvaient étre utilisées pour soigner la dysurie, 'hydropisie, les pleurésies, les morsures de bétes
venimeuses, les blessures provoquées par les coups ainsi que pour protéger des serpents et favoriser la
conception. La racine quant a elle était utilisée pour ses propriétés diurétiques, aphrodisiaques et pour
soigner les ulceéres cancéreux. Actuellement, P. sativa est utilisé en aromathérapie pour le traitement de

sclérophtalmies catarrhales, de glaucomes et d’entérocolites spasmodiques.

Tafel 28.

m
{

7

A Echte Pastinake, Pastinaca sativa.

Figure 15 : A. Planche botanique de P. sativa L. (illustration de Johann Georg Sturm, 1796
Deutschlands Flora in Abbildungen) (Sturm and Sturm, 1796). B. Photographie de P. sativa.
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2.1.2 R. graveolens

R. graveolens communément appelée rue des jardiniers, rue fétide, rue odorante, rue officinale ou encore
herbe de grace est un arbrisseau sous-frutescent de la famille des Rutacées. Cette plante méditerranéenne
semi-arbustive de 70 cm a un metre de haut est tres ramifiée et ligneuse a la base. Ses feuilles glauques
semi-persistantes sont alternes, pennatiséquées (souvent trilobées) et de consistance peu charnue (Figure
16-B, p. 53). Ses fleurs en cymes corymbiformes sont composées de 4 a 5 pétales jaunes verdatres
soudés a la base (Figure 16-A, p. 53). La floraison s’étend de mai a aoft. Les fruits sont des capsules
lobées déhiscentes par 4 fentes libérant a maturité de petites graines noires (Figure 16-A, p. 53). R.
graveolens dégage une forte odeur acre et pénétrante émise par les huiles contenues dans les poches
schizolysogenes a la surface de ses feuilles. La rue est une plante originaire du Sud-Est de I’Europe
(Ukraine, Bulgarie, Albanie, ex-Yougoslavie) qui s’est ensuite naturalisée a toute I’Europe et a I’ Afrique
du Nord. Elle est également distribuée en Amérique du Sud ou on la cultive pour des raisons

ornementales et médicinales mais aussi a cause de croyances locales car elle protégerait du mal.

Figure 16 : A. Planche botanique de R. graveolens L. (illustration d’Otto Wilhelm Thomé, 1885 Flora
von Deutschland, Osterreich und der Schweiz) (Thomé, 1885). B. Photographie de R. graveolens L.
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R. graveolens était utilisée dés I’ Antiquité en médecine traditionnelle par les Romains et les Grecs pour
ses propriétés antispasmodiques, emménagogues et abortives. Son utilisation s’est par la suite
diversifiée. Les fruits et les parties aériennes, administrés sous forme d’infusion, de décoction ou de
poudre étaient utilisés dans le traitement de maux de téte, de vertiges et de rhumatismes (De Feo and
Senatore, 1993). Au Moyen-Age, la rue entrait dans la composition du « vinaigre des quatre voleurs »
sensé protégé de la peste et du typhus. Dans la Renaissance, de nombreux artistes comme Michelangelo
I’utilisaient en usage externe pour les douleurs oculaires de surmenage. R. graveolens constitue
également un excellent antiparasitaire et vermifuge (Guarrera, 1999, 2005). Actuellement la rue est
utilisée principalement en homéopathie et en aromathérapie pour le traitement de douleurs musculaires

et de la fatigue oculaire.

2.1.3 C. cinereum

C. cinereum Lindl. est une plnte herbacée pouvant atteindre une hauteur de 1 a 1,5 metres appartenant
a la famille des Fabacées, tribu des Psoraleaceae (Boardley et al., 1986). Cette plante aussi connue sous
le nom de Psoralea cinerea Lindl., appartenait anciennement au genre Psoralea qui comprenait
approximativement 130 especes réparties sur les cinqg continents. Les régles de classification étant
établies sur les végétaux européens, elles s’appliquent difficilement aux plantes australiennes. De plus,
la grande variabilit¢ morphologique au sein d’une méme espéce, ainsi que les fécondations
interspécifiques possibles engendrent des confusions taxonomiques. Une nouvelle classification
taxonomique des Psoralées australiennes a été proposée par James Grimes et place 25 de ces especes
dans le genre Cullen (Grimes, 1997).

C. cinereum Lindl. présente des feuilles alternes trifoliées, chacune comportant trois folioles elliptiques
et pétiolées avec un bord denté (Figure 17-C, p. 55). Les plantes présentent des inflorescences de couleur
rose violet organisées en épis composés dont les bourgeons latéraux donnent chacun trois fleurs et
portées par un pédoncule assez long (Figure 17-A, p. 55). La floraison de C. cinereum a lieu d’avril a
mai. Les fruits sont des gousses glabres et ovales d’environ 5 mm ne contenant qu’une seule graine
(Figure 17-B, p. 55). C. cinereum est une plante endémique d’Australie qui se développe dans les zones
semi-arides (250 a 500 mm d’eau par an) et dans les régions cotiéres plus humides. Elle est associée aux
plantes de cycle annuel mais peut survivre plusieurs années si les conditions sont favorables. Cette plante
se développe sur des sols alluviaux, mais aussi sur des sols de type sableux a latéritique. C. cinereum
est capable de s’adapter aux conditions climatiques et édaphiques de la région a blé de 1’ouest de
I’ Australie et pourrait étre intégrée comme plante fourragére dans les rotations de culture pour le

développement de paturages pérennes (Bennett et al., 2011; Nicol et al., 2013).
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Figure 17 : Photographies de C. cinereum. Source : http://florabase.dpaw.wa.gov.au

2.2 Intérét de ces trois plantes pour I’étude de la voie de biosynthése des furanocoumarines

P. sativa, R. graveolens et C. cinereum appartiennent tous a la classe des Magnoliopsida, mais a des
familles botaniques distinctes, respectivement les Apiacées, les Rutacées et les Fabacées. Ces trois
plantes présentent une grande variété et teneur en métabolites secondaires dont certaines présentent un
intérét pour 1’industrie pharmaceutique.

Des analyses effectuées sur les organes reproducteurs de panais a différents stades de développement
ont permis de quantifier 24 métabolites primaires et secondaires dont des esters d’acides gras, des
terpenes (dont deux nouvellement décrites chez le panais : le cubebene et le bergamotene), du
palmitolactone, des furanocoumarines et de la myristicine (Zangerl ef al., 1997). D’autres analyses
effectuées sur des extraits réalisés au CO, supercritique ont permis de mettre en évidence chez R.
graveolens 39 quinolines et alcaloides (dictamnine, y-fagarine, skimmianine ou encore kokusagarine),
34 coumarines (rutacultine, rutamarine, chalepensine, chalepine, ou encore gravéoline) et
furanocoumarines et plus d’une trentaine d’autres composés tels que des cétones et des aldéhydes
(Stashenko et al., 2000). Plus récemment, des études réalisées sur des racines transformées avec
Agrobacterium rhizogenes cultivées en hairy roots ont démontré la présence d’autres molécules telles
que I’osthole, I’osthénol ou encore la rybalinine (Sidwa-Gorycka et al., 2009). Des cultures in vitro de

rue sous différentes conditions de lumiére ont mis en évidence la présence de cinq acides phénoliques,
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d’acide cinnamique (Szopa et al., 2012). C. cinereum synthétise quant a lui, des flavonoides tels que la
daidzéine, la génistéine et le coumestrol (Bourgaud et al., 1999).

Ces trois plantes produisent des furanocoumarines, mais qui sont présentent sous des formes chimiques
différentes. P. sativa synthétise a la fois des furanocoumarines linéaires et angulaires, principalement
du 8-MOP, de I’impératorine, du 5-MOP, de la sphondine et de I’isopimpinelline (Berenbaum et al.,
1984), mais la présence de psoraléne, d’angélicine, d’isobergapténe et de phelloptérine (Waksmundzka-
Hajnos et al., 2004) a également été démontrée (Peroutka et al., 2007). R. graveolens synthétise
uniquement des furanocoumarines linéaires, majoritairement du 5-MOP, mais également du psoralene,
du 8-MOP, de I’isopimpinelline et de I’impératorine (Ekiert and Gomoélka, 1999). Récemment de la
marmésine a été caractérisée dans des cultures in vitro de R. graveolens (Szopa et al., 2012). Enfin,
C. cinereum synthétise uniquement des furanocoumarines simples telles que le psoraléne et son isomere

angulaire, ’angélicine (Cappelletti ez al., 1984).

3 Les cytochromes P450

3.1 Description

Les P450s représentent une superfamille multigénique d’hémoprotéines enzymatiques (EC 1.14.14.1) a
propriété redox. C’est en 1958 que Klingenberg décrit pour la premicre fois I’apparition d’un pigment
jaune-orangé en présence de monoxyde de carbone dans des fractions microsomales de cellules de foie
de rat et de cochon (Klingenberg, 1958). Ce pigment fut d’abord considéré comme étant une
hémoprotéine de la famille des cytochromes b, mais il sera finalement désigné sous le terme de P450
(Omura and Sato, 1964). Cette appellation s’explique par la capacité de ces enzymes a présenter une
forte absorption a 450 nm lorsque le fer de [’héme sous sa forme réduite (ion ferreux Fe(Il)) se lie au
monoxyde de carbone en présence de dithionite de sodium (Omura and Sato, 1964). Cette particularité
d’absorption lui confére sa dénomination actuelle ; P pour pigment et 450 correspondant a la longueur
d’onde maximale d’absorption. Depuis la découverte de cette famille d’enzymes, les études biochimique
et moléculaire ce sont multipliées et les P450s sont actuellement un des sujets de recherche les plus en
vogue. La superfamille des P450s a été mise en évidence chez presque tous les organismes vivants :
archaebactéries, procaryotes, eucaryotes, végétaux et animaux (Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000).
Depuis I’essor de la biologie moléculaire et des techniques de séquengage massif, plus de 21 000
séquences de P450s ont été identifiées dont plus de 7 000 séquences chez les plantes

(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). Les P450s sont des monooxygénases capables

d’activer des molécules de dioxygéne en des espéces oxygénées réactives (EORs) et ainsi catalyser

I’addition d’un atome d’oxygéne a un atome de carbone, d’azote ou de soufre. Ces enzymes sont
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principalement impliquées dans des réactions d’hydroxylations, mais elles peuvent également réaliser
des déalkylations, des oxydations, des dimérisations, des désaminations et des époxydations (Mansuy,
1994, 1998) (Figure 18, p. 57). Cette grande diversité de réactions catalysées explique la présence de
cette famille d’enzymes dans de nombreuses voies de biosynthése. Lors de la réaction de
monooxygénation (Figure 19, p. 58), I’activation et le clivage du dioxygene requiert dans la plupart des
cas un pouvoir réducteur fourni par du NADPH ou du NADP via une cytochrome P450 réductase (CPR)
(EC 1.6.2.4) (Guengerich, 2007; Matsubara et al., 1976). Les relations phylogénétiques entre les
membres de cette superfamille restent a déterminer. Néanmoins, Wickramasinghe émet I’hypothése que
I’apparition des P450s daterait de plusieurs milliards d’années et qu’a 1’époque ou 1’oxygéne
atmosphérique était rare, ils étaient impliqués dans des processus de détoxication de cette molécule
(Wickramasinghe and Villee, 1975). Ces enzymes se seraient ensuite multipliées dans les organismes
aérobiques pour générer de nombreuses voies de biosynthese et seraient impliquées dans de nombreux
processus de dégradation de molécules (Wickramasinghe and Villee, 1975). Nelson, quant a lui, déduit
a partir d’analyses phylogénétiques, que le géne ancestral serait apparu il y a 3,5 milliards d’années chez
la bactérie (Nelson, 1999; Nelson et al., 1993). Ce geéne ancestral aurait une tres forte identité avec
CYP51, un P450 ubiquitaire a tous les organismes impliqué nottament dans la 14a-déméthylation du

lanostérol chez les bactéries et de 1’obtusifoliol chez les plantes, des intermédiaires dans la synthese des

stérols.
MONOOXYGENATIONS
B
= DEHYDROGENATIONS
/C—O + NO (or NxOy) ROH
R’ \C_C/
NO SYNTHASE-TYPE X RR'C=N-OH = KH d >
OXIDATIONS
(C=N bond cleavage) [ + /CH—CH
P450 s
+ NAD(P)H + O,
R R; \ OXIDASE ACTIVITY
+ H>—<CHO ..
R 0y, H;0,, H,0
R\ /Rs R R
O
/ N PER
R, R, OH PEROXIDASE-TYPE
OXIDATIONS
H R R
+ HCOOH o @_@ (but using O, instead of H,0,)
OXIDATIVE DEFORMYLATIONS HO OH (C-C or C-O coupling)

(C-C bond cleavage)

Figure 18 : Exemples de réactions catalysées par les P450s (Mansuy, 1998).
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Cytochrome P450
RH + 0, + NADPH, H- ——ocrome » ROH + H,0 + NADP*

Figure 19 : Equation bilan de la réaction de monooxygénation catalysée par les P450s.

3.2 Nomenclature

En raison de la multitude de génes isolés, il fut rapidement nécessaire d’établir une nomenclature et une
classification. La nomenclature pour I’ensemble des P450s est basée sur 1’alignement des structures
primaires des protéines. Une base de données établie par le Prof. David Nelson
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html) a été adoptée par la communauté scientifique. Les
P450s sont décrits par les trois lettres CYP (pour CYtochrome P450) suivies d’un chiffre qui correspond
a la famille. Lorsque deux protéines partagent au moins 40 % d’identité, elles appartiennent a la méme
famille. Suit ensuite une ou deux lettres qui définissent la sous-famille du P450. Les enzymes
appartenant & la méme sous-famille partagent au moins 55 % d’identité. Enfin, un dernier chiffre désigne
I’ordre chronologique de la découverte des geénes dans la sous-famille considérée. Les séquences qui
présentent plus de 97 % d’identité sont considérées comme des variants alléliques. Les familles de P450s
de plantes sont les familles 51 et celles numérotées de 71 a 99 et de 701 a 736. Vu le nombre important
de familles identifiées, un niveau de classification supplémentaire a été mis en place. En se basant sur
des arbres phylogéniques, les familles proches sont alors réunies en clans (Nelson, 1999; Nelson et al.,
2004). Les clans rassemblent les membres qui seraient issus d’un méme geéne ancestral. Ils sont désignés
par le plus petit numéro des familles représentées ou par le chiffre de la famille majoritaire. A titre
d’exemple, le clan 71, qui est le plus grand, regroupe les membres des familles CYP71, 73, 75, 76, 77,
78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 89, 92, 93, 98, 99, 701, 703, 705, 706, 712, 719, 723, 726 et 736.

3.3 Classification et origine du pouvoir réducteur
Les P450s nécessitent 1’apport d’un pouvoir réducteur fourni de maniére générale par le NADPH ou le
NADH afin de réaliser les réactions de monooxygénations. Ces enzymes sont réparties en quatre classes
selon leur partenaire redox (Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000). Les classes I et II sont majoritaires,

les classes III et IV sont beaucoup moins fréquentes.

La classe I contient des P450s qui fonctionnent avec deux partenaires redox, une NAD(P)H réductase

constituée d’un domaine flavine adénine dinucléotide (FAD) ou d’un domaine flavine mononucléotide
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(FMN), associée a une ferrédoxine fer-soufre (Figure 20-A, B et C, p. 59). Les P450s de cette classe
sont majoritairement des enzymes bactériennes, mais on trouve également des P450s mitochondriaux.
La majorité des P450s de plantes appartiennent a la classe II qui comprend des enzymes associées a une
cytochrome P450 réductase NADPH dépendante (CPR) qui comprend un domaine FAD et un domaine
FMN responsables du transfert d’électrons vers le site catalytique du P450 (Figure 20-D, p. 59 et Figure
21, p. 60). Cette classe est majoritaire chez les eucaryotes et contient principalement des enzymes
localisées au niveau du réticulum endoplasmique, mais elle comprend également un systeme soluble
présent chez les bactéries (Figure 20-E, p. 59). Les P450s de la classe II peuvent également recevoir des
électrons via un cytochrome b5 et la NADH cytochrome b5 réductase.

Les P450s appartenant a la classe Il ne nécessitent pas d’apport extérieur d’électrons ou d’oxygene
moléculaire. Ces enzymes sont exclusivement eucaryotes et catalysent des réactions d’isomérisation et
de déshydratation. Les électrons sont apportés par les substrats de ces enzymes.

La classe IV ne comprend a ce jour qu'un seul membre, la Nitrite Oxyde Réductase (P450nor). Cette
enzyme réduit le monoxyde d’azote en N,O et utilise directement le NADH comme source d’électrons

sans recourir a des protéines intermédiaires.

(B)
NAD(P)*
NAD(P)H

Membrane mitochondriale (€)
interne NAD(P)*

NAD(P)H

(D) CPR  P450 (E) CPR  P450
NAD(P)*

Classe Il NADPH NAD(P)H

Réticulum endoplasmique

Figure 20 : Représentation schématique des différents partenaires redox des P450s (adapté de De
Montellano, 2005). Fx = ferrédoxine ; FxR = ferrédoxine réductase ; CPR = Cytochrome P450 réductase.
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Méandre

Domaine de

NADPH fixation de ’héme

+ H*
NADP+*

P450
reductase

Hélice I

Réticulum

Substrat Coude

Figure 21 : Représentation schématique d'un cytochrome P450 eucaryote microsomal associé a la
cytochrome P450 réductase constituée d'un domaine FAD et d'un domaine FMN (Werck-Reichhart et
al., 2000).

Les CPRs présentent peu de sélectivité d’interaction avec les cytochromes P450. D’ailleurs, la diversité
des CPRs est tres faible par rapport au nombre de P450s présents dans chaque génome. A titre
d’exemples, ’Homme et la levure n’ont qu’une seule CPR, les plantes quant a elles, ont généralement
deux ou trois CPRs (Benveniste et al., 1991; Mizutani and Ohta, 1998). Ces isoformes pourraient avoir
des rdles physiologiques différents chez les plantes supérieures (Ohta and Mizutani, 2004). Chez A.
thaliana, AthR1 est exprimée de manicre constitutive, alors que la syntheése d’AthR2 peut étre induite

par la lumiere ou par des blessures (Mizutani and Ohta, 1998).

3.4 Structures secondaire et tertiaire et domaines conservés

Bien que les identités de séquences peptidiques entre P450s procaryotes et eucaryotes soient
relativement faibles (16 % d’identité au minimum), cette famille d’enzymes présente une forte
conservation de structure tertiaire. Ces résultats ont été obtenus a partir de données structurales
cristallographiques de P450s cytosoliques et membranaires (Schoch et al., 2004; Scott et al., 2003;
Wester et al., 2004; Williams et al., 2000a, 2000b, 2004; Yano et al., 2004, 2005). Ces protéines sont
constituées par plusieurs hélices a et de quelques feuillets  qui s’associent en deux domaines globulaires
a et B (Figure 22, p. 61).

Malgré I’importante diversité génétique des P450s, cette famille est caractérisée par plusieurs séquences

protéiques consensus :
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e La séquence FxxGxRxCxG située du c6té proximal de I’héme en amont de I’hélice L est un
domaine tres conservé appelé « Cys-pocket » (Figure 22, p. 61). La cystéine de cette séquence
forme une liaison thio-ester avec I’atome de fer de I’héme contribuant ainsi a la fixation et au
maintien de I’héme au sein de I’enzyme.

o Laséquence (G/A)Gx(E/D)T située du c6té proximal de I’héme au niveau de I’hélice I est moins
bien conservée au sein des P450s (Figure 22, p. 61). Cette séquence est impliquée dans
I’activation de I’oxygene moléculaire lors de la réaction enzymatique.

e La séquence ExxR localisée au niveau de 1’hélice K est également susceptible de stabiliser la

structure du noyau de la protéine en maintenant la poche de I’héme dans sa position.

A B C D E FG ®H 1 1 K

L
NH, ] :]U:]:] COOH

I 1 I 1
(G/A)Gx(E/D)T FxxGxRxCxG

Figure 22 : Représentation schématique de la structure primaire d'un P450 membranaire eucaryote. En
noir : ancre membranaire ; en rouge : acides aminés basiques ; en gris : coude proline ; en violet :
séquences SRSs. Les hélices a sont annotées de A a L.

Les cytochromes P450 sont localisés a différents endroits au niveau cellulaire. Chez les procaryotes, les
P450s sont des enzymes solubles dans le cytosol, alors que chez les eucaryotes ce sont des protéines
membranaires distribuées dans différents compartiments cellulaires. Chez les plantes, les P450s sont le
plus souvent localisés sur la face cytosolique de la membrane du réticulum endoplasmique, mais ils
peuvent également étre ancrés dans la membrane des mitochondries ou plus rarement au niveau de la
membrane des chloroplastes (Guirimand et al., 2011; Quinlan et al., 2012).

Les P450s associés a la membrane du réticulum endoplasmique disposent d’une hélice hydrophobe
d’une vingtaine d’acides aminés au niveau de I’extrémité N-terminale de 1’enzyme (Figure 22, p. 61).
Cette région est suivie d’une région constituée de résidus basiques qui délimite I’ancre membranaire et
d’une région riche en prolines qui définit le coude de I’enzyme et permet le bon repliement de la protéine
(Chen and Kemper, 1996). Cette région permet également a la partie globulaire de I’enzyme de s’accoler
a la membranaire du réticulum endoplasmique et de se placer correctement par rapport a la CPR qui est

également membranaire (Figure 22, p. 61) (Kemper, 2004).

Les régions de I’enzyme responsables de 1’entrée et du positionnement du substrat au niveau du site actif

sont appelées Substrate Recognition Site (SRSs). Ces séquences ont été pour la premiere fois mises en
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évidence chez la famille CYP2 en comparant 51 des membres de cette famille avec 8 séquences de
P450s bactériens (Gotoh, 1992). Ces SRSs, au nombre de 6, correspondent a ces régions spécifiques
conservées chez tous les P450s, surtout pour les SRSs 1, 4, 5 et 6 (Figure 23, p. 62) (Williams et al.,
2000a). L’obtention de structures cristallographiques et de modéles moléculaires ont permis de mettre
en évidence plusieurs acides aminés déterminants pour I’activité de I’enzyme. L’arginine 104 du SRS 1
de CYP71AJ1 semble interagir avec I’arginine 434 pour stabiliser I’héme du site actif (Larbat et al.,
2007).

Suivant les P450s, 1’acces du substrat au site actif s’effectue par deux canaux différents. Le premier est
définit par la boucle F-G qui fait intervenir les SRSs 2 et 3 (Chen and Kemper, 1996) (Wilmouth et al.,
2002), le deuxieme implique la boucle B-C. Une étude effectuée dans notre laboratoire a montré que la
séquence HPP du SRS 5 est conservée chez de nombreux membres de la famille CYP71, mais elle est
remplacée par YFT chez la psoralene synthase (CYP71AJ1-3) et par YIT chez I’angélicine synthase
(CYP71AJ4) et semble déterminante pour 1’activité de ces deux enzymes (Larbat er al., 2007, 2009).
De plus, la modélisation de CYP71AJ1 semble montrer que la thréonine 479 du SRS 6 est essentielle a
I’activité catalytique de 1’enzyme (Larbat ef al., 2007). Les fonctions de ces génes sont uniquement

connues pour CYP71AJ1-4 et correspondent a la psoraléne synthase et a I’angélicine synthase.

Figure 23 : Représentation de la structure tridimensionnelle de CYP2D6 complexé avec du
dextrométhorphane (en vert) obtenues a partir des modeles cristallographiques de CYP101, 102, 107A,
108 et 2C5 (de Graaf et al., 2005).
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A ce jour, tous les P450s identifiés sont des hémoprotéines d’un poids moléculaire compris entre 45 et
60 kDa. Ces hémoprotéines sont caractérisées par un groupe prosthétique central, ’héme, qui catalyse
la réaction enzymatique. Le plan de ’héme définit la face proximale et la face distale contenant le site
actif du P450. L héme est relié au reste de la protéine au niveau d’une cystéine située dans la région C
terminale de I’enzyme. Cette liaison thio-ester est non-covalente et complexe 1’atome de fer du groupe
prosthétique. L.’héme est constitué d’un noyau protoporphyrine IX identique chez tous les P450s (Figure
24, p. 63). Ce noyau est caractérisé par 4 cycles pyroles qui renferment a leur centre un atome de fer
capable d’effectuer 6 liaisons de coordinence. Quatre d’entre elles relient cet atome avec le tétrapyrole,
une cinquieme liaison permet de stabiliser le noyau protoporphyrine dans le site actif via la liaison thio-
ester décrite précédemment et la derniére liaison peut étre établie avec une molécule d’H»O, d’O ou de

CO (Figure 24, p. 63).

COOH COOH
Figure 24 : Structure chimique développée d’un héme de type protoporphyrine IX.

3.5 Cycle catalytique des P450s

En I’absence de substrat, le fer du groupe prosthétique est a 1’état ferrique (Fe**) et forme une liaison
avec une molécule d’eau (Figure 25-A, p. 64). Le fer est a 1’état de spin bas et présente une symétrie
maximale par rapport au plan de I’héme. La fixation du substrat provoque un changement de
conformation de la protéine. L’atome de fer passe alors vers un état de haut spin pentacoordiné et se
déplace par rapport au plan de ’héme (Figure 25-B, p. 64). L’arrivée d’un électron fourni par la CPR
réduit le fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?*) pentacoordiné (Figure 25-C, p. 64). L’atome de fer peut
alors former une liaison avec une molécule de dioxygene pour former un intermédiaire Fe3*-0, (Figure

25-D, p. 64) qui est a son tour réduit par un électron pour former un complexe peroxo-ferrique (Figure
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25-E, p. 64). L’apport de deux protons aboutit a la formation d’un complexe ferryl-oxo et d’une
molécule d’eau (Figure 25-F, p. 64). L’oxygene est alors transféré au substrat, le produit formé est
relargué et ’atome de fer retourne a 1’état initial. Les P450s peuvent également fonctionner en cycle
court (passage de 1’état B a 1’état E, Figure 25, p. 64) lorsque le NADPH et I’oxygeéne sont remplacés
par des molécules de type alkyle, hydroperoxyde, peroxyacides ou peroxyde d’hydrogene.
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Figure 25 : Représentation schématique du cycle catalytique d'un P450 (Zangar et al., 2004).

De maniére générale, le cycle catalytique complet s’accompagne de la consommation d’une molécule
d’oxygéne et de deux électrons fournis par le NADPH. Néanmoins, il existe des réactions de découplage
entre la consommation de NADPH et la formation du produit qui générent la formation d’EORs (Figure
25, p. 64, réactions représentées par des fleches bleues). Ces molécules hautement réactives et tres
toxiques pour la cellule sont impliquées dans la signalisation de ’apoptose (Mignotte and Vayssiere,
1998). L’abondance des P450s chez les eucaryotes ainsi que le fort degré de découplage font que le
cycle catalytique des P450s est une des source principale de stress oxydant (Zangar et al., 2004). La
production d’EORs est étroitement controlée dans la cellule par la régulation directe de I’activité des
P450s ainsi qu’au niveau transcriptionnel (répression/induction d’enzymes antioxydantes telles que la

catalase) (Barouki and Morel, 2001; Mari and Cederbaum, 2001).
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3.6  P450s et inactivation autocatalytique

Les inactivateurs autocatalytiques, les inhibiteurs suicides ou les Mechanism-Based Inactivators (MIB)
sont des analogues de substrats capables de se positionner dans le site actif de ’enzyme et d’étre
métabolisés. Ils ont été décrits pour la premiere fois en 1968 avec I’étude de la f-hydroxydécanoyl
thioester déhydratase d’E. coli (Helmkamp et al., 1968). Ces molécules sont métabolisées en
intermédiaires réactifs capables d’interagir de maniere irréversible ou quasi irréversible avec 1I’enzyme
et la rendant ainsi inactive. Les inhibiteurs suicides semblent plus efficaces et plus sensibles que les
inhibiteurs classiques, car les enzymes ainsi inactivées irréversiblement sont alors retirées du pool
catalytique (Gravot et al., 2004).

11 existe quatre types de MIBs chez les P450s selon le type de liaisons qu’ils forment avec I’enzyme. On
distingue les MIBs capables de se fixer irréversiblement a I’enzyme, ceux qui se fixent de maniére
irréversible a I’héme, ceux qui se fixent de maniére quasi irréversible a I’atome de fer de ’héme et enfin
ceux qui provoquent la dégradation de ’héme. Certaines molécules comme le 17a-éthynylestradiol,
peuvent alkyler I’héme et provoquer sa destruction mais elles peuvent également former des liaisons
covalentes irréversibles avec I’apoprotéine au niveau du site actif (Lin et al., 2002). De nombreux
inhibiteurs autocatalytiques de P450s ont déja été identifiés et ces molécules présentent, en général, un
groupement amine, méthyléne dioxy, hydrazine ou acétyleéne. Des molécules contenant un noyau furane,
comme certaines furanocoumarines sont également des inhibiteurs suicides efficaces de P450s (Fouin-
Fortunet et al., 1986; Kharasch et al., 2000; Koenigs et al., 1997; Sahali-Sahly et al., 1996). La plupart
des études d’inactivation autocatalytique ont été menées sur des P450s de mammiferes appartenant aux
familles CYP1, CYP2 et CYP3 (Obach et al., 2007; Roberts et al., 1993, 1997), mais certains P450s
végétaux peuvent également Etre inactivés par des furanocoumarines. C’est le cas de la C4H qui est
inactivée par 1’établissement de liaison covalente avec le psoraléne ou le 8-MOP. Les plantes non
productrices de furanocoumarines sont beaucoup plus sensibles a I’inactivation de la C4H que celles qui
en produisent (Gravot, 2002; Gravot et al., 2004). Ces résultats suggerent qu’il y aurait eu une co-
évolution entre ’apparition de P450s résistants aux MIB et ’apparition des furanocoumarines afin
d’assurer I’activité de la C4H en présence de MIB, ou de réguler la syntheése de ces molécules toxiques

par un effet seuil (Gravot et al., 2004).

3.7 Roles et intéréts des P450s

Les P450s étant capables de réaliser une grande variété de réactions, il est logique que cette famille
d’enzymes soit impliquée dans de nombreuses voies métaboliques. Chez les procaryotes, les P450s sont

principalement impliqués dans la biosynthese de molécules de défense comme les antibiotiques et les
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stérols, alors que chez les eucaryotes ils participent a la synthése de molécules endogenes (hormones
stéroidiennes, métabolites primaires et secondaires) et a la dégradation de composés exogenes comme
les xénobiotiques, les polluants et les pesticides. Bien que 1’ingénierie des P450s soit prometteuse pour
des applications biotechnologiques, il n’existe a ce jour que quelques rares applications industrielles
comme la production de certaines plantes transgéniques (ceillet, roses bleues) ou la production

d’hydrocortisone chez la levure (Bernhardt, 2006).

3.7.1 Fonctions des P450s chez les végétaux

C’est chez les végétaux que I’on retrouve la plus grande diversité de P450s avec plus de 7000 séquences
identifiées a ce jour. En raison de 1’accélération du séquencage des génomes ce chiffre ne cesse
d’augmenter, mais les fonctions de tous ces génes ont été relativement peu documentées jusque la
(enzyme orphelines). Cette famille d’enzyme intervient dans le métabolisme de molécules endogénes et

dans le catabolisme de molécules exogenes.

3.7.1.1 Biosynthese de métabolites secondaires

Les P450s sont impliqués dans la biosyntheése de nombreux métabolites assurant des diverses fonctions.
IIs participent au maintien de la plante (lignines), a son interaction avec I’environnement (anthocyanes,
flavonoides, ...), a sa protection (glucosinolates, alcaloides, furanocoumarines, glucoside
cyanogéniques, ...) et également a sa régulation hormonale (auxines, gibbérélines, ...). Dans la voie de
biosynthése des phénylpropanoides et de ses dérivés, plusieurs P450s ont déja été caractérisés. Les
membres de la famille CYP73A correspondent a la C4H (Park er al., 2010; Ro et al., 2001) et ceux de
la famille CYP98A réalisent I’hydroxylation en 3’ des esters p-coumaroyl CoA comme nottament le p-
coumaroyl quinate et shikimate pour former respectivement le caffeoyl quinate et I’acide chlorogénique
(Morant et al., 2002; Schoch et al., 2001). La voie de biosynthese des flavonoides fait intervenir de
nombreux membres de la famille CYP75 présentant une activité flavonoide 3’-hydroxylase (CYP75B)
(Seitz et al., 2007), flavonoide 3°5’-hydroxylase (CYP75A) (Olsen et al., 2010) ou encore flavonoide
6’-hydroxylase (CYP75D) (Latunde-Dada et al., 2001). La voie de biosynthése des furanocoumarines
comporte également de nombreuses étapes catalytiques P450 dépendantes, pour I’instant seule la famille
des CYP71AlJ a été caractérisée et catalyse la formation de psoraléne et d’angélicine (Larbat et al., 2007,
2009). Deux autres enzymes, CYP82C2 et CYP82C4, identifiées chez Arabidopsis, sont capables de
réaliser I’hydroxylation du 8-MOP, bien que cette plante ne produise pas de furanocoumarine (Kruse et
al., 2008). Plusieurs enzymes ont été caractérisées dans la synthése des terpénoides. C’est le cas des

CYP85 et CYP90 impliqués dans la syntheése de brassinostéroides (Kim et al., 2005; Shimada et al.,
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2001) des CYP701 et CYP88 impliqués dans la synthese de gibbérellines (Helliwell et al., 2001; Wang
et al., 2012) ou encore des CYP707 qui participent a la dégradation de 1’acide abscissique (Saito ef al.,
2004). De nombreuses familles de P450s interviennent dans la biosynthese des alcaloides : CYP71D
pour la tabersonine 16-hydroxylase, CYP71BJ pour la tabersonine 19-hydroxylase, CYP72A est une
sécologanine synthase, ou encore CYP76B pour la géraniol/nérol 10-hydroxylase (Collu et al., 2001;
Giddings et al., 2011; Schroder et al., 1999). Quatre membre de la famille CYP71C catalysent des
réactions successives dans la synthése du 2,4-dihydroxy-7-méthoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-one
(DIMBOA) (Frey et al., 1997, 2003). Deux familles de P450s ont été démontrées a ce jour comme étant
impliquées dans la synthese des glucosinolates. CYP79A et CYP79B catalysent la premiere étape de
cette voie qui conduit a la formation d’un oxyme qui est pris en charge par des membres de CYPS3A et
CYPS83B pour donner un intermédiaire réactif qui sera ensuite conjugué avec une cystéine (Bak et al.,

1998; Naur et al., 2003; Sibbesen et al., 1995).

3.7.1.2 Catabolisme de xénobiotiques

Bien que le rdle joué par les P450s dans de nombreuses voies de biosynthese soit bien étudié, leur
implication dans les processus de détoxication est moins documentée. La majorité des études de la
fonction des P450s dans le catabolisme de molécules endogeénes ou exogenes a été effectuée sur des
P450s de mammiferes, néanmoins un certain nombre d’études sont réalisées sur des P450s végétaux.
Les P450s végétaux sont capables de cataboliser de nombreux composés exogenes toxiques comme de
nombreuses classes d’herbicides (phénylurées, sulfonylurées, chloroacétamines, ...), certains
insecticides et certains polluants (Schuler and Werck-Reichhart, 2003). A titre d’exemple, CYP71B1
d’H. tuberosus est capable de détoxifier de nombreux herbicides de la classe des phénylurées
(chlortoluron, isoproturon, ...) par deux réactions d’alkylation (Didierjean et al., 2002; Robineau et al.,
1998). L’ingénierie de ces P450s végétaux pourrait permettre le développement de plantes transgéniques
utilisables en biotechnologie pour leur résistance aux pesticides ou en phytoremédiation pour
décontaminer des sols pollués (Santosh er al., 2012; Werck-Reichhart ez al., 2000). De par I’importante
diversité de xénobiotiques catabolisés, il est raisonnable de penser qu’au sein d’une méme plante
plusieurs P450s sont impliqués dans le processus de dégradation. Certains P450s sont donc capables
d’intervenir a la fois dans des processus de synthese et de dégradation (Pierrel et al., 1994; Wen-Sheng
et al., 2006) mettant ainsi en évidence le caractére opportuniste de ces enzymes et, dans certains cas,
une spécificité de substrat peu importante.

Le processus de détoxication se déroule en trois étapes : transformation, conjugaison et
compartimentation (Sandermann Jr, 1992). Les réactions de transformation et de conjugaison sont

couplées et catalysent en général une hydroxylation ou une alkylation du xénobiotique qui le rende ainsi
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plus polaire et plus soluble, suivie d’une étape de conjugaison avec des composés tels que des sucres,
des groupements glutathion, ou encore des acides aminés (Kent ez al., 2006a, 2006b). Les xénobiotiques
ainsi dépourvus de toxicité sont, soit transportés et stockés dans les vacuoles, soit acheminés au niveau
de la paroi cellulaire (Schuler and Werck-Reichhart, 2003). Les P450s interviennent généralement dans

la premiere étape.

3.7.2 Les cytochromes P450 a I’origine de I’adaptation entre les plantes et les insectes

Les plantes et les insectes coexistent depuis plusieurs centaines de millions d’années et sont en étroite
interaction. Les insectes phytophages ingérent des acides aminés, des vitamines, des stérols et des
minéraux végétaux essentiels a leur développement (Fraenkel, 1959) et les plantes utilisent les insectes
pour la dissémination de leur pollen ou des graines. Des phénomenes adaptatifs et évolutifs ont émergé
chez les plantes et les insectes qui subissent des modifications de leur métabolisme. Les plantes
synthétisent de nouveaux composés allélopathiques et les insectes mettent en place de nouvelles
stratégies de détoxication de ces toxines végétales. De nombreux métabolites secondaires, comme les
terpénoides, acaloides, tannins et saponines présentent des propriétés allélopathiques. Ces différentes
voies métaboliques contiennent toutes des étapes P450s dépendantes. La capacité d’un organisme a
s’adapter a la présence de composés toxiques dans son environnement, est directement corrélée a la
diversité de cytochromes P450 contenus dans leur génome (Schuler, 2011). Ces premiers résultats sont
basés sur diverses observations, de nombreuses études tentent aujourd’hui d’apporter des ¢léments de
réponse sur les phénomenes évolutifs et adaptatifs du point de vue moléculaire (Berenbaum, 2002; Bono

et al., 2008; David et al., 2006; Després et al., 2007; Poupardin et al., 2008; Zumwalt and Neal, 1993).

3.7.2.1 Adaptation et synthése de composés allélopathiques par les P450s de

plantes

Au cours de I’évolution, les plantes se sont adaptées a leur environnement souvent hostile en synthétisant
de nombreux métabolites secondaires aux propriétés multiples. Les pressions de sélection exercées au
cours de 1’évolution ont ainsi conduit a la synthése de composés innombrables répartis sur I’ensemble
du regne végétal dont seulement 200 000 ont été identifiés a ce jour (Epifano et al., 2007; Wu and
Chappell, 2008). Plusieurs familles de molécules sont impliquées dans les processus de défense de la
plante : les terpénoides dont plus de 40 000 membres sont décrits dans la littérature (Zulak and
Bohlmann, 2010), les alcaloides composés de plus de 12 000 structures identifiées (Facchini, 2001;
Ziegler and Facchini, 2008), les phénylpropanoides et leur dérivés comme les flavonoides, les

anthocyanes (Dixon and Paiva, 1995; Murray, 2000; Ververidis et al., 2007) et les 200 structures
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identifiées chez les furanocoumarines (Curini ef al., 2006). D’autres composés moins bien représentés
dans le regne végétal comme certains glucosinolates, iridoides et glucosides d’iridoides, pipéramides et
benzoazinoides seraient également impliqués dans les processus de défense de la plante et dans son
adaptation a son environnement (Gierl and Frey, 2001; Halkier and Gershenzon, 2006; Richards et al.,
2012; Whitehead and Bowers, 2013; Wilmouth et al., 2002). Les profils métaboliques varient
considérablement d’une plante a 1’autre, certaines vont synthétiser un large panel de molécules peu
toxiques, alors que d’autres produisent majoritairement une classe de composés beaucoup plus toxiques
capables d’effets synergiques (Cianfrogna et al., 2002a, 2002b).

De nombreuses étapes de ces voies de biosynthese sont catalysées par des P450s. Comme cela a déja
été précisé plus tot, les génomes de plantes renferment un trés grand nombre de génes permettant de
coder pour ces enzymes. On en dénombre plusieurs centaines chez A. thaliana, 1a vigne ou encore le riz.
Le nombre total de P450s présents dans le génome des plantes représenterait plus d’un pour cent de la
totalité des geénes. Cependant, la fonction de la plupart d’entre elles reste encore a découvrir (Nelson et
al., 2004). A titre d’exemple, la fonction d’une soixante de protéines seulement a été identifiée sur les
276 genes identifiés chez A. thaliana (Chapple, 1998; Schuler and Werck-Reichhart, 2003). 11 a été
montré que certains de ces genes, parfois redondants, sont regroupés physiquement sur le génome et
sont régulés de la méme maniere que les opérons bactériens (Blanco er al., 2008; Michalak, 2008;
Osbourn and Field, 2009). Ces clusters de P450s concernent des voies de biosynthese particulieres
comme celle de la synthese du thalianol chez Arabidopsis (Wilmouth et al., 2002), des benzoazinoides
chez Zea mays (Frey et al., 1997), de I’avénacine chez 1’avoine (Qi et al., 2004) et des momilactones
chez le riz (Okada et al., 2009; Shimura et al., 2007). Cette multitude de P450s chez les végétaux
résulterait de différents événements génétiques tels que la duplication, les mutations, la néo- et la sub-
fonctionnalisation (Bak and Hamberger, 2013; Schuler, 2011). La présence d’introns localisés a des
positions identiques dans certains clusters indique que ces clusters de génes résulteraient de phénomenes
de duplication génique par enjambement (ou crossing over) (Paquette et al., 2000). Certaines familles
de P450s ont conservé au cours de 1’évolution la méme fonction dans les plantes ou elles sont exprimées.
C’est le cas par exemple, des familles CYP51 et CYP710 impliqués dans la synthése des stérols chez
les plantes supérieures (Bak et al., 1997; Morikawa et al., 2006), de la famille CYP97 impliquée dans
la synthese des xanthophylles (Morikawa et al., 2006), et des familles CYP86, CYP94 et CYP704 qui
interviennent dans la formation des acides gras chez la plupart des plantes vasculaires en réalisant leur
ortho-hydroxylation afin de former les éléments de base nécéssaires a la biosynthese des polymeres de
type cutine ou subérine (Le Bouquin et al., 2001; Hofer et al., 2008; Li et al., 2010; Mizutani and Ohta,
2010).

La majorité des autres familles de P450s sont spécifiques d’une ou de plusieurs plantes de la méme

espece. C’est le cas de la sous-famille CYP79F présente uniquement chez les Brassicacées et qui
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intervient dans la synthese de composés aliphatiques glucosinolés (Chen et al., 2003), de la sous-famille
CYP79D qui est impliquée dans la synthése de linamarine chez certaines Fabacées (Forslund et al.,
2004) et de la sous-famille CYP71AJ qui intervient dans la voie de biosynthese des furanocoumarines

linéaires et angulaires chez les Apiacées (Larbat et al., 2007, 2009).

3.7.2.2 Adaptation et détoxication de toxines par les P450s d’insectes

En dépit des nombreuses voies de biosynthése de molécules de défense mis en ceuvre par les plantes,
certains insectes phytophages ont réussi a s’adapter a la présence de ces molécules toxiques. Nous
I’avons vu précédemment, les P450s peuvent étre impliqués dans la détoxication de xénobiotiques chez
les plantes. Il en va de méme pour certains P450s d’insectes qui sont capables d’inactiver et/ou
d’éliminer ces toxines en réalisant une hydroxylation ou une époxydation (Schuler, 1996). Une grande
diversité de P450s d’insectes ont été isolés a ce jour, néanmoins leur nombre est largement inférieur a
celui chez les plantes (Tijet et al., 2001). A titre d’exemples, Anopheles gambia et Aedes aegypti,
vecteurs de la malaria, de la dengue et de la fievre jaune, possedent respectivement 105 et 153 génes
codant pour des P450s (Schuler, 2011). Afin d’élucider les phénomeénes évolutifs qui ont permis aux
insectes de s’adapter a la présence de toxines, de nombreuses études ont porté sur I’adaptation d’insectes
phytophages s’attaquant a des plantes productrices de furanocoumarines (Berenbaum, 1990; Schuler,
1996). Huit insectes aux régimes alimentaires différents sont démontrés comme étant capables de
dégrader les furanocoumarines grace a des P450s majoritairement a la sous-famille CYP6B. Plusieurs
membres des CYP6B ont été mis en évidence chez des insectes polyphages, comme Papillio glaucus,
P. multicaudatus ou Helicoverpa zea, et chacun de ces P450s catalyse la dégradation de nombreux
composés (furanocoumarines linéaires et angulaires, flavonoides, insecticides, ...) (Schuler, 2011).
CYP6BI1 est mis en évidence chez Papilio polyxenes, un insecte oligophage consommant quelques
plantes productrices de furanocoumarines. CYP6B1 métabolise quelques furanocoumarines linéaires et
lorsque ce P450 est co-exprimé avec une CPR d’insecte, il peut également dégrader des formes
angulaires (Wen et al., 2003). Chez Depressaria pastinacella, un parasite monophage spécifique du
panais, CYP6AB3 ne métabolise que I’impératorine et la myristicine et serait le P450 le plus spécialisé
dans la dégradation des furanocoumarines (Schuler, 2011). Cette grande diversité de génes présentant
des activités diverses plus ou moins spécifiques sont a 1’origine des différents types de régime
alimentaire chez les insectes (Mao et al., 2007; Wen et al., 2006). L’expression de certains P450s
d’insectes est induite par des éliciteurs et permet une réponse rapide en cas d’ingestion. C’est le cas de
CYP6BI1 et de CYP6B3 chez P. polyxenes qui sont fortement exprimés en présence de 8-MOP et
faiblement exprimés en présence d’angélicine (Hung et al., 1995; Petersen et al., 2001). Chez H. zea,

CYP6B8 métabolise une grande variété de molécules (large panel de furanocoumarines et quelques
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insecticides) et sa syntheése peut €tre induite par de nombreux dérivés phénylpropanoides dont les
furanocoumarines (Wen et al., 2009; Zeng et al., 2009). De maniere générale, les insectes polyphages
posseédent des P450s dont 1’expression est inductible par une plus grande diversité de molécules que
celle observée chez les insectes monophages. Des approches de mutagénese dirigée ou de modélisation
moléculaire chez les CYP6B ont permis de mettre en évidence 1’importance de certains acides aminés
pour la fonction de I’enzyme. Les résidus phénylalanine 116 et histidine 117 du SRS1 et phénylalanine
371 et phénylalanine 484 du SRS6 sont essentiels pour le positionnement du substrat au sein du site actif
(Baudry et al., 2003; Wen et al., 2006). Les sites SRSs 2, 5 et 6 de CYP6B1 contiennent de multiples
résidus aromatiques qui sont remplacés par des résidus non polaires chez CYP6BS ce qui entraine un
changement de polarité au niveau du site actif. La nature de ces acides aminés déterminerait le panel de
molécules métabolisées : plus le nombre de résidus polaires est élevé, plus la variabilité de réactions

catalysées sera grande (Mao et al., 2007; Schuler, 2011).

3.7.2.3 P450s et co-évolution

Le phénomene de co-évolution décrit pour la premicre fois en 1964 défini I’apparition d’un trait évolutif
dans une espece en réponse a un trait d’une autre espece qui elle-méme va évoluer (Ehrlich and Raven,
1964; Janzen and Muller, 1969; Wheat et al., 2007). Les plantes ont co-évolué avec les insectes, elles
produisent de nouvelles molécules de défense que les insectes seront capables par la suite de détoxifier.
Certaines plantes de la famille des Apiacées synthétisent des furanocoumarines linéaires et d’autres des
linéaires et des angulaires. L apparition des formes angulaires serait ultérieure a celle des linéaires et
résulterait d’une adaptation aux insectes devenus résistants aux formes linéaires (Berenbaum and Feeny,
1981). Les P450s sont des enzymes trés importantes pour 1’évolution, car sous la pression de sélection
de nouvelles fonctions apparaissent. De récentes études sont conduites sur la co-évolution plante-insecte
entre le genre Bursera et son prédateur Blepharida, un coléoptere. Cet arbrisseau synthétise des
molécules de la famille des terpenes (Becerra er al., 2001). Les profils terpéniques varient
considérablement au sein des différentes especes, certaines plantes ne produisant qu’un composé alors
que d’autres en synthétisent plus d’une trentaine (Becerra, 2007; Evans and Becerra, 2006; Evans et al.,
2000). Certains Blepharida sont monophages alors que d’autres attaquent plusieurs espeéces de Bursera
différentes (Becerra, 2007). 11 existe une forte corrélation entre I’apparition de nouvelles espéces de
Blepharida et I’apparition de nouvelles molécules de défense chez cette plante (Becerra ef al., 2009).
Toutefois, I’implication des P450s dans la modification de la synthése des terpénes n’a pas été
investiguée a ce jour dans la co-évolution Bursera/Blepharida. Une rare étude décrit I’implication des
P450s dans la co-évolution plante/insecte. Les membres CYP51 sont impliqués dans la synthese des

stérols chez les animaux, les plantes et les champignons. Deux genes, Sadl et Sad2, correspondant a des
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P450s de la sous-famille CYP51H, ont acquis une nouvelle fonction par des phénomenes de duplication
et de divergence et interviennent dans deux étapes successives de la production d’avenacines, des
molécules ayant des propriétés antimicrobiennes (Qi et al., 2006). Il y a donc co-évolution entre la voie

de biosynthese des stérols et celle des avenacines, et ces dernieres dériveraient des stérols.

4  Analyse de transcriptomes

Les plantes produisant des furanocoumarines ne sont pas des plantes modeles et les données génomiques
les concernant sont rares dans les bases de données (seulement 137 séquences nucléotidiques disponibles
dans Genbank pour R. graveolens et 40 pour P. sativa). Pour réaliser une analyse du transcriptome de
ces plantes, et ainsi faciliter ’identification de génes impliqués dans la synthése de certaines molécules,
il est essentiel de compléter les données disponibles dans les bases de données par de nouvelles
séquences. Depuis quelques années de nouvelles méthodes de séquencage ont émergé qui ont permis, a
ce jour, de réaliser le séquencage de plus de 1000 organismes. Les approches tradionnelles basées sur
I’utilisation de la méthode de Sanger couplée a la séparation des fragments d’ ADN par électrophorése
(sur gel ou en tube capilaire) ont été détronées par des nouvelles technologies transversales ne faisant
pas seulement intervenir des méthodes de séquencage améliorées mais également des techniques
analytiques plus poussées avec 'utilisation de fluorochomes, de PCR en émulsion, de capteurs CCD de

haute précision etc....

4.1 Méthode de séquencage « traditionnelle » de Sanger

Cette méthode est basée sur la polymérisation d’un brin d’ADN complémentaire a un brin matrice, a
partir d’un oligonucléotide (ou amorce) grace a I’ADN polymérase ADN dépendante (Sanger et al.,
1977). Le milieu réactionnel contient le fragment d’ADN a séquencer, la polymérase, des
désoxyribonucléotides triphosphates (ANTPs : dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ainsi qu’une faible quantité
de didésoxiribonucléotides triphosphates (ddNTPs : ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). L’incorporation
aléatoire des ddNTPs dans le nouveau brin synthétisé entraine 1’arrét de 1’élongation, car 1’absence de
leur groupement 3’-OH empéche la formation d’une liaison 5°-3° phosphodiester nécessaire a la
polymérisation. Afin de séquencer entierement un fragment d’ADN, cette réaction est réalisée quatre
fois en parallele, chacun des mélanges réactionnels ne comportant qu’un seul ddNTP. Les fragments
d’ADN ainsi obtenus sont séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide et ’analyse de la
séquence s’effectue de la méme manicre qu’avec la méthode de séquengage chimique. La détection des
fragments synthétisés est réalisée grace a I’incorporation d’un marqueur dans le brin synthétisé. Les

premiers travaux de séquencgage utilisaient des radiomarqueurs qui ont laissé place progressivement aux
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fluorochromes. Il est a noter que cette méthode n’est plus réalisée en laboratoire de nos jours, car elle

est trop longue et tres cofiteuse.

4.2 Séquencage haut débit

Les améliorations de la méthode de séquencage de Sanger ont conduit cette technique a atteindre son
rendement maximum. Les seules possibilités d’accélération sont la multiplication des gels et capillaires,
des séquenceurs, car si la vitesse d’électrophorese est augmentée cela causerait une diminution de la
qualité du séquengage. De nouvelles technologies ont été créées et elles permettent le séquencage base
par base en temps réel. Il existe actuellement principalement quatre technologies haut débit, une
cinquieéme est en cours de développement depuis 1995 (Rusk, 2009). Celle-ci utilise des nanopores, mais

elle doit encore faire face a de nombreux défis technologiques avant d’&tre mise sur le marché.

4.2.1 Technologie 454 (Roche)

Le séquenceur 454 mis au point par Roche repose sur une technique de pyroséquencage (Figure 26-E,
p. 74) (Ronaghi et al., 1998). Au cours de I’¢longation, a chaque fois qu’un dANTP est utilisé par I’ADN
polymérase, une molécule de pyrophosphate inorganique (PPi) est relachée. La mesure de la quantité de
PPi produite est réalisée a 1’aide d’ATP sulfurylase, de luciférase, d’adénosine 5’phosphosulfate et de
luciférine. Lorsqu’une molécule de PPi est relachée, I’ATP sulfurylase le converti en ATP a partir de
I’adénosine 5’phosphosulfate. La luciférase utilise alors cet ATP pour convertir la luciférine en
oxyluciférine. Cette derniere réaction émet un signal lumineux proportionnel a la quantité d’ATP utilisée

et donc de dNTPs incorporés.

La technologie 454 nécessite la préparation d’une librairie d’ADN simple brin en vue du séquencage.
Cette approche peut étre utilisée pour séquencer soit de I’ADN génomique (ADNg), soit des ARN
messagers (ARNm) au préalablement rétrotranscrits en ADN complémentaires (ADNc). L’ADNg est
au préalable fractionné par des traitements physiques (nébullisation). Les ARNm étant généralement de
petite taille, ce fractionnement n’est pas nécessaire lorsqu’on souhaite séquencer un transcriptome. Les
fragments d’ADNg ou d’ADNCc obtenus sont ligués a des séquences adaptatrices (ou adaptateurs) a leurs
extrémités (Figure 26—A, p. 74). Un de ces adaptateurs comporte une biotine en 5’ qui va servir a fixer
les fragments sur les billes grace a un systéme streptavidine/biotine. Les fragments d’ADN sont ensuite
dénaturés, seules les séquences simple brin possédant les deux adaptateurs sont conservées en vue d’étre
séquencées. Les fragments d’ADN simple brin sont ensuite fixés sur des microbilles a raison d’un

fragment par bille (Figure 26-B, p. 74) puis sont amplifiés grace a une PCR par émulsion (emPCR) : les
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billes sont émulsionnées dans un mélange eau/huile afin d’inclure un seul couple bille-ADN simple brin
par gouttelette d’eau. Chaque gouttelette fonctionne comme un puits pour la réaction de PCR. A la fin
de la réaction de PCR, chaque gouttelette contient une bille sur laquelle sont fixés tous les fragments

amplifiés (Figure 26-C, p. 74).

T

Fixation des ADN simple PCR par émulsion
brin aux billes
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Figure 26 : Représentation schématique des différentes étapes du pyroséquencage 454 de Roche
(source : http://www.454.com/).

Les billes ainsi couvertes de clones d’ADN simple brin sont alors additionnées au mélange réactionnel
contenant I’ADN polymérase et étalées sur une microplaque comprenant plusieurs centaines de milliers
de puits (le diamétre d’un puits est inférieur a 45um) (Figure 26-D, p. 74). La puce est congue de manicre
a ce qu’un puits ne puisse contenir qu’une seule bille. Les puits sont ensuit recouverts par des billes
ayant a leur surface la sulfurylase et la luciférase. Le pyroséquencage est effectué avec I’ajout de chacune
des bases de maniere séquentielle (Figure 26-E, p. 74). Les intensités de lumiere émises sont enregistrées
sur chaque puits grace a un capteur adapté apres 1’ajout successif de chaque base. Les bases non utilisées
sont finalement dégradées par une solution contenant une apyrase. Les cycles successifs contenant les
différentes bases sont généralement réalisés 42 fois et conduisent a I’obtention de séquences ayant une
longueur moyenne de 100 pb avec un total de 20 millions de bases séquencées en 4h30 (sur ’ensemble
de la microplaque). Le séquenceur 454 GS20 utilise une puce qui contient 200 000 puits d’environ 44
um de diametre, ce qui permet d’effectuer des réactions de séquengage en parallele de maniére massive.

Le séquenceur 454 FLX Titanium utilise quant a lui des puces ayant une capacité de plus d’un million
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de puits. Les séquences ainsi obtenues ont une longueur moyenne de 500 pb avec un total de 400 a 600

millions de bases séquencées en 10 h.

4.2.2 Technologie Illumina Solexa

N

La technologie Illumina est fondée sur des principes identiques a ceux de la technologie 454. La
parallélisation du séquencage repose également sur |’utilisation d’une matrice de clones attachés a une
surface solide, et le séquencage s’effectue toujours en temps réel. Néanmoins, avec la technologie
[llumina, le séquengage s’effectue grace a des fluorochromes fixés aux dNTPs. Comme pour la
technologie 454, il est nécessaire de préparer une librairie d’ ADN simple brin pour le séquenceur Solexa.
Des adaptateurs sont fixés aux extrémités des fragments d’ADN (ADNg fragmenté par nébullisation ou
ADNc correspondant aux ARNm présents dans la cellule). Ces morceaux d’ADN sont ensuites
dénaturés et hybridés a des amorces complémentaires aux adaptateurs. Ces amorces auront au préalable
été fixées sur une lame. Aprés une phase d’élongation et de dénaturation, les fragments simple brin
obtenus forment un pont au niveau du support grace a une autre amorce fixée a proximité. Ces fragments
sont alors réamplifiés afin de former une structure « en pont » double brin. L’ADN est & nouveau
dénaturé et les fragments simple brin obtenus forment également des ponts sur le support. Cette étape
est répétée 35 fois pour former des clusters de 2 000 fragments. Les fragments ainsi obtenus sont ensuite
séquencés en ajoutant un mélange des quatre dNTPs terminateurs marqués. Ces dNTPs terminateurs ont
la particularité d’agir comme des ddNTPs, ils bloquent la polymérase apreés avoir été incorporés.
Néanmoins, ces dNTPs terminateurs ont la capacité d’étre réversibles. Lorsque la premiere série de
dNTPs terminateurs est incorporée, les intensités lumineuses des différents fluorochromes sont

enregistrées. Les dNTPs terminateurs sont alors inactivés et un nouveau cycle peut commencer.

4.2.3 Technologie Helicos tSMS

La technologie du séquenceur Helicos tSMS (True Single Molecule Sequencing) est une amélioration
de la technologie Illumina. Le détecteur de 1’Helicos tSMS est extrémement performant et est capable
d’enregistrer la fluorescence émise par un seul brin d’ADN. Aucune amplification préalable n’est donc
nécessaire. Les fragments d’ADN a séquencer sont fixés sur une surface plane avec une densité tres
élevée. Les fragments séquencés ont une longueur moyenne de 50 pb et ce séquenceur a la capacité de

séquencer plus de 3 milliards de bases par jour.
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4.2.4 Technologie Applied Biosystems SOLiD

La technologie Supported Oligo Ligation Detection (SOLiD) a été créée par la société Applied
Biosystems. L’étape de préparation de la librairie est comme pour la technologie 454, réalisée par une
PCR en émulsion. A la fin de cette étape, les extrémités 3’ des ADN simple brin sont modifiées avec un
adaptateur pour permettre leur fixation sur une plaque de verre. Chaque brin d’ADN est alors associé a
une amorce a proximité de lui pour permettre sa réplication. La particularité de cette technologie réside
dans le fait qu’elle n’utilise pas de polymérase au cours du séquengage, mais une ADN ligase. Le
séquencgage est basé sur un mélange réactionnel d’oligonucléotides marqués par des fluorochromes.
Cette technologie génere des séquences de 50 pb environ et peut séquencer plus de 2 milliards de bases

par jour.

4.2.5 Etdans le futur ?

Avec I’essor de I’automatisation et des nouvelles technologies de s€quengage, le séquengage est devenu
de plus en rapide et abordable. Alors qu’il a fallu prés de 10 ans pour entiérement séquencer le génome
humain, il est possible avec les technologies actuelles de le faire en une seule journée. D’ailleurs
certaines célébrités ont récemment fait séquencer leur génome (Levy et al., 2007; Wheeler et al., 2008).
Le séquengage complet de génomes pourrait permettre I’étude de variations génétiques sur une grande
population, mais permettrait également de traiter spécifiquement certains patients. Méme si les capacités
journalieres de séquencage des séquenceurs haut-débit sont 300 a 1100 fois plus élevées que celle d’un
séquenceur classique, ces technologies présentent en général un taux d’erreur de 1 a 2 % (Schroder et
al., 2009) alors que les séquenceurs classiques ont un taux d’erreur de 1 pour 10 millions (Mandel et al.,
2008). De plus, ces nouveaux séquenceurs produisent des séquences de 50 a 500 pb contre 1200 pb pour
un séquencage classique. Ces séquenceurs haut-débit nécessitent donc de lourds traitements
d’assemblage de données. Des méthodes alternatives se sont également développées ces dernieres
années pour réaliser des séquencages de trées long fragments d’ADN (PACBIO,
www.pacificbiosciences.com) et deviendront vraisemblablement les méthodes de séquencage de
génome de référence dans les années a venir. La course est lancée a celui qui proposera en premier le

séquencage du génome humain en une journée pour 1000 dollars.

4.3 Assemblage de séquences

La majorité des techniques de séquencage haut débit utilisés actuellement génere des fragments ayant

une taille d’environ 500 a 800 nucléotides. I est donc nécessaire d’effectuer un assemblage des
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fragments séquencés afin d’obtenir les séquences complétes des geénes transcrits dans le cas d’une

banque d’ADNc voire des chromosomes entiers dans le cas d’un séquengage entier de génome.
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Figure 27 : Représentation schématique du processus d'assemblage de séquences. Les fragments de
couleur identique se chevauchent et peuvent étre rassemblées dans un méme contig.

Le processus d’assemblage des fragments d’ADNg ou d’ADNc séquencés consiste dans un premier
temps a identifier les parties qui se recouvrent partiellement dites chevauchantes des différents
fragments. Si deux fragments se recouvrent, ils sont alors réunis pour former un « contig » (Figure 27,
p. 77). Puis, ce contig sera comparé aux autres fragments de la banque afin de prolonger sa séquence.
Ces comparaisons doivent tenir compte des contraintes du sens de séquengage de chaque fragment. La
méthode d’assemblage permet donc d’obtenir des séquences de plus grande taille et dont la qualité est
améliorée. Les séquences qui ne peuvent étre assemblées en contig sont appelées « singletons » (Figure
27, p. 77). 1l existe plusieurs programmes informatiques permettant cette opération d’assemblage de
séquences nucléotidiques comme par exemple Cap3, Phrap ou encore la suite logicielle Staden (Bastide

and McCombie, 2007; Huang et al., 2008; Staden et al., 1999).

4.4 Annotations de séquences

En raison de I’essor des nouvelles technologies de séquengage, une quantité massive de séquences ont
été identifiées a ce jour. Le travail d’annotation consiste a identifier la structure et la fonction des

séquences identifiées. L ’annotation structurale consiste a identifier et a localiser les éléments génétiques
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qui composent la séquence. L’annotation fonctionnelle, quant a elle, consiste a déterminer la fonction

de ces éléments génétiques.

4.4.1 Annotation structurale

L’annotation structurale permet d’identifier et de localiser les éléments génétiques qui composent la
séquence. Pour les séquences d’ADNg, il s’agit principalement des genes, des introns et exons, des
régions codantes (CDS : Coding Sequence), mais également des régions promotrices et non-traduites
Untranslated Region (UTR). Alors que dans le cas des séquences d’ADNc, on cherche majoritairement

a localiser la région codante.

La prédiction de séquences nucléiques codant pour la synthese de protéines consiste a identifier la région
d’ADN transcrite qui peut conduire a la formation de plusieurs variants d’épissage. Il existe de
nombreux programmes de prédiction de geénes spécialisés pour les procaryotes comme GeneMarksS,
GeneMark.hmm et Glimmer (Besemer et al., 2001; Delcher et al., 2007; Lukashin and Borodovsky,
1998) ou pour les eucaryotes tels que GENSCAN, GeneZilla, TigrScan ou encore CONTRAST (Burge
and Karlin, 1997; Gross et al., 2007; Majoros et al., 2004). L’architecture des geénes protéiques
procaryotes est plus simple et mieux connue que celle des geénes protéiques eucaryotes. Les genes
procaryotes sont caractérisés par 1’absence d’intron dans leur séquence. Les programmes spécialisés
dans la recherche de génes procaryotes sont capables de prédire la structure de ces geénes avec une
sensibilité et une spécificité de plus de 90% (Besemer et al., 2001; Delcher et al., 2007). Les génes
eucaryotes quant a eux, possedent des régions promotrices beaucoup plus variables et peuvent contenir
des introns ce qui rend la tiche de prédiction beaucoup plus difficile. Néanmoins, de récents programmes
ont été créés et prennent en compte des motifs spécifiques comme les ilots CpG, les sites d’épissage ou
encore les sites de polyadénylation et permettent de prédire les génes eucaryotes avec une spécificité
allant de 40 a 60 % (Gross et al., 2007; Majoros et al., 2004). 1l existe également des logiciels comme
tRNAscan-SE qui permettent de localiser les motifs et appariements caractéristiques des ARN de
transfert (ARNt) (Lowe and Eddy, 1997). Les ARN ribosomaux (ARNr) quant a eux, peuvent étre
facilement identifiés par comparaison de séquences avec des bases de données d’ARNr comme SILVA
ou Comparative RNA Web en raison de la forte conservation qu’il existe entre eux (Cannone et al.,
2002; Pruesse et al., 2007). Mais il existe également des logiciels permettant leur localisation comme
par exemple le programme RNAmmer (Lagesen et al., 2007). Enfin, la banque Rfam regroupe les

différentes familles d’ARN non codants (Gardner et al., 2009).
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La détection de la région codante des ARN messagers est effectuée par des logiciels qui modélisent le
biais d’utilisation en héxanucléotides dans les régions codantes et dans les UTRs et prennent en compte
les sites d’initiation et de terminaison de la traduction (ATG et codon STOP). Ces logiciels sont dans la
plupart des cas capables de corriger les erreurs de séquencage en identifiant les décalages de cadre de
lecture qui engendrent de faux codons STOP. A titre d’exemples, des logiciels comme ESTScan2,
FrameDP, DIANA-EST ou encore DECODER peuvent étre utilisés pour prédire les CDS (Fukunishi
and Hayashizaki, 2001; Gouzy et al., 2009; Hatzigeorgiou et al., 2001; Lottaz et al., 2003). Néanmoins,
ces logiciels ne seraient capables de prédire qu’avec une spécificité de 60 %. Plus récemment, le logiciel
prot4EST a été développé (Wasmuth and Blaxter, 2004). Il s’appuie sur les méthodes de prédictions
d’ESTScan2 et de DECODER, mais il repose également sur une méthode par similarité de séquence par

BLASTX.

4.4.2 Annotation fonctionnelle

Dans le contexte de I’annotation, une séquence peut présenter plusieurs fonctions. Ces fonctions sont
souvent moléculaires, mais elles peuvent également désigner la localisation subcellulaire, les domaines

fonctionnels, les signaux de signalisation ou encore I’appartenance a une voie métabolique.

4.4.2.1 Annotation de définition fonctionnelle

L’attribution d’une annotation fonctionnelle est généralement réalisée a I’aide des programmes BLAST
ou PSI-BLAST par recherche de similarité avec des séquences dont la fonction a déja été caractérisée
(Altschul et al., 1997). Ces programmes comparent la séquence recherchée avec celles d’une ou de
plusieurs banques en réalisant des alignements deux-a-deux, locaux et non optimaux. Afin d’estimer la
fiabilité des résultats de recherches ceux-ci sont dotés d’un score et d’une valeur d’espérance
mathématique (E-value : Expect value). Plus I’ E-value est proche de 0, plus I’alignement est significatif.
Une séquence présentant une E-value inférieure ou égale a 0,001 est en général considérée comme
significative avec la séquence d’intérét. Cette méthode de recherche est trés rapide, mais peut générer
des erreurs d’annotation (Sjolander, 2004). Il est également possible d’attribuer une annotation
fonctionnelle a 1’aide de banques comme par exemple la banque TIGRFAMs qui regroupe de
nombreuses séquences de familles ou sous-familles protéiques ayant la méme fonction moléculaire
(Selengut et al., 2007), ou la banque HAMAP qui elle contient des séquences bactériennes (Gattuso et
al., 2007).

Lorsqu’il n’est pas possible d’effectuer I’annotation par similarité de séquences, d’autres approches de

génomique comparative peuvent donner des indications quant a la fonction potentielle d’un géne. Chez
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les procaryotes, les genes appartenant a un méme opéron sont co-transcrits et codent le plus souvent
pour des protéines interagissant physiquement et/ou fonctionnellement ensembles au sein d’une voie
métabolique. Il est donc possible d’annoter fonctionnellement les différents geénes de I’opéron
(Overbeek et al., 1999). De la méme manieére, la méthode de la « Pierre de Rosette » utilise la variation
d’organisation des génes entre organismes et la modularité des protéines afin de réaliser une annotation
fonctionnelle (Marcotte and Marcotte, 2002). Si dans un organisme, des protéines interagissant
ensemble sont codées par des génes distincts, et si ces genes sont fusionnés dans un autre organisme et
codent pour une seule protéine, alors il est fort probable que ces genes aient une fonction proche. Enfin,
la méthode des profils phylogénétiques peut également mettre en évidence des liens fonctionnels entre
genes (Ranea ef al., 2007). Cette méthode utilise les corrélations de variation absence/présence de genes
orthologues entre différents organismes. Elle est basée sur le fait que les protéines présentes et absentes
chez les mémes especes sont souvent fonctionnellement liées : un organisme nécessitant une voie
métabolique particuliere possede les genes nécessaires a la synthése de cette voie, alors que les genes

d’une voie métabolique ne servant plus a un organisme peuvent étre éliminés de son génome.

4.4.2.2 Annotation de différents signaux

Certains signaux de localisation et d’adressage présentent une structure protéique trés conservée au sein
des différents organismes et peuvent donc étre annotés. Il existe de nombreuses méthodes et de logiciels
permettant la reconnaissance de ces motifs. A titre d’exemples, on peut citer le logiciel TMHMM qui
peut étre utilisé pour prédire avec précision les hélices transmembranaires des protéines (Krogh et al.,
2001), le logiciel SignalP qui permet de prédire les sites de coupures des peptides signaux de protéines
potentiellement solubles (Bendtsen et al., 2004), predictNLS qui prédit les signaux de localisation
nucléaire (SLN) (Cokol et al., 2000) ou encore PSORTb qui permet de prédire la localisation

subcellulaire des protéines bactériennes (Gardy et al., 2005).

4.4.2.3 Annotation de domaines protéiques

Les domaines fonctionnels peuvent également étre annotés. La recherche de domaines fonctionnels est
plus précise que la recherche de définition fonctionnelle, car si des protéines ont une fonction identique,
les génes qui les codent peuvent avoir des séquences tres différentes, mais certains motifs de séquence
ou de structure nécessaires a leur fonction sont treés bien conservés. Les banques PROSITE (Hulo et al.,
2008) et Pfam-A (Finn et al., 2008) contiennent de nombreuses familles et domaines protéiques et ont
I’avantage d’avoir été construites manuellement par des chercheurs. Ces deux banques sont intégrées a

la banque InterPro (Hunter et al., 2009) qui regroupe également d’autres banques de motifs comme par
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exemple TIGRFAMs. Le logiciel InterProScan peut étre utilisé pour effectuer une recherche rapide dans
un grand nombre de séquences afin d’identifier les domaines intégrées par InterPro (Mulder and
Apweiler, 2007).

4.4.2.4 Annotation Enzyme Commission

La nomenclature Enzyme Commission (EC) (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) est une

classification hiérarchique des enzymes basée sur le type de réaction chimique qu’elles catalysent.
Chaque code d’enzyme est composé des lettres majuscules EC suivies de quatre nombres séparés par
des points. Chaque nombre représente un niveau de précision : le premier indique le type de réaction
catalysée (1 : oxydo-réduction ; 2 : transfert d’un groupement fonctionnel ; 3 : hydrolyse ; 4 : clivages
de liaison autres que I’hydrolyse ou 1’oxydation ; 5 : isomérisation ; 6 : établissement de liaisons
covalents entre deux molécules), le deuxieme indique le type général de substrat, le troisiéme correspond
au substrat spécifique et le quatriéeme nombre correspond au numéro de série de I’enzyme et représente
le niveau le plus précis de la classification. A titre d’exemples, certaines banques comme KEGG
PATHWAY, MetaCyc ou encore Reactome utilisent les numéros d’EC pour annoter les enzymes de
différentes voies métaboliques décrites dans la littérature (Caspi et al., 2008; Kanehisa et al., 2008;
Matthews et al., 2009). L’attribution des numéros d’EC peut également étre réalisée par transfert
d’annotation (Tian and Skolnick, 2003), par comparaison de profils avec la banque PRIAM (Claudel-
Renard et al., 2003) qui contient des domaines conserveés des familles d’enzymes de la banque
ENZYME (Bairoch, 2000) ou en utilisant le logiciel EFICAz> (Arakaki et al., 2009) qui utilise des

modeles provenant des domaines Pfam et PROSITE.

4.4.2.5 Annotation Gene Ontology

La Gene Ontology (GO) regroupe un ensemble de termes qui sont reli€s entre eux par des relations bien
définies (Ashburner et al., 2000). Cette ontologie modélise les informations d’un domaine particulier
sous la forme d’un graphique orienté acyclique (DAG : Directed Acyclic Graph). Cette annotation est
composée de trois vocabulaires différents et permet de décrire les fonctions moléculaires, les processus
biologiques et les localisations subcellulaires des geénes et de leurs produits. Elle a été créée afin de
standardiser les données, car la plupart des annotations de définition fonctionnelle sont effectuées
librement et une séquence peut alors étre annotée de différentes maniéres. Cette ontologie est 1’une des
plus utilisée en biologie actuellement. Elle est intégrée dans de nombreuses banques de données
biologiques. A titre d’exemple, elle est utilisée manuellement et automatiquement dans le cadre du

consortium GOA (GO Annotation) afin d’identifier les membres de la banque UniprotKB (Barrell ef
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al., 2009; Boeckmann er al., 2003). L’annotation GO fournit un code d’évidence qui indique la source
de I’annotation afin d’évaluer la pertinence de 1’annotation. A ce jour, I’annotation GO peut étre réalisée
a partir de mots clefs de la banque UniprotKB, de termes EC (EC2GO), de domaines InterPro
(InterPro2GO), de domaines Pfam (Pfam2GO), ou encore de familles HAMAP (HAMAP2GO). Cette
annotation peut étre réalisée de maniére automatique a I’aide de logiciels comme Blast2GO (Conesa and
Gotz, 2008; Conesa et al., 2005; Gotz et al., 2008) ou encore GOAnno (Chalmel et al., 2005). Blast2GO
est une suite logicielle qui permet d’analyser et de réaliser une annotation fonctionnelle de génes ou de
protéines. Cet outil était dédié initialement a I’enrichissement de I’annotation GO, mais il contient a ce
jour d’autres annotations comme I’identifiant ENZYME, la voie métabolique KEGG, et les motifs
InterPro. Cette suite réalise une recherche par BLAST de la s€quence d’intérét sur des banques publiques
avant de récupérer 1’annotation GO des hits sélectionnés en fonction d’une valeur seuil (E-value) et
d’une longueur d’alignement. Pour chaque terme GO récupéré, un score est calculé afin de déterminer

la pertinence de 1’annotation.

5 Objectifs de la these

Les métabolites secondaires végétaux constituent une classe extrémement large de substances naturelles
qui participent de maniére déterminante a I’adaptation des plantes a leur environnement. Par ailleurs,
certaines de ces molécules, comme les furanocoumarines, représentent également une source importante
de substances naturelles valorisables dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agro-
alimentaires. Les intermédiaires réactionnels de la voie de biosynthese des furanocoumarines ont été
mis en évidence dans les années 1960 par des approches biochimiques couplées a I’utilisation de cultures
cellulaires et de traceurs radiomarqués. Plusieurs familles d’enzymes interviennent dans cette voie de
biosynthése comme les prényltransférases, les dioxygénases, les méthyltransférases et les cytochromes
P450. Néanmoins, peu d’enzymes de cette voie ont été caractérisées au niveau moléculaire. Afin de
mieux comprendre les mécanismes moléculaires régulant cette voie de biosynthese, le laboratoire
Agronomie et Environnement de I’'UMR 1121 Université de Lorraine - INRA Nancy/Colmar a mis en
place une thématique « Furanocoumarines » en 1998. Les premieres études basées sur une approche
agronomique ont permis de déterminer les plantes qui produisaient le plus de furanocoumarines et
d’optimiser les conditions de culture pour la production de ces métabolites d’intérét (Massot et al., 2000;
Milesi et al., 2001). Par la suite, le laboratoire a acquis des techniques de clonage ce qui a permis
d’orienter les recherches sur une composante moléculaire. La premiére enzyme caractérisée
fonctionnellement fut la C4H de R. graveolens (Gravot et al., 2004). Puis, I’identification moléculaire
et la caractérisation fonctionnelle de la psoralene synthase et de 1’angélicine synthase furent réalisées

par Romain Larbat (Larbat et al., 2007, 2009). La compréhension moléculaire de cette voie de
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biosynthése s’est encore améliorée récemment avec la caractérisation de la p-coumaroyl coA 2’-
hydroxylase qui convertit le p-coumaroyl coA en umbelliférone et la caractérisation d’une
prényltransférase capable de synthétiser de la DMS et de I’osthénol & partir de I’'umbelliférone (Karamat
et al., 2014; Vialart et al., 2012). Néanmoins, il reste encore de nombreuses étapes de cette voie a

identifier d’un point de vue moléculaire et a caractériser de maniere fonctionnelle.

L’objectif majeur de ma thése est de réaliser I’identification moléculaire et la caractérisation
fonctionnelle d’enzymes impliquées dans la voie de biosynthése des furanocoumarines.

Le premier objectif de ma thése est d’identifier des séquences nucléotidiques codant pour des enzymes
potentiellement impliquées dans la voie de biosynthese des furanocoumarines. Pour cela, des approches
bibliographiques et bio-informatiques sont utilisées pour identifier in silico des séquences candidates a
partir de banques d’ADNc de P. sativa, R. graveolens et C. cinereum. Ces résultats sont présentés dans
la premiere partie du chapitre III « Résultats et Discussion ».

Dans un second temps, certaines de ces séquences candidates ont fait I’objet d’analyses génétiques et
enzymatiques plus fines en vue de caractériser les fonctions biochimiques et physiologiques des
protéines correspondantes. Les résultats de la caractérisation fonctionnelle des enzymes CYP71AZ3 et
CYP71AZA dans le systeme hétérologue « levure » sont exposés dans la deuxieéme partie du chapitre
1.

Enfin, dans la derniere partie du chapitre « Résultats et Discussion », je présente les résultats concernant
I’étude d’une autre sous-famille de cytochromes P450, les CYP71AJ dont certains membres

interviennent dans la biosyntheése des furanocoumarines.
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PARTIE 2 : Matériel et Méthodes

1  Matériel

1.1 Matériel végétal

1.1.1 P. sativa

Les plants de panais utilisés au cours de cette étude sont issus de la germination de graines commerciales

de P. sativa L. subsp sativa variété ‘Demi-Long de Guernesey’.

1.1.2 R. graveolens

Les plantes utilisées pour la construction de la banque d’ ADNc normalisée sont issues de la germination
de graines de R. graveolens L. provenant de la société Conrad Appel, Samen und Planzen GmbH,

Bismarckstrape 59, 64293 Darmstadt, Deutschland.

1.1.3 C. cinereum
Les plantes utilisées pour la construction de la banque d’ ADNc normalisée sont issues de la germination
de graines de C. cinereum Lindl. anciennement appelée P. cinerea provenant du jardin botanique de
Perth (Australie).

1.1.4 Nicotiana benthamiana

Les plantes utilisées pour I’agro-infiltration transitoire proviennent de la germination de graines de N.

benthamiana fourni par le Dr. Etienne Herrbach de 1’équipe Virologie et Vection de I'INRA de Colmar.
1.2 Souches bactériennes
1.2.1  Escherichia coli Top 10® (Invitrogen)
Cette souche de bactéries est utilisée pour le clonage de fragments d’ADN dans le vecteur

pCR8/GW®/TOPO. Elle permet également la réplication de maniére stable des plasmides.
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Génotype : [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG]

1.2.2 E. coli GenHogs® (Invitrogen)

Cette souche de bactéries dérive de la souche E. coli DH10™. Elle permet d’amplifier efficacement les
plasmides de grande taille. Elle est également utilisée comme souche bactérienne de clonage dans divers
vecteurs plasmidiques (dans notre cas : pPCR8/GW®/TOPO, pYeDP60 et pBIN).

Génotype : [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl endAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK 1 rpsL nupG]

1.2.3 E. coli XL1 Blue (Stratagene)

Cette souche est utilisée pour le clonage d’inserts dans divers vecteurs plasmidiques et également pour
I’amplification des constructions plasmidiques. Elle est déficiente pour 1’activité endonucléase (endA)
ce qui augmente la qualité de I’ ADN lors de I’extraction plasmidique et pour I’activité de recombinaison
(recA) ce qui permet d’augmenter la stabilité de notre insert. Elle est également dépourvue de I’activité
endonucléase (hsdR") afin de prévenir le clivage de I’insert par le systéme endonucléase EcoK.
Génotype : endA1 gyrA96 hsdR17(rimy*) lac recAl relAl supE44 thi-1 [F” proAB lacl'"ZAM15 Tn10
(Tet®)]

1.24 E. coli MC1022

Cette souche est utilisée pour les clonages d’inserts dans des vecteurs plasmidiques et pour
I’amplification de plasmides (Casadaban and Cohen, 1980). Elle peut permettre la sélection du type
blanc/bleu des clones recombinants par la couleur en présence d’IPTG et de X-gal, un substrat
chromogene de la f-galactosidase.

Génotype : [araD139 A(ara-leu)7697 A(lacZ)M15 galU galK rpsL]

1.2.5 E. coli ccdB Survival™ (Invitrogen)

Cette souche est résistante aux effets toxiques du géne ccdB et est utilisée pour 1’amplification et le
maintien de vecteurs plasmidiques contenant le géne ccdB (pYeDP60_GW® vide et pBIN_GW?® vide).
Génotype : [F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®©80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG tonA::P-ccdA]
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1.2.6  Agrobacterium tumefaciens LBA4404 (pAL4404)

La souche LBA4404 a été créée par le Dr. P.J.J. Hooykaas de I’université de Leiden, Pays-Bas et est
largement utilis€ée comme vecteur de transformation génétique de nombreuses plantes comme par
exemple A. thaliana, N. benthamiana ou R. graveolens. Cette souche contient un plasmide Ti désarmé,
le plasmide pAL4404 qui ne contient que les genes responsables de 1’induction des génes vir et du
transfert de I’ADN-T. Cette souche est résistante a la rifampicine et la présence du plasmide pAL4404

lui confere également la résistance a la streptomycine.

1.3  Souches de levures

1.3.1 8. cerevisiae WAT11

La souche de levure WAT11 a été€ construite en 1996 par le Dr Denis Pompon (Laboratoire d’Ingénierie
des Protéines Membranaires LIPM, Gif-sur-Yvette, France) pour I’expression spécifique de P450s de
plantes. Elle dérive de la souche W303 et le géne endogene de la P450 réductase a été remplacé par
recombinaison homologue par la P450 réductase AthR1 d’A. thaliana (Urban et al., 1997). Ce géne
AthR]1 est sous contrdle du promoteur GALIO-CYCI et est réprimé par le glucose et induit par le

galactose. Cette souche est ADE2 et est donc incapable de pousser sur un milieu dépourvu d’adénine.

1.3.2 8. cerevisiae WAT21

La souche S. cerevisiae WAT?21 differe de la souche S. cerevisiae WAT11 par le remplacement de la

cytochrome P450 réductase AthR1 par ’AthR2 d’A. thaliana.

1.4 Vecteurs et plasmides recombinants

1.4.1 pCR8®/GW/TOPO® (Invitrogen)

Le pCR8®/GW/TOPO® dans sa version kit de clonage est un vecteur d’entrée de type Gateway® utilisé
pour cloner rapidement des produits de PCR avec une efficacité de plus de 95%. Une topoisomérase de
type I (Figure 28, p. 90) issue du virus Vaccinia est fixée de maniere covalente sur un site spécifique
(CCCTT) permettant une ligation rapide du produit de PCR dans le vecteur linéarisé. Ce vecteur posséde
deux extrémités sortantes 3’-T empéchant sa recircularisation et permettant la ligation de produits de

PCR dont les extrémités 3’ ont été au préalable additionnées d’une adénine grace a certaines 7ag DNA
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polymérases. De plus, ce vecteur possede deux sites EcoRI (Figure 29, p. 90) flanquant le site d’insertion
de I’amplicon permettant une vérification rapide de la présence de I’insert par digestion enzymatique.
Les séquences complémentaires aux amorces universelles M13 et T7 permettent de vérifier par PCR le
sens d’insertion du géne d’intérét dans le plasmide et de réaliser des séquengages des fragments insérés.
Les sites atfl.1 et atfL.2 issus du bactériophage A sont des séquences situé¢es a moins de 55 paires de
bases du site d’insertion qui permettent une recombinaison rapide grace a I’enzyme LR clonase
(Invitrogen) vers un vecteur de destination de type Gateway®. Le vecteur pCR8®/GW/TOPQ® contient
un gene de résistance a la spectinomycine et une origine de réplication du plasmide pUC pour 1’obtention

d’un grand nombre de copies du plasmide et le maintien dans E. coli.

Topoisomérase

Produit  AFtelele
CELEGI T T CCC

EcoRI

Topoisomérase I

pCR8®/GW/TOPO®

2817 bp

Figure 28 : Représentation schématique du vecteur pPCR8®/GW/TOPO® (Invitrogen).

M13 forward (-20) priming site
r 1 —_—
501 TAACGCTAGC ATGGATGTTT TCCCAGTCAC GACGTTGTAA AACGACGGCC AGTCTTAAGC TCGGGCCCCA AATAATGATT

attL1 GW1 priming site

-

T
581 TTATTTTGAC TGATAGTGAC CTGTTCGTTG CAACAAATTG ATGAGCAATG CTTTTTTATA ATGCCAACT TTGRTACARA
AAC ATG TTT
EcoR | EcoR | Leu Tyr Lys
| | =

TTT CGT CCG AGG CTT AAG CGG GARL TTC CCG CTT AAG CTG GGT CGA AAG AAC ATG
Lys Ala Gly Ser Glu Phe Gly Leu Lys Gly Glu Phe Asp Pro Ala Phe Leu Tyr

659 ARA GCA GGC TCC GAA TTC GCC CTTREFSNSSESSWWENNIAG GGC GAA TTC GAC CCA GCT TTC TTG TAC

GW2 priming site

attL.2 } y
713 AAAGTTGG CATTATAAAA AATAATTGCT CATCAATTTG TTGCAACGAA CAGGTCACTA TCAGTCAAAA TAAAATCATT
T7 promoter/priming site M13 reverse priming site

1 E 1 f 1
791 ATTTGCCATC CAGCTGATAT CCCCTATAGT GAGTCGTATT ACATGGTCAT AGCTGTTTCC TGGCAGCTCT

Figure 29 : Polylinker du vecteur pCR8®/GW/TOPO® (Invitrogen).
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1.4.2 pYeDP60

Le plasmide pYeDP60 a été fourni par le Dr Denis Pompon du Laboratoire d’Ingénierie des Protéines
Membranaires (LIPM) du CNRS a Gif-sur-Yvette, France. Ce plasmide est un vecteur d’expression
réplicatif doté d’une origine de réplication 2u de levure (Figure 30, p. 91), d’un polylinker
BamH1/Smal/Kpnl/Sacl/EcoRI encadré en amont par le promoteur GALIO-CYCI inductible par le
galactose et réprimé par le glucose, et en aval par un terminateur PGK. Une origine de réplication E.
coli (ColE1) ainsi qu’un geéne de résistance a I’ampicilline permettent la sélection et 1’amplification du
plasmide. Ce plasmide présente également deux genes URA3 et ADE?2 qui assurent la complémentation
des levures pour ’auxotrophie a I’uracile et a 1’adénine. Seules les levures transformées pourront se
développer dans un milieu dépourvu en adénine. Le pYeDP60 est un plasmide tres stable dans les
milieux riches, a de fortes densités cellulaires. Ce plasmide a été spécialement congu pour 1’expression

de P450s dans une série de souches S. cerevisiae (WAT11 et WAT21).

Pst|

Hindlll (7484) Hindlll {1737)
Xmnl
Xmnl

pYeDP60 Hindlll (1876)

9264 bp

Xmnl

o AMpR &
J,r*-‘f-»:g.f\_..,_ ot V,\/ Pst |
5445 / (\ \\\ “Xmn |
Xmn I 4600 \Pvu II

Figure 30 : Représentation schématique du vecteur d’expression dans la levure pYeDP60
(communication personnelle du Dr. Denis Pompon).
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143 pYeDP60_GW®

Ce vecteur est un plasmide de destination Gateway® qui dérive du plasmide pYeDP60. La cassette de
recombinaison RfA clonée au niveau du site de restriction BamHI (rendu franc par 1’utilisation du
fragment de Klenow de la DNA Tag Polymérase, puis déphosphorylé) du polylinker, est encadrée en
amont par le promoteur GALI0-CYCI et en aval par le terminateur PGK. La cassette de recombinaison
RfA flanquée par les sites atfR1 et atfR2 comporte le gene de résistance au chloramphénicol et le géne
ccdB. L’amplification de ce plasmide est réalisée par la transformation de bactéries E. coli ccdB

lTM

survival ™. Le gene de résistance a I’ampicilline permet de sélectionner les bactéries recombinantes. Les

différents plasmides recombinants issus de ce vecteur seront nommés pYeDP60_GW®_X.

1.44 pBIN_GW®

Le plasmide pBIN_GW® a été construit par le Dr. Sébastien Doerper durant sa thése au laboratoire
Agronomie et Environnement. Ce vecteur dérive du plasmide pBIN m-gfp5-ER fourni par le Pr. Jim
Haselhoff (Division of Cell Biology, MRC Laboratory of Molecular Biology, Addenbrookes Hospital,
Hills Road, Cambridge, CB2 2QH, United Kingdom). Le pBIN_GW® est un plasmide de destination
Gateway® a faible nombre de copies. Entre les bordures droite et gauche délimitant ’ADN-T de ce
plasmide se situent le gene de sélection npt I et la cassette de recombinaison RfB flanquée par les sites
attR1 et attR2 (Figure 31, p. 93). Le géne npt II qui confére la résistance a la kanamycine est sous le
contrdle du promoteur et du terminateur de la nopaline synthase (Pnos et 3’nos). La cassette de
recombinaison RfB qui comporte le géne de résistance au chloramphénicol et le géne ccdB est encadrée
en amont par le promoteur 35S et en aval par le terminateur 3’ nos. L’amplification de ce plasmide est

1TM

réalisée par la transformation de bactéries E. coli ccdB survival ™. Le géne de résistance a la kanamycine

permet de sélectionner les bactéries recombinantes.
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anR1

Cassette

Figure 31 : Représentation schématique du vecteur pBIN_GW® (Biteau, 2009).

2  Milieux de culture

2.1 Milieux de culture pour bactéries

2.1.1 LB liquide et solide

Le milieu LB (Luria-Bertani) est utilisé pour la croissance de toutes nos souches de bactéries E. coli. Le
milieu liquide est préparé en dissolvant 25 g de poudre de LB (Sigma Aldrich) dans un litre d’eau
distillée. La solution est ensuite autoclavée a chaleur humide (20 min, 1 bar), puis stockée a température
ambiante. La composition pour un litre de ce milieu est la suivante : 10 g de bactotryptone, 5 g d’extrait
de levure, 10 g de NaCl.

Afin de préparer le milieu solide, de ’agar a 16 g/l est ajouté au milieu LB liquide avant autoclavage.
Ce milieu est ensuite réparti dans des boites de Pétri avant de se solidifier a température ambiante. Les

boites sont alors stockées a 4°C.
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2.1.2 YEB

Ce milieu dont la composition est décrite dans le Tableau 1 (p. 94), est utilisé pour la croissance d’A.
tumefaciens. La solution est ensuite autoclavée a chaleur humide (20 min, 1 bar), puis stockée a
température ambiante.

Le milieu YEB solide est obtenu en additionnant au milieu YEB liquide 16 g/l d’agar (Sigma Aldrich).

Ce milieu est ensuite réparti dans des boites de Pétri avant de se solidifier a température ambiante. Les

boites sont alors stockées a 4°C.

e e s

Concentration (g/l) 5 1 5 5 gsp 11
Tableau 1 : Composition du milieu YEB.

2.1.3 Antibiotiques utilisés

Afin de sélectionner une souche de bactérie recombinante particulieére, un ou plusieurs antibiotiques sont
additionnés au milieu de culture. Les solutions stock d’antibiotiques sont préparées a partir de poudre et
sont dilués dans de 1’eau, de 1’éthanol ou du DMSO (Tableau 2, p. 94). Les antibiotiques sont utilisés a
la concentration finale indiquée dans le Tableau 2 (p. 94) et sont toujours ajoutés au milieu apres
autoclavage. Dans le cas de milieux solides, ils sont ajoutés lorsque le milieu est en surfusion (environ

50°C) avant de le couler dans des boites de Pétri.

Ampicilline H0 100 mg/ml 100 pg/ml
Chloramphénicol Ethanol 30 mg/ml 30 pg/ml
Kanamycine H,O 50 mg/ml 50 pg/ml
Rifampicine DMSO 100 mg/ml 100 pg/ml
Spectinomycine H,O 100 mg/ml 100 pg/ml
Streptomycine H,O 100 mg/ml 100 pg/ml
Tétracycline Ethanol 100 mg/ml 100 pg/ml

Tableau 2 : Concentrations des solutions stocks et des solutions finales d'antibiotiques et solvants
utilisés.
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2.2 Milieux de culture pour levures

2.2.1 YPGA

Le milieu YPGA (Tableau 3, p. 96) est un milieu riche, complémenté en adénine, utilisé pour la
croissance des souches de S. cerevisiae WAT11 et WAT21 non transformées. Le milieu YPGA est
utilisé sous forme liquide, mais également sous forme solide, coulée dans des boites de Pétri par 1’ajout

d’agar a 16 g/l avant autoclavage.

222 SGI

Le milieu SGI (Tableau 3, p. 96) est un milieu sélectif dépourvu en adénine qui permet de sélectionner
les levures transformées. Le plasmide pYeDP60 ou le pYeDP60_GW® introduit dans la levure rend la
souche prototrophe pour 1’adénine et les transformants sont ainsi sélectionnés sur milieu SGI. Le milieu
SGI est utilisé sous forme liquide, mais également sous forme solide, coulée dans des boites de Pétri par

I’ajout d’agar a 16 g/l avant autoclavage.

2.2.3 Milieu YPGE

Le milieu YPGE (Tableau 3, p. 96) permet la croissance des levures transformées tout en inhibant la
synthese de la protéine d’intérét et de la P450 réductase d’A. thaliana. L’absence de pression de sélection

de ce milieu permet aux levures de s’approvisionner en source carbonée via le glucose.
2.24 Milieu YPL
Le milieu YPL (Tableau 3, p. 96) est un milieu inducteur de la synthése de la protéine d’intérét et de la

CPR. Le galactose active le promoteur GALI/0-CYC! qui induit simultanément la syntheése de ces deux

protéines.
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Yeast Extract (g/) 10 10 10
Bactopeptone (g/1) 10 10 10
Bactocasaminoacids (g/1) 1

Yeast Nitrogen Base sans acides aminés (g/l) 7

Tryptophane (mg/l) 20

Adénine (solution a 20 mg/ml) 10 ml

Glucose (g/1) 20 20 5

Ethanol apres autoclavage (%, v/v) 3

Galactose (g/l) 20

Tableau 3 : Composition des différents milieux de culture pour la levure.

2.3  Culture de plantes en terre

Les plantes sont cultivées 1) sous serre au laboratoire Agronomie et Environnement (latitude 48.65,
longitude 6.14) d’avril a octobre et 2) en conditions contr6lées en phytotron (température de 20°C,
photopériode de 16 h) de novembre a mars avec un arrosage tri hebdomadaire.

Les graines sont mises a germer dans un mé€me pot, puis les plantes dgées de deux a trois semaines sont
transplantées dans des pots individuels. Le semis ainsi que le rempotage des différentes plantes sont
effectués dans un terreau correspondant a la norme NF U 44-551 contenant 60 % d’un mélange de
tourbes blonde et noire, des écorces de bois et des fibres de pin compostées pour alléger le terreau, de
la fibre de coco pour une bonne porosité du milieu, de la vermiculite et de la perlite pour favoriser le

drainage.
2.4 Culture de panais en hydroponie

Les jeunes plantules agées d’une a deux semaines sont mises dans des godets d’un centimétre de
diametre (Photographie 1-A, p. 97) et les godets sont ensuite regroupés par 24 dans un bac métallique,
étanche et opaque d’une contenance de 4L contenant la solution nutritive (cf. ci-dessous) (Photographie
1-B, p. 97). Les plantes alors agées d’un mois sont placées dans des contenants en plastique d’une

capacité d’un litre a raison de quatre godets par bac plastique (Photographie 1-C, p. 97).
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Les plantes ont été cultivées en phytotron en conditions contr6lées (température de 20°C avec une
photopériode de 16 h) sous lampe T5 Superplant 96W (4 x 24W) (Cisproduct). Afin d’éviter ’hypoxie
des racines, une pompe a air délivre une aération continue dans la solution de culture.

Les plantes sont cultivées dans une solution nutritive composée de 3 solutions : la solution FloraGro™
(7 ml pour 10 L), de solution FloraMicro™ (7 ml pour 10 L) et de solution FloraBloom™ (7 ml pour 10
L) de la marque General Hydroponics. La solution FloraGro™ fournit ’azote et le potassium a la plante,
la solution FloraBloom™ contient de la silice pour combattre les moisissures et le pourrissement des
racines et la solution FloraMicro™ apporte les oligoéléments et les microéléments nécessaires a la plante
sous forme de chélates. Le pH de la solution nutritive est ajusté entre 6 et 6,5 et la solution est renouvelée

de maniére hebdomadaire.

Photographie 1 : Dispositif de culture hydroponique pour Pastinaca sativa.

2.4.1 Induction aux UV

Les plantes de P. sativa dgées de 2 a 3 mois sont élicitées dans une chambre & 1’aide d’une lampe a UVB
(A=312 nm) placée a 70 cm des parties aériennes pendant 24 h a 48 h. Les plantes, placées par quatre
dans des pots en plastique laissant passer les UVB, sont exposées aux UV soit uniquement au niveau

des racines soit uniquement au niveau des parties aériennes (Photographie 2, p. 98).
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Photographie 2 : Dispositif d'induction des plants de P. sativa aux UVB.

2.4.2 Induction au méthyljasmonate

Les plantes de P. sativa dgées de 2 a 3 mois sont élicitées dans une chambre séparée des autres plantes
par une solution a 200 pM de méthyljasmonate (MeJa). Une solution mere 1000 fois concentrée de
méthyljasmonate est préparée dans de 1’éthanol.

Dans le cas d’une élicitation des parties aériennes, la solution de méthyljasmonate est directement
administrée sur les parties aériennes par pulvérisation. Dans le cas d’une élicitation des racines, celles-
ci sont directement plongées dans la solution nutritive supplémentée de méthyljasmonate. Les plantes
controles sont cultivées dans une solution nutritive additionnée de la méme quantité d’éthanol, mais

dépourvue de méthyljasmonate.

3 Méthodes de bioinformatique

3.1 Utilisation de la suite logicielle blast2GO

La suite logicielle Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2ghome) est utilisée pour réaliser 1’annotation

fonctionnelle des séquences contenues dans les banques normalisées d’ADNc de P. sativa, de R.
graveolens et de C. cinereum. Afin de réaliser ces annotations, une recherche par comparaison de
séquences (blastx ayant pour E-value minimum 159%) est réalisée sur la base de données NCBI nr. La

recherche de séquences codantes pour des cytochromes P450 et des cytochromes P450 réductases est
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réalisée a I’aide des annotations de Gene Ontology ainsi qu’avec les termes InterPro (IPR) listés dans le

Tableau 4 (p. 99).

Les termes GO obtenus se subdivisent en trois catégories : fonction moléculaire, processus biologique
et compartiment cellulaire. Les classifications utilisées pour I’obtention des diagrammes circulaires sont

celles des niveaux 2 (sur 9 niveaux) de la classification.

Termes IPR  Description Séquence ciblée
IPR001094  Flavodoxin CPR
IPR001128 Cytochrome P450 P450
IPR002397 Cytochrome P450, B-class P450
IPR002399 Cytochrome P450, mitochondrial P450
IPR002401 Cytochrome P450, E-class group I P450
IPR002402 Cytochrome P450, E-class group II P450
IPR002403 Cytochrome P450, E-class group IV P450
IPR002949 Cytochrome P450, E-class CYP24 A mitochondrial P450
IPR002974 Cytochrome P450, E-class CYP52 P450
IPR008066 Cytochrome P450 group I, CYP1 P450
IPR008067 Cytochrome P450 group I, CYP2A-like P450
IPR008068 Cytochrome P450 group I, CYP2B-like P450
IPR008069 Cytochrome P450 group I, CYP2D-like P450
IPR008070 Cytochrome P450, E-class group I CYP2E-like P450
IPR008071 Cytochrome P450 group I, CYP2J-like P450
IPR008072 Cytochrome P450, E-class CYP3A P450
IPR023173 NADPH-cytochrome P450 reductase, FAD-binding, alpha- CPR

helical domain-3

IPR023206 Bifunctional cytochrome P450/NADPH-Cytochrome P450 P450/CPR

reductase
IPR023208 NADPH-cytochrome P450 reductase CPR
IPR024204 Cytochrome P450, cholesterol 7-alpha-monooxygenase-type P450

Tableau 4 : Termes IPR utilisés pour identifier les séquences correspondantes a des cytochromes P450
et des cytochromes P450 réductases (CPRs) contenues dans les banques d'ADNc de P. sativa, R.
graveolens et C. cinereum.
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3.2 Utilisation du logiciel BioEdit

Les alignements de séquences completes (ClustalW), ’analyse de résultats de séquencage, la recherche
par homologie de séquences (blastn, tblastx, blastx, tblastn et blastp a ’aide de 1’algorythme
BLOSUMBS62) ainsi que 1’obtention de cartes de restriction de plasmides sont effectués avec le logiciel

BioEdit.

3.3 Génération d’arbres phylogénétiques avec le logiciel MEGAG6

Les arbres phylogénétiques construits dans cette étude sont réalisés a 1’aide du logiciel MEGAG6 en
utilisant 1’algorythme Maximum Likelihood aprés avoir généré un alignement de séquences avec
ClustalX (algorythmes Gonnet pour les séquences completes ou PAM dans le cas de séquences

partielles).

4  Méthodes de biologie moléculaire

4.1 Extraction d’ADN génomique de plante

L’extraction d’ADN génomique de P. sativa est réalisée aprés un broyage a 1’azote liquide a I’aide d’un
mortier et d’un pilon en céramique de 100 mg de feuilles fraiches. La poudre ainsi obtenue est utilisée
pour extraire PADN génomique a I’aide du kit « DNeasy® Plant Mini » de Qiagen selon les
recommandations du fournisseur. L’élution de I’ ADN est réalisée dans un volume de deux fois 50 pl de
tampon AE. L’ADN génomique extrait est analysé sur gel et dosé a 1’aide du BioPhotometer

(Eppendorf) avant d’étre conservé a -20 °C.

4.2 Extraction d’ARN totaux de plante

L’extraction d’ARN totaux est une opération délicate a cause de I’importante présence d’ ARNases dans
I’environnement. Afin de palier a cette contrainte, une solution de neutralisation et de décontamination
(RNaseZap®, Ambion) est utilisée pour nettoyer la paillasse, les pipetmans ainsi que les spatules.

L’extraction d’ARN totaux est réalisée aprés un broyage a 1’azote liquide a 1’aide d’un mortier et d’un
pilon en céramique de 100 mg de feuilles, de tiges et de graines de P. sativa, R. graveolens et C. cinereum
ou de 50 mg de racines de P. sativa. La poudre ainsi obtenue est utilisée pour extraire les ARN totaux a

I’aide du kit « RNeasy® Plant Mini » de Qiagen selon les recommandations du fournisseur. Une digestion
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de ’ADN génomique par la DNase est réalisée en cours d’extraction selon les recommandations du
fournisseur. L’¢lution des ARN totaux est réalisée dans deux fois 40 pl de tampon d’élution RNase free.
Les ARN ainsi extraits sont immédiatement dosés a I’aide du BioPhotometer (Eppendorf), analysés sur
gel (intégrité des ARN est vérifiée par la visualisation de bandes majoritaires correspondantes aux

ARN ribosomiques cytoplasmiques et chloroplastiques) et conservés a -20 °C.

4.3 Synthese des ADNc simple brin par transcription inverse (RT)

La syntheése des ADNc complémentaires aux ARN totaux extraits précédemment est réalisée a 1’aide du
kit « High Capacity RNA-to-cDNA » d’ Applied Biosystems selon les recommandations du fournisseur.
Les réactions de transcription inverse sont effectuées dans un volume final de 20 ul et contiennent 10
ul de tampon RT 2X, 1 ul d’ADN polymérase ARN dépendante, jusqu’a 9 ul de solution contenant les
ARN (quantité <2 pg) et de I’eau ultrapure stérile pour ajuster le volume a 20 pul. La réaction est réalisée
a 37 °C pendant une heure, suivie d’une étape a 95 °C pendant cinq minutes afin d’inactiver la réverse

transcriptase. Les ADNc peuvent étre utilisés directement ou sont conservés a -20 °C.

4.4 Amplification d’un fragment d’ADN par PCR

4.4.1 Amplification classique

Toutes les amplifications PCR sont conduites dans un thermocycler Gradient Cycler PTC-200 (MJ
Research) ou C1000 Touch™ Thermal Cycler (Biorad).

La réaction en chaine par polymérase ou PCR est une méthode d’amplification d’ADN in vitro qui
débute par une étape de dénaturation de I’ADN (94 °C - 98 °C pendant 15 secondes - 2 minutes selon
les kits utilisés), suivie de 25 a 35 cycles comprenant une étape de dénaturation (94 °C — 98 °C pendant
15 - 30 sec selon les kits), une étape d’hybridation des amorces oligonucléotidiques a I’ADN matriciel
(54 °C - 62 °C pendant 30 sec) et une étape d’¢longation (68°C ou 72°C selon les kits et en comptant 1
minute pour la syntheése de 1000 pb).

La température d’hybridation détermine le degré de spécificité de 1’hybridation et dépend de la
température de fusion (Tm) de chaque dimere amorce/matrice. La température de fusion correspond a
la température a laquelle la moitié de I’ADN est sous forme monobrin et 1’autre moitié sous forme
double brin. Elle est déterminée en fonction de la longueur des amorces et de leur teneur en bases

puriques. Afin d’assurer une hybridation optimale des amorces sens et antisens, les températures de
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fusion de celles-ci doivent étre proches. La température d’hybridation correspond généralement a Tm —

5°C.

Pour une amorce de 14 a 20 paires de bases, le Tm est défini par I’équation de Wallace-Ikatura:
Tm=2xA+T)+4x(G+0O)
Pour une amorce supérieure a 20 paires de base, le Tm est défini par 1’équation :
Tm=281,5 +10g10 [0,05] + 0,41 x (% G + % C) — (675/N)

ou N est la longueur de I’amorce en paire de base

Le kit PCR Master Mix (2X) de Fermentas est utilisé pour déterminer la présence et/ou I’insertion d’un
fragment d’ADN dans un plasmide. Il est également utilisable en vue de réaliser un clonage TA et est
donc utilisable en vue d’effectuer une ligation dans le pCR8®/GW/TOPQ®. 1l est utilisé selon les
recommandations du fournisseur. Les réactions sont réalisées dans un volume de 20 ul contenant : 0,4
uM d’amorces sens et antisens, 10 ul de Master Mix (2X) (contenant le tampon de réaction, 0,4 mM de
dNTPs, 4mM de MgCl, et 0,05 U/ul de Tag DNA polymérase), 1 a 2 ul d’ADN (10-100 ng de matrice)
et de I’eau ultrapure stérile. La dénaturation initiale se fait a 94 °C pendant 2 min, suivie de 35 cycles
(94 °C pendant 30 sec, 54°C - 62°C pendant 30 sec, 72°C pendant 2 min), ’extension finale se fait a
72°C pendant 10 min.

Le kit Platinium® Tag DNA Polymerase High Fidelity d’Invitrogen est utilisé afin d’amplifier des
fragments d’ADN avec une haute fidélité, elle permet également 1’ajout d’une adénine en 3’ a chaque
extrémité du produit de PCR, ce qui permet un clonage efficace dans le vecteur pCR8®/GW/TOPQ®.
Ce kit contient une polymérase issue de Pyrococcus species GB-D, une Tag DNA polymérase et un
anticorps anti-Tag DNA Polymerase qui inactive 1’activité polymérase a température ambiante. La
polymérase GB-D de Pyrococcus species présente la capacité de corriger les erreurs grace a son activité
3’—5’exonucléasique.

Ce kit est utilisé selon les recommandations du fournisseur. Les réactions sont réalisées dans un volume
de 50 ul contenant : 0,2 uM d’amorces sens et antisens dans le cas d’une matrice ADN génomique ou
ADNCc ou 0,4 uM d’amorces sens et antisens dans le cas d’une matrice plasmidique, 5 pl de 10X High
Fidelity PCR Buffer, 0,2 mM de dNTPs, 2mM de MgSO., 1U de Platinium® Tag DNA polymérase, 1 a
4 pl d’ADN (10-100 ng de matrice) et de I’eau ultrapure stérile. La dénaturation initiale ainsi que
’activation de la Platinium® Tag DNA polymérase se fait 2 94 °C pendant 2 min, suivie de 30 cycles
(94 °C pendant 30 sec, 55 °C pendant 30 sec, 68 °C pendant 2 min), I’extension finale se fait a 68 °C

pendant 10 min.
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44.2 TAIL-PCR

La TAIL-PCR (Thermal Asymmetric InterLaced PCR) est une méthode efficace pour I’identification
de fragments d'ADN adjacents a des séquences nucléotidiques connues (Liu et al., 2004; Meng et al.,
2005). La TAIL-PCR utilise trois amorces nichées spécifiques (SP1, SP2, SP3) du fragment d’ADN
connu dans des réactions successives en association avec une amorce arbitraire présentant un certain
degré de dégénérescence (amorce dégénérée AD) (Figure 32, p. 103). L’amorce dégénérée devra avoir
une Tm basse et les amorces spécifiques devront avoir une Tm élevée pour que les fréquences
d’amplification des produits spécifiques et non spécifiques puissent étre controlées thermiquement. Le
but est d’obtenir un amplicon final spécifique d’une séquence d’ADN dont seule une extrémité est

connue en vue de séquencer la partie inconnue.

short arbitrary degenerate
long specific primers (AD) primer
SPE SE SE L =]
=== =mma=s 2 =me—gte———
vector insert nontarget sequence

Primary PCR with SP1 and AD
5 high stringency cycles

1 low stringency cycle
10 reduced stringency cycles

A\
TAIL-cycling
(12 super cycles)

1 reduced suingency cycle 2 high stringency cycles
(thermal symmetric) (thermal asymmetric)

\ )
¥

specific product nonspecific product nonspecific product
(type I) (type II) (type IID
=5 == - = =

product  high or middle high {detectahle) low {undetectable)
yield: (detectable or undetectable)

& 1000-fold dilution
Secondary PCR with SP2 and AD (10 super cycles)

specific product nonspecific product
—_———==s == —
product yield: high (detectable) very low (undetectable)

1000-fold dilution
Tertiary PCR with SP3 and AD (20 normal cycles)

Agarose gel analysis

Direct sequencing

Figure 32 : Schéma illustrant le principe de la TAIL-PCR (Liu and Whittier, 1995).
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Dans la premiere réaction de PCR, un cycle de faible spécificité réalisé a 25°C permet d’hybrider
I’amorce dégénérée sur un ou plusieurs sites de la séquence recherchée (Tableau 5, p. 104, PCR 1 étape
3). Les fragments spécifiques de type I sont ensuite sélectionnés par rapport aux fragments aspécifiques
de type II et III (Figure 32, p. 103) par des cycles de PCR présentant de hautes températures
d’hybridation (Tableau 5, p. 104, PCR 1 étape 4), car seule I’amorce spécifique SP1 peut s hybrider
correctement a ces températures. La deuxieme réaction de PCR est réalisée avec de hautes températures
d’hybridation en utilisant les amorces SP2 et AD. Cette réaction permet de sélectionner les fragments
spécifiques de type I (Tableau 5, p. 104, PCR 2). La derniere réaction de PCR est réalisée a basse

température d’hybridation avec les amorces SP3 et AD favorise ’hybridation de I’amorce dégénérée et

continue la sélection des fragments spécifiques de type I (Tableau 5, p. 104, PCR 3).

PCR n°/ Etape n°®° Nombre de cycles Programme
amorces
1 1 1 94 °C, 5 min
Amorce SP1 2 5 94 °C, 30 sec ; 58 °C, 1 min ; 72 °C, 1 min
et une des AD 3 1 94 °C, 30 sec ; 25 °C, 1 min ; incrémentation de

25°Ca72°Cen 2 min ; 72 °C, 2 min

4 15 94 °C, 30 sec ; 58 °C, 1 min ; 72 °C, 2 min ; 94
°C, 30sec ;58 °C, I min ; 72 °C, 2 min ; 94 °C,
30sec ;45 °C, 1 min; 72 °C, 2 min

5 1 72 °C, 1 min

2 1 1 94 °C, 5 min
Amorce SP2 2 12 94 °C, 30 sec ; 58 °C, 1 min ; 72 °C, 2 min ; 94
et une des AD °C, 30 sec ;58 °C, 1 min ; 72 °C, 2 min ; 94 °C,

30 sec ;45 °C, 1 min ; 72 °C, 2 min

3 1 72 °C, 5 min

3 1 1 94 °C, 5 min
Amorce SP3 2 20 94 °C, 1 min ; 45 °C, 1 min ; 72 °C, 2 min

et une des AD 3 1 72 °C, 5 min

Tableau 5 : Programmes utilisés pour les réactions de TAIL-PCR.
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En se basant sur les séquences nucléotidiques des contigs c5642, c29131, c14511 et c64662 de la banque
normalisée d’ADNc de P. sativa, trois amorces antisens successives spécifiques du début de la séquence
de chaque contig sont synthétisées. Ces amorces sont décrites dans le Tableau 6 (p. 105). Plusieurs
amorces présentant un degré de dégénérescence variable sont également synthétisées (Tableau 6, p.

105).

Nom de

Séquences des amorces 5°—3’

I’amorce

Amorces spécifiques

c5642 c5642SP1 GGGTCCCTTCCGATTCCCCAAGCG 59
c5642SP2 CGTAGCCCATAACTTTAACATCCTGTCTTGCAGTTC 59
c5642SP3 GGGACTAATAACGGAAGTGGTGGATGTAACCGT 59
c29131 c29131SP1 TAGGCATTAGTAGTGGAGCTGTAAAGTACAATCGC 58
c29131SP2 CTGATCTCATTCTGCAATTTAGTCATGACACTCGG 58
c29131SP3  GGGCTGCTATTGTCCAGTTTAAAGTTGTAGAGGATG 59
cl4511 cl14511SP1 GTTGCAGGGTCTCTTCCTATTGCCCAGG 59
c14511SP2 CGGAATTGGTGGATGCAGACGGAGAGTTTC 59
c14511SP3 GTCTCAAGAGTTCCGACATTGCCCATTCTAGG 59
c64662 c64662SP1 CAAGAGATCCTTCTCTGTGGGAAAACCC 56
c646625P2 GCCTGGGCAATTGACAAGAGATCCTTC 56
c646625P3 GCTAGGACACAAGTACTTATAAATGCCTGG 55

Amorces dégénérées

ADI1 NGTCGASWGANAWGAA 128 46
AD2 WGTGNAGWANCANAGA 256 48
AD3 NTCGASTWTSGWGTT 64 46
AD4 TGWGNAGSANCASAGA 128 48
ADS5 AGWGNAGWANCAWAGG 128 46
AD6 WGCNAGTNAGWANAAG 256 48
AD7 AWGCANGNCWGANATA 256 48
AD8 TGWGNAGWANCASAGA 128 46

Tableau 6 : Amorces utilisées dans les réactions de TAIL-PCR. DD : Degré de dégénérescence.
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Les différentes réactions de TAIL-PCR sont réalisées a I’aide du Master Mix (2X) de Fermentas dans

un volume réactionnel de 50 ul de la maniere suivante :

» PCR n°l : 25 pl de Master Mix (2X), 2,5 uM d’AD présentant un degré de dégénérescence de
64 et 128 (ou 5 uM d’AD présentant un degré de dégénérescence de 256), 0,5 uM de I’amorce
spécifique SP1, 1 ul d’ADN génomique de panais (1-10 ng) et de I’eau ultrapure stérile.

» PCR n°2 : 25 ul de Master Mix (2X), 2,5 uM d’AD présentant un degré de dégénérescence de
64 et 128 (ou 5 uM d’AD présentant un degré de dégénérescence de 256), 0,5 uM de I’amorce
spécifique SP1, 5 pl du produit de réaction de la PCR n°1 diluée 40 fois et de 1’eau ultrapure
stérile.

» PCR n°3: 25 ul de Master Mix (2X), 2,5 uM d’AD présentant un degré de dégénérescence de
64 et 128 (ou 5 uM d’AD présentant un degré de dégénérescence de 256), 0,5 uM de I’amorce
spécifique SP1, 19 ul du produit de réaction de la PCR n°2 diluée 40 fois et de 1’eau ultrapure

stérile.

Les concentrations des amorces dégénérées varient en fonction de leur degré de dégénérescence. Plus
une amorce est dégénérée, plus elle aura de possibilit¢ de s’hybrider a ’ADN génomique, par
conséquent plus une amorce est dégénérée plus sa concentration dans le milieu réactionnel sera élevée.
Les produits réactionnels de la PCR n°3 sont analysés sur gel d’agarose a 1%. Les fragments d’intéréts
sont prélevés a partir du gel, élués et clonés dans le plasmide pCR8®/GW/TOPQO® et séquencés par la
société Eurofins MWG Operon.

4.5 Electrophorese d’ADN sur gel d’agarose

Les fragments d’ADN et d’ARN sont séparés en fonction de leur poids moléculaire de leur charge
électrique par électrophorése sur gel d’agarose. Plus le gel est concentré en agarose et plus la taille des
mailles est fine. Généralement, les gels sont préparés a 1% d’agarose dans du tampon Tris 40 mM
acétate, EDTA 1 mM (TAE) ce qui permet de séparer un large éventail de fragments, mais le
pourcentage d’agarose peut étre augmenté a 2% pour la séparation de trés petits fragments. Le gel est
déposé dans une cuve de migration contenant du tampon TAE. Les échantillons a analyser son
supplémentés de 4 pl de tampon de charge (Tris S0 mM pH 7,5 ; EDTA 100 mM pH 7,5 ; 10% glycérol ;
0,05% bleu de bromophénol). Le gel est ensuite soumis a un champ électrique de 120 V (12 V/cm)
pendant 25 min. Un marqueur de taille (MassRuler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use #SM0403 de
Fermentas utilisé pour les fragments allant de 500 pb a 10 000 pb ou GeneRuler™ 50 pb DNA Ladder

#SMO0371 de Fermentas utilisé pour les fragments de 50 a 1 000 pb) migre en méme temps que les
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échantillons et permet d’identifier la taille approximative des différentes bandes obtenues. La révélation
est effectuée avec du bromure d’éthidium (BEt) qui est un agent intercalent employé comme marqueur
d’acides nucléiques en biologie moléculaire. Le BEt permet la visualisation d’ADN et d’ARN en
présence d’un rayonnement ultra-violet (A = 254 nm). A la fin de la migration, le gel est baigné pendant

10 minutes dans un bain de BEt a 1 mg/l puis placé sous rayonnement UV.

4.6 Extraction d’ADN a partir d’un gel d’agarose

Aprés migration et révélation sous rayonnement ultra-violet, les bandes de gel correspondant aux
fragments d’ADN d’intérét sont prélevés a I’aide d’une lame de scalpel propre et placés dans un tube de
2 ml. L’extraction de I’ADN est réalisée a I’aide du kit « MinElute® Gel Extraction » de Qiagen selon

les recommandations du fournisseur.

4.7 Digestion par des enzymes de restriction

La technologie FastDigest® de Fermentas permet de réduire les temps d’incubation d’un facteur 10 par
rapport aux enzymes de restriction standards. De par son tampon d’activité FastDigest® universel, ce
systeme permet de réaliser aisément des digestions par plusieurs enzymes simultanément. La réaction
de digestion est en général réalisée dans un volume réactionnel de 10 pl contenant 1 ul de tampon
d’activité¢ (10X), 1 pl d’enzyme de restriction et entre 0,let 1 pg d’ADN a digérer. La réaction est
incubée a 37 °C pendant 15 min. Il est possible d’inactiver 1’enzyme en incubant le mélange réactionnel

5 min a 80 °C.

4.8 Ligations

4.8.1 Dans le vecteur pCR8®/GW/TOPO®

Les ligations dans le plasmide pCR8®/GW/TOPQ® se font rapidement et efficacement a 1’aide du kit
« pCR8®/GW/TOPO® TA Cloning® » d’Invitrogen. Les réactions de ligations sont réalisées dans un
volume final de 3 ul contenant 10 2 20 ng de vecteur pCR8®/GW/TOPQ® linéarisé, 0,6 uM de NaCl et
0,03 uM de MgCl, et 2 ul de produits de PCR (100 a 200 ng). Le mélange réactionnel est incubé pendant

3 h a température ambiante afin d’assurer une efficacité de ligation de 95 %.

107



Matériel et méthodes

4.8.2 Dans les autres vecteurs

Afin d’effectuer une ligation dans des vecteurs standards au niveau de sites de restriction, il est
nécessaire au préalable d’amplifier le fragment d’ADN d’intérét par PCR en utilisant des amorces
permettant 1’insertion d’un site de restriction excédentaire en 5° et en 3’. Dans un deuxiéme temps, le
plasmide sera digéré par ces mémes enzymes de restriction.

La ligation dans les vecteurs standards s’effectue a 1’aide de I’enzyme T4 DNA Polymérase (Invitrogen)
qui permet de liguer des fragments d’intérét ayant des extrémités cohésives ou franches dans des
vecteurs d’expression. La réaction s’effectue en général dans un volume réactionnel de 20 ul contenant
4 ul de tampon d’activité (5X), 0,1 U de T4 DNA ligase, 3 a 30 fmol de vecteur et 9 a 90 fmol d’insert
en conservant un ratio insert/vecteur de 3:1. Le milieu réactionnel est mis & incuber pendant 2 h a
température ambiante ou pendant la nuit a 16 °C avant d’étre utilisé pour la transformation de bactéries

E. coli.

4.9 Construction d’un plasmide recombinant pour la transformation génétique de levures

en utilisant la technologie Gateway®

La technologie Gateway® est une technique de clonage propriétaire basée sur les propriétés de
recombinaison site spécifique du bactériophage A. Cette méthode de clonage est rapide et efficace et
permet de transférer notre géne d’intérét vers de multiples vecteurs de destination.

Afin de réaliser des clonages dans le pYeDP60 plus rapidement que par digestion par des enzymes de
restriction, le systeme de conversion de vecteur Gateway® est utilisé afin de transformer le pYeDP60 en
vecteur de destination Gateway®. La cassette de clonage RfA (898 pb) flanquée des sites a#fR contenant
le géne ccdB et le géne de résistance au chloramphénicol (Figure 33, p. 109) est insérée au niveau du

site BamHI de notre plasmide afin de conserver le cadre de lecture initial.

Le plasmide pYeDP60 (5 png) est digéré par BamHI pendant 1 h a 37 °C. Les extrémités sortante du
vecteur sont converties en extrémités franches en utilisant la T4 DNA polymérase ou fragments de
Klenow selon les recommandations du fournisseur (Invitrogen). Les extrémités 5° phosphates sont
ensuite déphosphorylées grace a la phosphatase alcaline de veau (CIAP) selon les recommandations du
fournisseur (Invitrogen). La réaction de ligation s’effectue dans un volume réactionnel de 10 ul
contenant 25 a 50 ng de vecteur linéarisé déphosphorylé, 2 ul de tampon de ligation (5X), 2 ul de cassette
RfA a 5 ng/ul et 1 U de ligase selon les recommandations du fournisseur (Invitrogen). La réaction se
déroule durant la nuit a 16 °C et le lendemain 1 pl du mélange réactionnel est utilisé pour transformer

des bactéries E. coli ccdB survival™,
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Reading Frame A

EcoR V EcoRV
1/2 site 1/2 site
/—L\ attR1 attR2 /_l_\
NNN NNN ATC [ACA AGT TTG TAC AAA AAA [CmP-ccaB] T TTC TTG TAC AAA GTG GT|G ATN NNN
NNN NNN TAG|TGT TCA AAC ATG TTT|TTIT A AAG AAC ATG|TTT CAC CAC TAN NNN
[
BsiG | BsrG |
EcoRV . EcoRV
1/2 site Reading Frame B 1/2 site
/—‘—\ attR1 attR2 /’L\
e AT
NNN NNA TCA|ACA AGT TTG TAC AAA AAA -[Cm“-cch]- T PIC TTG TAC AAA GTG GTT GAT NNN NNN
NNN NNT AGT|TGT TCA AAC ATG TTT|TTT A AAG AAC ATG|TTT CAC CA]A CTA NNN NNN
1 (I |
*cannot be TG or TA Bsigl BsrG1
EcoRV 3 EcoRV
: Reading Frame C.1 :
1/2 site 9 1/2 site
/_I_\ attR1 attR2 /_I_\
* %
NNN NAT CAA|ACA AGT TTIG TAC AAA AAA CmP-ccdB T TTG TAC ARA GTG GT[T CGA TNN NNN
NNN NTA GTT|TGT TCA AAC ATG TTT|TTT -[Cm"-ccdB}- A AAG AAC ATG|TTT CAC CAR GCT ANN NNN
[ 1
BsrG | BsG 1

*cannot be GA or AA or AG

Figure 33 : Représentation schématique des trois cassettes Gateway®.

4.10 Obtention des plasmides recombinants pYePD60_GW®_X et pBIN_GW®_X via la

technologie Gateway®

La réaction de LR recombinaison s’effectue entre les sites azfL d’un plasmide d’entrée de type Gateway®

(pCR8®/GW/TOPO®) et les sites attR d’un vecteur de destination de type Gateway® pYeDP60_GW® ou

pBIN_GW® (Figure 34, p. 110). Des bactéries E. coli €lectrocompétentes sont ensuite transformées avec

le produit de recombinaison. Seules les bactéries ayant intégré les vecteurs recombinants pourront se

développer sur milieu sélectif. Les plasmides recombinants sont vérifiés par digestion de restriction, par

PCR ou par séquengage avant de transformer les levures ou avant d’étre intégrés dans les agrobactéries.
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Vecteur Vecteur de

d’entrée destination

LR clonase

attB attB attP attP
[er] =]

Vecteur .
d’expression Seuspoduit

Figure 34 : Représentation schématique de la LR recombinaison via la technologie Gateway®.

La réaction de LR recombinaison se fait a I’aide du kit Gateway® LR Clonase® II Enzyme mix
d’Invitrogen selon les recommandations du fournisseur de la maniére suivante dans un volume
réactionnel de 10 pl : 150 ng de de plasmide de destination (pYeDP60_GW® ou pBIN_GW?®) sont
incubés pendant 1 h a 25 °C en présence de 150 ng de plasmide d’entrée (pCR8®/GW_X) et de 2 ul
d’enzyme LR clonase™ (Invitrogen). 1 ul de protéinase K est ensuite ajouté au milieu réactionnel et

celui-ci est incubé a 37 °C pendant 10 min.

4.11 Préparation de bactéries compétentes

4.11.1 Bactéries E. coli électrocompétentes

Ce protocole est utilisé pour les bactéries E. coli GenHogs®, XL1 Blue, MC1022 et ccdB survival™. 10
ml de LB liquide sont ensemencés avec des colonies de bactéries fraichement étalées sur boite LB. Apres
une nuit d’incubation a 37 °C sous agitation, 1 ml de cette préculture est utilisé pour ensemencer 100
ml de milieu LB. La culture est incubée sous agitation a 37 °C jusqu’a obtenir une DO7oo de 0,7. La
culture est ensuite centrifugée a 5000 g sans frein a 4 °C. Le culot est lavé avec de 1’eau stérile deux
fois, puis lavé deux fois dans 20 ml de glycérol 10%. Les bactéries ainsi rendues compétentes sont
resuspendues dans 1 ml de glycérol 10 %, puis aliquotées par 40 pl et congelés dans de I’azote liquide

avant d’étre conservées a -80 °C.
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4.11.2 Agrobactéries A. tumefaciens chimiocompétentes

Ce protocole est utilisé pour rendre compétentes les agrobactéries A. tumefaciens LBA 4404 afin de
permettre leur transformation avec le plasmide binaire pBIN. Une préculture d’une colonie d’A.
tumefaciens préalablement étalée sur une boite YEB est mise en culture dans 2 ml de YEB additionnés
des antibiotiques de sélection (rifampicine et streptomycine). Cette culture est incubée a 28 °C pendant
la nuit sous agitation. Le lendemain, 2 ml de cette préculture sont utilisés pour ensemencer 50 ml de
milieu qui est incubé a 28 °C pendant 4 heures. La culture est centrifugée a 4 °C a 3000 g pendant 20
minutes. Le culot est lavé deux fois avec du tampon Tris-HCI 10 mM pH 8 ; EDTA 1 mM (TE) a 4 °C.
Les bactéries ainsi rendues compétentes sont resuspendues dans 2 ml de YEB, puis aliquotées par 500

ul et directement utilisées pour la transformation.

4.12 Transformation génétique de bactéries compétentes

4.12.1 Par électroporation

Ce protocole est utilisé pour les souches de bactéries E. coli GenHogs®, XL1 Blue, MC1022 et ccdB
survival™, La transformation par électroporation est une technique qui consiste a introduire une
construction plasmidique dans des bactéries par 1’application du choc électrique de courte durée et de
haut voltage qui va déstabiliser ponctuellement les membranes et les rendre poreuses et perméables. Un
aliquot de 40 pl de bactéries électrocompétentes est mélangé avec 1 a 10 ng de plasmide ou produit de
ligation ou produit de recombinaison. Le mélange est introduit dans une cuve d’électroporation
(électrodes séparées de 2 mm) qui est placée dans le Biorad Micropulser™. L’échantillon est soumis a
un choc électrique de 2,5 kV ; 200 Q ; 25 pF puis directement resuspendu dans 700 pl de milieu LB. La
suspension est incubée pendant 1 h & 37 °C avant d’étre étalée sur une boite contenant le ou les

antibiotiques de sélection. Ce temps de régénération permet aux bactéries transformées d’acquérir la

résistance a ’antibiotique rapportée par le plasmide. Les boites sont incubées pendant une nuit a 37 °C.

4.12.2 Par choc thermique

4.12.2.1 E. coli

Ce protocole est utilisé pour transformer les bactéries E. coli One Shot® TOP10 chimiocompétentes
suivant les recommandations du fournisseur (Invitrogen). 1 ul de plasmide est ajouté a un aliquot de 100

ul de bactéries TOP10. Le mélange est incubé sur de la glace pendant 30 min, puis un choc thermique
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est réalisé a 42 °C sans agitation pendant 30 sec. Le mélange réactionnel est immédiatement remis sur
de la glace pendant 5 min. 500 pl de milieu LB sont ajoutés et la solution est incubée a 37 °C pendant 1
h avant d’étre étalée sur des boites LB contenant le ou les antibiotiques de sélection. Les boites sont

incubées pendant une nuit a 37 °C.

4.12.2.2 A. tumefaciens

500 pl d’agrobactéries chimiocompétentes sont incubées avec 0,5 a 1 pug de plasmide pendant 5 min sur
la glace, puis congelées pendant 5 min dans de I’azote liquide avant d’étre transférées dans un bain-
marie a 37 °C pendant 5 min. 1 ml de milieu YEB est ajouté a la solution de bactéries transformées et
celle-ci est incubée a 28 °C pendant 2 h. 500 ul de cette solution sont étalés sur une boite de milieu YEB
contenant les antibiotiques de sélection (rifampicine, kanamycine et streptomycine) puis incubés

pendant 48 h a 28 °C.

4.13 Extraction d’ADN plasmidique

L’amplification d’un plasmide est réalisée en cultivant une colonie bactérienne transformée a 37 °C
pendant une nuit dans une solution de 2 ml de milieu LB contenant I’antibiotique de sélection. Les
bactéries sont ensuite sédimentées par centrifugation a 10 000 g pendant 2 min. L’extraction plasmidique

est réalisée a I’aide du kit GeneJET™

Plasmid Miniprep (Fermentas) selon les recommandations du
fournisseur sur le principe d’une lyse alcaline des bactéries, suivie d’une purification des plasmides sur

colonne d’affinité. Les plasmides élués dans 50 pl de tampon d’élution sont conservés a -20 °C.

4.14 Construction des trois banques d’ADNc normalisées

Afin de réaliser les banques d’ADNc normalisées de P. sativa, R. graveolens et C. cinereum, les ARN
totaux de ces plantes sont extraits & partir de feuilles de ces trois plantes. 100 a 300 pg d’ARN totaux
de ces plantes ont ét¢ envoyés a la société Eurofins MWG Operon en Allemagne. Les séquences d’ADN
complémentaires normalisées des ARN extraits sont séquencées par des approches de pyroséquencage
grace a la technologie GS FLX Titanium type 454 (Roche). Cette technologie permet 1’obtention de
500 000 séquences par cycle de production et génere des longueurs moyennes supérieures a 350 bases.
Les résultats de ce séquencage massif sont renvoyés sous forme de fichier informatique et sont analysés

a I’aide de la suite logicielle blast2GO ou grace au logiciel BioEdit.
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4.15 Séquencage

1 pg de plasmide contenant notre séquence d’intérét est envoyé a la société Eurofins MWG Operon en
Allemagne pour effectuer le séquencgage. Les résultats du séquengage en 3’ et en 5’ nous sont envoyés

sous deux jours ouvrés sous forme de fichier informatique et analysés a 1’aide du logiciel BioEdit.

4.16 Electrophorese sur gel polyacrylamide en conditions dénaturantes ou SDS PAGE

L’électrophorese en gel de polyacrylamide contenant du dodécylsulfate de sodium (SDS) permet de
séparer les protéines selon leur poids moléculaire apparent. La concentration du gel en acrylamide
détermine la porosité de la matrice et influence donc la vitesse de migration des protéines. Les protéines
sont d’abord concentrées dans un gel de concentration a 5 % d’acrylamide en fonction du pH du tampon,
puis séparées dans un gel de séparation a 10 % d’acrylamide qui permet d’obtenir un domaine de
fractionnement de 15 a 75 kDa. Le SDS est un détergent qui se lie aux protéines et permet de les
dénaturer totalement. Le SDS masque entierement les charges naturelles de la protéine en le recouvrant
de maniere uniforme. Chaque protéine acquiert une densité de charge nette négative identique ce qui
permet de séparer les protéines en fonction de leur taille et non de leur charge. 40 ul d’échantillon
protéique au préalable additionnés de 10 ul de tampon de charge (Tris HCI 125 mM pH 6,8, SDS 5 %,
glycérol 20 %, B-mercaptoéthanol 5 %, bleu de bromophénol 0,05 %) contenant du dithiothréitol (DTT)
a 400 mM sont chauffés 5 min a 95 °C. Le DTT est un agent réducteur fort qui permet de réduire les
ponts disulfures des protéines. Les échantillons ainsi que 5 pl de marqueur de taille (Prestained Protein
Molecular Weight Marker ready-to-use, #SM0441, Fermentas) sont directement déposés dans les
différents puits du gel. Le gel est placé dans une cuve de migration contenant le tampon de migration
(Tris/glycine 1X (a partir de la solution mere 10X contenant 30,4 g de Tris, 144 g de glycine pour 1 litre
pH 8,3), SDS 0,1 %) et une tension électrique de 100 V est appliquée pendant 90 a 120 min.

Une fois 1’électrophorése achevée, les protéines sont séparées mais restent incluses dans le gel et sont
donc inaccessibles aux révélateurs. Les différentes protéines contenues dans le gel sont transférées sur
une membrane de nitrocellulose (GE Healthcare Amsterham PVDF Hybond™-P) immobilisante. Le
principe du transfert sur membrane est le méme que pour I’électrophorése ; les protéines apres séparation
sont toujours liées au SDS et peuvent donc migrer de 1’anode a la cathode sous I’influence d’un champ
électrique. Le gel de polyacrylamide est mis en contact avec la membrane de nitrocellulose, le tout est
entouré de papier filtre afin de combler les espaces vides entre le gel et la membrane. La migration pour
réaliser le transfert s’effectue a 80 V pendant 45 min dans un tampon Tris/glycine 1X, éthanol 20 %. Un
bloc froid est ajouté dans la cuve de migration afin d’éviter 1’échauffement de la solution tampon. Le

marqueur de taille initialement présent sur le gel permet d’estimer 1’état du transfert sur membrane.
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4.17 Western blot

Le western blot est une technique d’immunodétection qui permet la visualisation des protéines d’intérét
dans un échantillon donné. Apres avoir séparé les protéines sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes et les avoir transféré sur membrane, celle-ci est rincée dans une solution de PBS X1 —
Tween (a partir de la solution PBS mere 10X contenant 87,66g de NaCl, 2,04 g de KH,PO,, 14,24 g de
Na,HPOy, 2,01 g de KCl pour 1 litre a pH 7,4 ; Tween 20 a 1 %). La membrane est ensuite immergée
pendant 90 min dans une solution PBS X1 —Tween contenant 5 % de lait en poudre afin de bloquer les
sites aspécifiques. Puis elle est immergée pendant 90 min dans une solution (PBS X1 — Tween contenant
5 % de lait en poudre) contenant un anticorps primaire spécifique de la protéine d’intérét (Anti-His (C-
term) Antibody, Invitrogen). La membrane est ensuite rincée trois fois 10 min a I’aide d’une solution
PBS X1 — Tween et mise en présence de 1’anticorps secondaire (Pierce Goat Anti-Mouse IgG, (H+L),
(min x BvHsHn Sr Prot) Alkaline Phosphatase Conjugated, Thermo Scientific) contenu dans une
solution PBS X1 —Tween contenant 5 % de lait en poudre pendant 90 minutes. La membrane est ensuite
rincée trois fois 10 minutes a 1’aide d’une solution PBS X1 — Tween, puis incubée deux fois dans 10 ml
d’une solution de Tris-NaCl (Tris 0,1 M pH 9,6 et NaCl 0,1M). Enfin, les protéines sont révélées par
réaction colorimétrique (NBT/BCIP). Le 5-bromo-4-chloro-3-indole-phosphate (BCIP) est un substrat
incolore de la phosphatase alcaline. En sa présence, 1’enzyme phosphoryle BCIP et forme un produit
instable. Deux de ces molécules vont se lier pour former le 5°-5’-dibromo-4-4’-dichloro-indigo qui va
réduire le 4-nitroblue tétrazolium chloride (NBT). Le NBT ainsi réduit change de couleur et devient le
bleu de formazan visualisable. La révélation est réalisée en ajoutant 37,5 pl de BCIP (100 mg/ml, Roche)
et 50 ul de NBT (100 mg/ml, Roche) a 10 ml de tampon Tris-NaCl. La réaction s’effectue a 1’obscurité
et sa durée dépend de la quantité de protéine d’intérét présente sur la membrane. Celle-ci est ensuite

rincée a 1’eau distillée et photographiée.

4.18 Quantification du niveau d’expression des genes par PCR en temps réel

4.18.1 Quantification relative

Afin de quantifier le niveau d’expression des P450s chez le panais, un geéne de référence est choisi (ARN
28S) afin de réaliser une quantification relative. Le niveau d’expression du géne d’intérét est exprimé
en fonction d’un géne de ménage considéré comme stable, obtenu a partir du méme échantillon. Dans
notre cas, la quantification relative s’appuie sur les efficacités respectives des génes de référence et cible,
et les Ct obtenus pour les échantillons et le calibrateur sans courbe de calibration, c’est la méthode des

AACt. Les résultats sont exprimés sous forme de ratio géne cible/référence de chaque échantillon et
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normalisés par le rapport cible/référence d’un échantillon appelé calibrateur (ARN 28S, échantillon ou
le géne est le moins bien exprimé). Les résultats sont analysés a ’aide du logiciel PikoReal™ Software

2.2 (Thermo Scientific).

4.18.2 Préparation du matériel

Les extractions d’ARN totaux des différentes plantes sont réalisées a ’aide du kit RNeasy® Plant Mini
de Quiagen comme décrit précédemment. Les ARNm sont convertis en ADNc a 1’aide du kit High
Capacity RNA-to-cDNA comme décrit précédemment afin d’obtenir 75 ng a 100 ng d’ADNc pour

chaque échantillon. Les ADNc sont ensuite dilués au 1/100°™ avant d’étre congelés a -20 °C.

4.18.3 Mélange réactionnel

Les amorces du gene de référence ainsi que les amorces de nos génes d’intérét sont congues a ’aide du
logiciel Primer Express 3.0. La spécificité de chaque couple d’amorces est vérifiée en réalisant une série
de 5 dilutions en cascade au 1/5°™ d’une solution d’ADNg de panais. Les couples d’amorces retenus
présentent une efficacité de 97 a 103 % et les PCR réalisées sur les génes cibles et référence ont donc
une efficacité trés proche.

Le mélange réactionnel contient 10 ul de SYBR Premix Ex Taq™ (2X) (Tli RNaseH Plus), Bulk de
Takara, 0,4 uM d’amorces sens et antisens, 0,4 pul de ROX Reference Dye (50X), 5 ul d’ADNc dilués
au 1/100°™ et de I’eau ultrapure stérile pour arriver a un volume réactionnel final de 20 pl. Les réactions
de PCR quantitative sont réalisées a ’aide du thermocycler Pikoreal™ (Thermo Scientific) suivant le
protocole suivant : 95 °C pendant 10 min ; puis 40 cycles : 95 °C 5 sec, 60 °C 30 sec ; suivi d’une étape
de courbe de fusion. Les résultats sont analysés a I’aide du logiciel PikoReal™ Software 2.2 (Thermo

Scientific).
5 Systemes d’expression hétérologue
5.1 Systeme d’expression hétérologue dans les cellules eucaryotes de type levure
5.1.1 Préparation de levures compétentes
La veille de la transformation, des colonies de levures (WAT11 ou WAT21) sont resuspendues dans 10

ml de milieu YPGA et incubées pendant la nuit a 30 °C. Le lendemain, cette préculture est diluée dans

50 ml de milieu YPGA pour obtenir une DO7go de 0,2. La culture est incubée a 30 °C sous agitation
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jusqu’a obtention d’une DO~ de 0,8. Les levures sont alors sédimentées a 4000 g pendant 10 min. Le
culot est repris dans 1 ml d’eau ultrapure stérile, transféré dans un tube de 2 ml avant d’étre centrifugé
24000 g pendant 2 min. Le culot est repris dans 1 ml d’acétate de lithium 100 mM/TE 1X (0,1 mM Tris
HCI pH 7,5 ; 10 uM EDTA). Une derniere étape de centrifugation a 4000 g permet de concentrer les
levures dans 200 pl d’acétate de lithium 100 mM/TE 1X. Les levures sont ensuite directement

transformées.

5.1.2 Transformation de levures

Afin de réaliser la transformation de nos levures, 50 ul de levures compétentes sont incubées a 30 °C
pendant 30 min en présence de 500 pl d’acétate de lithium 100 mM/TE 1X dilué dans du PEG 4000
(50%), de 10 ul d’ADN de sperme de saumon dénaturé (10 mg/ml) et de 100 a 200 ng de plasmide. Un
choc thermique est réalisé pour transformer les levures en incubant le mélange a 42 °C pendant 15 min,
puis en le placant sur de la glace pendant 2 min. Le mélange est ensuite centrifugé pendant 2 min a
4000g et le culot est lavé deux fois avec 500 ul de milieu YPGA. Les levures sont ensuite régénérées a
30 °C pendant 2 h avant d’étre étalées sur des boites contenant le milieu sélectif SGI. Les boites sont
placées a 28 °C a I’étuve et I’apparition de colonies de levures transformées peut étre observable a partir

de 48 h d’incubation.

5.1.3 Expression des P450s dans les levures

L’expression hétérologue des P450s dans la levure ainsi que la préparation de microsomes sont des
protocoles adaptés des méthodes mises au point par Diesperger et Pompon (Diesperger et al., 1974;

Pompon et al., 1996).

5.1.3.1 Conditions de culture

Une colonie de levure transformée est utilisée pour ensemencer 10 ml de milieu sélectif SGI. La culture
est incubée pendant 24 h a 28 °C sous agitation orbitale (170 rpm). Cette préculture est utilisée pour
ensemencer 200 ml de milieu YPGE contenant du glucose en faible quantité et de 1’éthanol. La culture
est incubée sous agitation orbitale pendant 24 h a 28 °C. Le but de cette étape est d’augmenter la
biomasse des levures transformées sans induire 1’expression de la protéine d’intérét. Au bout de 24 h de
culture, les levures ont enticrement utilisé le glucose et utilisent 1’éthanol comme source carbonée.

L’expression de la protéine d’intérét est obtenue en remplagant le milieu YPGE par 200 ml de milieu
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YPL contenant du galactose (20 g/l). Les levures sont incubées pendant 16 h a 18 °C avant de procéder

a la préparation de microsomes.
5.1.3.2 Préparation de microsomes

Afin de limiter la dégradation de notre protéine d’intérét la totalité de la préparation de microsomes
s’effectue a 4 °C. Les levures en cultures sont sédimentées pendant 10 minutes a 6 000 g, puis lavées
dans 35 ml de tampon TEK froid (Tableau 7, p. 117). Apres une centrifugation de 10 min a 6 000 g, le
tampon TEK est remplacé par 2 ml de tampon d’extraction TES (Tableau 7, p. 117). Des billes de verre
de 425 a 600 um de diametre (Sigma Life Science) sont ajoutées dans le tube et les levures sont broyées
par 5 agitations manuelles d’une minute en replacant le tube sur la glace 1 min entre deux agitations.
Les billes de verres sont ensuite lavées plusieurs fois avec du tampon TES jusqu’a obtenir un volume
final de 25 ml. La précipitation des microsomes se réalise par ultracentrifugation (Thermo Scientific
Sorvall WX ultra 80) a 100 000 g pendant 1 h. Les microsomes culottés au fond du tube sont lavés avec
500 ul de tampon TEG (Tableau 7, p. 117), puis resuspendus dans 2 ml de tampon TEG et homogénéisés
a ’aide d’un Potter. Les microsomes sont aliquotés par fraction de 200 pl, congelés dans de 1’azote

liquide et stockés a — 20 °C.

Tris HCI pH 7,5 50 mM 50 mM 50 mM
EDTA 1 mM 1 mM 1 mM
KCl1 100 mM

Sorbitol* 0,6 M

BSA* 1 % (p/v)

B-mercaptoéthanol* 20 mM

Glycérol 30 % (v/v)

Tableau 7 : Composition des tampons utilisés pour la préparation des microsomes de levures.
* produits ajoutés le jour méme de la préparation de microsomes.
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5.2 Systeme d’expression hétérologue dans les plantes

5.2.1 Principe de ’expression transitoire

L’expression transitoire par agro-infiltration consiste a exprimer un ou plusieurs genes d’intérét dans le
noyau des cellules du mésophylle et de I’épiderme foliaire, sans que le géne soit intégré dans le génome
de la cellule. L’expression des protéines d’intérét n’est possible que pendant quelques jours (5 a 10 jours

en fonction de la protéine).

5.2.2 Préparation de I’inoculum bactérien

Une colonie d’agrobactéries transformées avec le plasmide pBIN_GW® X contenant le géne d’intérét,
une colonie transformée avec le plasmide pBIN_GW®_p19 (fourni par le Pr. David Baulcombe de
I’université de Cambridge) contenant le suppresseur de « gene silencing » viral p19 ainsi qu’une colonie
transformée avec le plasmide pBIN_GW® ATRI contenant le géne codant pour la CPR 1 d’A. thaliana
sont mises en culture séparément dans 50 ml de milieu YEB contenant les antibiotiques (rifampycine a
20 mg/1 et kanamycine a 50 mg/l). La culture est incubée a 28 °C pendant 24 heures. Les agrobactéries
sont sédimentées par centrifugation a 4 000 g pendant 15 minutes. Les culots obtenus sont lavés trois
fois avec 30 ml d’eau déminéralisée stérile et le culot est suspendu dans 1 ml d’eau déminéralisée stérile
afin d’éliminer toute trace d’antibiotique (nocif pour la plante). L’inoculum bactérien est préparé de
maniere a obtenir une DOsoo de 0,2 pour les agrobactéries contenant le géne d’intérét ainsi que le géne
ATRI et le vecteur vide, et une DOgoo de 0,4 pour les agrobactéries contenant le géne codant pour la
protéine p19. De la méme maniére, une solution d’agrobactéries contenant le pBIN_GW® vide sera
préparée afin de servir de témoin négatif. La solution est conservée sur la glace jusqu’a infiltration des
feuilles de tabac. Il est possible juste avant de réaliser I’infiltration, d’ajouter de I’acétosyringone a 100

uM dans I’inoculum bactérien afin d’activer les génes de virulence des agrobactéries.

5.2.3 Agro-infiltration de N. benthamiana

Deux a trois feuilles par plant de N. benthamiana agés d’un a deux mois sont sélectionnées pour 1’agro-
infiltration. Les feuilles sont 1ésées sur leur face abaxiale a 1’aide d’une aiguille, puis la solution
d’agrobactéries est directement injectée dans le tissu a ’aide d’une seringue dépourvue d’aiguille
(Photographie 3, p. 119). Apres infiltration, les plantes sont placées dans des compartiments spécifiques
confinés au phytotron pendant 4 jours afin d’éviter la contamination des autres plantes par les

agrobactéries. Les feuilles infiltrées par les agrobactéries sont utilisées (au bout de 96 h) pour effectuer
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une deuxieme infiltration avec des mélanges de 5 a 6 substrats a 100 uM ou utilisées pour effectuer une
préparation de microsomes. Apres la deuxieme infiltration, les feuilles sont soient coupées au niveau du
pétiole et placées dans le reste de la solution de substrats (Photographie 3, p. 119) pendant 3 h avant de
réaliser une extraction de phénylpropanoides, soit laissées directement sur la plante et broyées au bout

de trois heures.

Photographie 3 : Expression transitoire de P450s chez N. benthamiana avec co-infiltration de substrats.

5.2.4 Préparation de microsomes de plantes

Quatre jours apres Iinfiltration par des agrobactéries, les feuilles sont pesées afin d’avoir le méme poids
total pour chaque mélange infiltré. Les feuilles sont placées dans un tube de 50 ml contenant 30 ml de
tampon Kpi 0,1 M a pH 7 et une tablette d’inhibiteur de protéases (complete Mini, EDTA-free, Protease
inhibitor cocktail tablets, Roche). Les feuilles sont broyées a I’ultraturax (Polytron® PT 2100, agrégats
PT-DA 2112/2EC et PT-DA 2105/EC, Kinematica) jusqu’a obtention d’une solution homogéne. 0,1 %
de poly(vinylpolypyrrolidone) (p/p) par gramme de feuille ainsi que 1 ml de DTT sont ajoutés a la
solution. Le mélange est centrifugé 30 min a 7 000 g et le surnagent est filtré sur du papier Whatman®
(grade 2V, 8 um) et réparti dans deux tubes prévus pour 1’ultracentrifugeuse. Les microsomes sont
culottés a 100 000 g pendant 1 h a4 °C. Les microsomes sont repris dans 600 ul de tampon Kpi, aliquotés
par 200 pl, congelés dans de 1’azote liquide et stockés a -20 °C.

6  Meéthodes d’analyses biochimiques

6.1 Extraction de composés polyphénoliques

6.1.1 Protocole général
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Le mé&me protocole est utilisé pour réaliser toutes les extractions de composés polyphénoliques a partir
des feuilles, de tiges et de racines issues des différentes plantes de cette étude. 50 a 100 mg de matériel
végétal frais sont congelés et broyés dans de 1’azote liquide a 1’aide d’un mortier en céramique et d’un
pilon au préalablement refroidis. 1 ml d’une solution de méthanol a 80 % contenant ou non le standard
interne a 5 uM (pimpinelline) est ajouté a la poudre ainsi obtenue. L’ajout de 1’étalon interne permet de
s’affranchir des pertes engendrées par la préparation de I’échantillon, mais également des volumes
injectés en chromatographie liquide. Le mélange est homogénéisé a 1’aide d’un vortex pendant 1 min,
puis centrifugé pendant 30 min a 10 000 g. Le surnageant est prélevé et évaporé dans un nouveau tube
en utilisant une centrifugeuse sous vide (Concentrator Plus, Eppendorf). Les résidus sont resuspendus
dans 300 ul de méthanol, puis la solution est centrifugée pendant 30 min a 10 000 g avant d’étre placée

dans des vials. Les échantillons sont conservés a -20 °C avant d’étre analysés par chromatographie.

6.1.2 Protocole utilisé lors de la deuxiéme expérience d’élicitation

50 a 100 mg de racines fraiches sont lyophilisés puis broyés pendant 2 min a 1’aide d’un broyeur a bille
(MM 400, Retsch®). 500 ul d’une solution de méthanol & 80 % contenant le standard interne & 5 uM
(pimpinelline) est ajouté a la poudre ainsi obtenue. Le mélange est homogénéisé a 1’aide d’un vortex
pendant 1 min, puis centrifugé pendant 30 min a 10 000 g. Le surnagent est prélevé et mis a évaporer
dans un nouveau tube en utilisant une centrifugeuse sous vide (Concentrator Plus, Eppendorf). Les
résidus sont resuspendus dans 150 pl de méthanol, puis la solution est centrifugée pendant 30 min a
10 000 g avant d’étre placée dans des vials. Les échantillons sont conservés a -20 °C avant d’étre

analysés par chromatographie.
6.2 Mesure d’activités enzymatiques
6.2.1 Substrats
La liste de la totalité des molécules utilisées pour le criblage métabolique comportant les informations
telles que le poids moléculaire ou le numéro CAS se trouve en Annexe 2 (p. 284-287). Les solutions
stocks sont préparées a 10 mM ou a 1 mg/ml dans du DMSO ou de 1’éthanol et stockées a -20 °C.

6.2.2 Détermination des constantes cinétiques

Les réactions sont conduites dans un volume réactionnel de 100 ul comprenant 20 ul de microsomes de

tabac ou de levure, 200 uM de substrat, ] mM de NADPH (Sigma) et du tampon phosphate de sodium
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NaPi 0,1 M pH 7,5. De la méme maniere, les microsomes sont incubés en absence de cofacteur afin de
constituer un contrdle négatif. L incubation est réalisée pendant 1 min 30 a 30 min a 28 °C sous agitation
(160 rpm) a I’aide d’un Thermomixer (Eppendorf). La réaction est stoppée par 1’ajout de 37,5 pl
d’acétonitrile/HCI (1%). La solution est ensuite centrifugée a 8 000 g pendant 30 min. Le surnagent est
prélevé afin d’étre analysé par HPLC ou LC-MS/MS.

Afin de déterminer les constantes cinétiques, 1’incubation est réalisée avec des concentrations
croissantes en substrat (de 0,1 uM a 200 uM). Les expériences sont répétées trois fois et le temps de la
réaction est adapté pour que la conversion du substrat n’excede pas 50 % pour les concentrations les
plus faibles. Les constantes cinétiques apparentes sont déterminées par le logiciel Sigmaplot (Systat
Software Inc., http://www.sigmaplot.com/). La représentation en double inverse de Lineweaver-Burk
qui exprime I’inverse de I’activité enzymatique en fonction de I’inverse de la concentration en substrat

permet d’obtenir les constantes d’affinités K, de I’enzyme.

6.2.3 Test de I’inhibition par des furanocoumarines

Les réactions enzymatiques effectuées pour les tests d’inhibitions des P450s sont réalisées exactement
dans les mémes conditions que pour la détermination des constantes cinétiques. L’inhibiteur est ajouté

au milieu réactionnel a la concentration de 100 uM.

6.3 Détection des produits formés par HPLC

Les échantillons issus du criblage métabolique sont analysés sur une colonne C18 en phase inverse
(LiChrospher RP-18, 250x4.6, 5 um) équipée d’une précolonne (LiChroCART® 250-4) par HPLC
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japan). 50 ul de I’échantillon sont injectés. La séparation est réalisée a un
débit de 0,7 ml/min a 1’aide d’un solvant A (eau ultrapure, acide formique 0,1 %) et d’un solvant B
(méthanol, acide formique 0,1 %). Les composés sont séparés a 1’aide d’un gradient de phase mobile
(A:B;v/v), (90 : 10) jusqu’a 3 min, (1 : 99) a 34 min, (1 : 99) a 37 min, (90 : 10) a2 38 min, (90 : 10) a
43 min. Une détection de longueur d’onde entre 200 et 600 nm est réalisée et les chromatogrammes sont
extraits a la longueur d’onde maximale du composé (en général entre 280 nm et 350 nm).
L’identification des produits formés se fait par recoupement des temps de rétention et des spectres
d’absorbance par rapport a ceux des molécules standards. Les résultats sont confirmés grice aux spectres
de fragmentations obtenus par LC-MS/MS. Lorsque les standards ne sont pas disponibles dans le
commerce, les fractions correspondantes aux produits formés sont collectées et les molécules sont

analysées par RMN du proton.
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6.4 Identification des produits formés par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS) est une technique de détection performante qui permet d’identifier les
molécules d’intéréts par comparaison des spectres de fragmentation avec une grande précision par
mesure des intensités associées a leurs masses. Les molécules chargées sont séparées suivant leur rapport
masse/charge (m/z).

Le systeme LC-MS/MS disponible au Laboratoire Commun d’Analyses de ’ENSAIA (Vandceuvre-les-
Nancy) est équipé d’une pompe binaire et d’un spectrométre de masse a trappe ionique (LTQ-MS,
Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). La séparation des molécules se réalise par chromatographie
liquide (Thermo Fischer Scientific, San Jose, CA, USA) avec une colonne C18 en phase inverse (C18
Alltima revrese phase column 150 x 2.1mm, Sum, Grace/Alltech, Darmstadt, Germany). La méthode de
séparation utilisée dure 36 minutes avec un débit de 0,2 ml/min et utilise les mémes mélanges de solvants
que ceux décrits précédemment. La méthode de séparation est la suivante : (100 : 0) a 0 min, (90 : 10) a
25 min, (100 : 0) 2 30 min, (90 : 10) a 36 min. 20 pul de I’échantillon a analyser sont injectés. L.’ ionisation
des molécules est réalisée par électronébulisation (ESI) en mode positif. Le champ électrique de
nébulisation est de 4,5 kV et la température du capillaire maintenue a 300 °C. Les débits du gaz coaxial,
du gaz auxiliaire et du gaz barriere sont paramétrés respectivement a 40, 10 et 10 (unité arbitraire.min’
1. Le voltage du capillaire de transfert, du split lens et du front lens sont respectivemet de 36 V, -44V
et -3,5V. L’identification des composés se fait grace a la réalisation d’un scan complet entre 50 et 1000
m/z et d’une recherche spécifique de la masse du substrat et de ses produits attendus. L’analyse des

données est réalisée a I’aide du logiciel Xcalibur (version 2.1).

6.5 Dosage de furanocoumarines par LC-MS/MS
Le dosage des furanocoumarines dans les extraits de panais est réalisé par rapport a un étalon interne
(pimpinelline) lors des expériences d’élicitation. L’absence de pimpinelline dans les extraits réalisés a
partir de feuilles, de tiges et de racines de panais a été vérifiée au préalable et a permis d’utiliser cette
molécule comme étalon interne dans les expériences d’élicitation.
7  Traitement statistique des données
Le test de Kruskal-Wallis, test non paramétrique, a été utilisé avec une p-value < 0,05 afin de rejeter

I’hypothése d’égalité entre le groupe de plantes témoins et les groupes de plantes traitées avec différents

éliciteurs grace au logiciel R 3.0.0 (R core team 2013).
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CHAPITRE 1 : CONSTRUCTION ET ANALYSE DE 3 BANQUES
TRANSCRIPTOMIQUES DE PLANTES PRODUCTRICES DE
FURANOCOUMARINES EN VUE D’IDENTIFIER DE NOUVEAUX GENES
CANDIDATS IMPLIQUES DANS LA SYNTHESE DE FURANOCOUMARINES

1 Exploitation de trois banques normalisées d’ADNc de plantes produisant des

furanocoumarines

1.1 Recherche de genes candidats

Des avancées ont récemment été réalisées sur le déterminisme moléculaire de la voie de biosynthese des
furanocoumarines. Des génes codants pour une méthyltransférase et pour une prényltransférase ont été
identifiés chez les Apiacées et une enzyme codant pour une dioxygénase a été isolée chez les Rutacées.
Parmi les différentes enzymes supposées intervenir dans la voie de biosynthese, seul 2 génes de P450s
ont été caractérisés. Le premier code pour une enzyme qui catalyse la syntheése de psoralene (CYP71AJ1,
AJ2, AJ3) et le second pour une enzyme intervenant dans la synthése de 1’angélicine (CYP71AJ4).
Malgré ces percées, une part importante de cette voie de biosynthése reste a I’heure actuelle encore
inconnue dans la mesure ol la majorité de ces étapes enzymatiques est catalysée par des enzymes de la
famille des cytochromes P450s (Hamerski and Matern, 1988a; Hamerski and Matern, 1988b; Hamerski
et al., 1990; Matern et al., 1988). Dans ce premier chapitre, je détaillerai les approches mises en ceuvre
pour identifier d’autres génes codant pour des enzymes intervenant dans cette voie de biosynthése, en
particulier les enzymes de la famille des P450s et ce chez différentes plantes : P. sativa, R. graveolens

et C. cinereum.

1.1.1 Approche bibliographique

Les cytochromes P450 représentent I'une des familles enzymatiques les plus diversifiées chez les
végétaux supérieurs. Il existe des exemples de voies de biosynthese qui impliquent une seule famille de
P450s. Ainsi, des études effectuées chez le mais ont montré que la totalité des enzymes de type P450
intervenant dans la voie de biosyntheése du DIMBOA appartiennent tous a la méme sous-famille de
CYP7IC (Frey et al., 1997; Glawischnig et al., 1999). Si ce genre de duplications géniques suivies de
mutations et néo-fonctionnalisation a été observé dans certains cas, dans d’autres cas, une voie de

biosynthése peut faire intervenir plusieurs P450s différents. C’est le cas, par exemple, de la voie de
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biosyntheése de la dhurrine chez le sorgho ou de la voie de biosyntheése des momilactones chez le riz
(Bak et al., 2000; Okada et al., 2009; Shimura et al., 2007). Les résultats obtenus au laboratoire en 2007
et en 2009 ont permis de montrer que la sous-famille CYP71AJ est impliquée dans la synthese des
furanocoumarines puisque 2 enzymes de cette méme sous-famille catalysent 2 réactions différentes. La
premiere hypothese que nous avons donc émise est que, a I’image de la synthése du DIMBOA, d’autres
genes de cette méme sous-famille jouent un role dans la syntheése de ces molécules. La seconde
hypothese serait que des P450s de familles différentes sont impliqués dans la synthese de ces molécules.
La diversité des cytochromes P450 est telle que d’autres familles peuvent également étre envisagées
comme étant impliquées dans la synthése des furanocoumarines. Des expériences menées sur
Catharanthus roseus ont mis en évidence que CYP72A1 était capable de réaliser une réaction de
décyclisation de la loganine en sécologanine (Irmler et al., 2000). Cette réaction est une réaction inverse
de celle de la marmésine synthase (Figure 35-B et C, p. 127). Bien que cette réaction s’effectue sur la
loganine qui est une molécule glycosylée, la sous-famille CYP72A pourrait potentiellement étre

impliquée dans la syntheése des furanocoumarines.

1.1.2 Approche expérimentale

La seconde hypothese émise ci-dessus est renforcée par des données expérimentales préliminaires
obtenues en 2007 dans le cadre de travaux réalisés en collaboration avec 1’équipe du Pr. Matern de
I’université de Marburg en Allemagne. Ces travaux réalisés sur des cultures cellulaires d’A. majus ont
montré que 1’ajout d’extraits de Phytophtora megasperma (Pmg) dans le milieu de culture entrainait
aprés 3 a 5 h une accumulation de coumarines et de furanocoumarines (Hamerski et al., 1990). Pour
identifier les genes spécifiquement impliqués dans la syntheése des furanocoumarines, les ARN totaux
exprimés dans les cellules d’4. majus traitées ou non avec des extraits de champignons ont été extraits
et les ARNm convertis en ADNc par une étape de transcription inverse. Les séquences nucléotidiques
correspondant a des cytochromes P450 ont été amplifiées spécifiquement a I’aide d’amorces dégénérées
qui ciblent les régions peptidiques consensus PERF et PFG conservés chez la plupart des P450s végétaux
(Akashi et al., 1997; Schopfer and Ebel, 1998). Les mélanges de produits de PCR ont ensuite été
analysés et les profils électrophorétiques comparés. Cette stratégie a permis d’identifier huit P450s
différents présents majoritairement dans les cellules élicitées. L’obtention des séquences complétes de
ces fragments a été ensuite réalisée par des techniques de 5’ et/ou 3’ RACE-PCR. Certains de ces génes
ont été caractérisés fonctionnellement et notamment CYP71AJ1 (psoralene synthase), CYP73A41
(C4H) et CYP98A21 (C3’H). Les cinq autres séquences isolées correspondent a CYP71D97,
CYP71D98, CYP71AZ1, CYP76B8 et CYP82HI1. La famille des CYP71 est la plus grande famille de

P450s chez les plantes et présente un panel de fonctions extrémement large. En dehors de ces travaux
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réalisés par les collegues de Marburg, il semble tres probable que la famille de génes impliqués dans la
synthese des furanocoumarines appartienne au clade 71. Au sein de ce clade, les CYP71 proprement dit
présentent une tres grande plasticité et sont impliqués dans un grand nombre de réactions différentes
(Mizutani and Ohta, 2010). Il est vraisemblable que 1’apparition de la voie de biosyntheése des
furanocoumarines soit passée par un recrutement de certaines enzymes impliquées dans d’autres voies
de biosynthese. En plus de CYP71AJ1-4, des travaux effectués chez Mentha pulegium ont permis de
mettre en évidence la menthofurane synthase qui catalyse la réaction de cyclisation du pulégone en
menthofurane (Bertea et al., 2001). Cette réaction est catalysée par un P450 appartenant a la sous-famille
des CYP71A, et le mécanisme réactionnel mis en jeu présente une certaine analogie avec celui catalysé
par la marmesine synthase (Figure 35-A et B, p. 127). De ce fait, CYP71D et CYP71AZ, isolé par
I’équipe de Marburg, ont été identifi€és comme étant des cibles privilégiées pour notre recherche

d’enzymes impliquées dans la synthése des furanocoumarines.

Les autres familles pointés par les travaux de 1’équipe allemande, CYP76 et CYP82 et plus
particulierement les sous-familles CYP76B et CYP82H sont également potentiellement impliquées dans
la voie de biosynthese des furanocoumarines. Des travaux réalisés sur CYP82C2 et 4 isolés a partir d’A.
thaliana montrent que ces enzymes sont capables de réaliser I’hydroxylation de la xanthotoxine (Kruse
et al., 2008) et ce, bien que cette plante ne produise pas ce type de molécules. Ces résultats appuient

I’hypothese d’une implication de la famille CYPS82 dans la synthése des furanocoumarines.
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Figure 35 : Comparaison des mécanismes réactionnels impliqués dans la synthése du menthofurane (A),
de la marmésine (B) et de la sécologanine (C).
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1.1.3 Approche bioinformatique

Envisager des pistes de recherche et cibler des familles de P450s est essentiel pour trouver de nouveaux
candidats impliqués dans la synthése des furanocoumarines. La mise en ceuvre de la recherche de ces
genes s’est avérée plus complexe devant I’absence de données informatiques concernant la plupart des
plantes produisant des furanocoumarines. Il n’existe actuellement dans les bases de données publiques,
comme GenBank que 137 séquences pour R. graveolens, 46 séquences pour P. sativa et seulement 17
pour C. cinereum (dont 2 pour P. cinerea) et parmi ces séquences treés peu sont relatives a des
cytochromes P450. Pour pouvoir avancer dans ce projet il a donc été nécessaire, dans un premier temps,
de générer de nouvelles banques de données. Le développement de nouvelles techniques de séquencage
a haut débit a permis de lever ce verrou. Pour construire de telles banques de données, la premiere étape
a consisté a préparer le matériel génétique qui sera séquencé. Nous avons choisi de faire séquencer les
ARN totaux de plantes productrices de furanocoumarines. Nous nous sommes restreints a 3 plantes
modeles particulieres. R. graveolens correspond a la plante « historique » du laboratoire. En effet, le
LAE dispose d’une expertise tres large sur la culture de cette plante aussi bien in vitro qu’en terre. Par
ailleurs des travaux réalisés par le passé ont mené a la mise au point d’un systéme permettant de la
transformer génétiquement (Lievre ef al., 2005). Cet outil s’est d’ores et déja avéré étre tres utile pour
I’étude in planta de la fonction de certains genes. La seconde plante qui a été utilisée est P. sativa. Cette
plante a fait I’objet d’études au laboratoire puisque c’est elle qui a permis d’isoler et d’identifier les
enzymes impliquées dans la syntheése du psoraléne et de I’angélicine. Cette plante a la particularité de
produire a la fois les furanocoumarines linéaires et angulaires, contrairement a R. graveolens qui ne
produit que des formes linéaires. Nous avons choisi de travailler sur une troisieme famille de plantes :
les Fabacées produisant également les 2 formes linéaires et angulaires. Parmi cette famille de plante,
nous avons choisi de nous focaliser sur C. cinereum. A I’heure actuelle nous n’avons pas encore entamé

d’étude sur la derniére famille de plantes produisant des furanocoumarines, a savoir les Moracées.

Pour réaliser la construction des banques de données, la premicre étape consiste a extraire des ARNs
totaux de bonne qualité et en quantité suffisante. Dans le cas de ces plantes cette extraction s’est avérée
relativement facile a faire puisqu’aucune adaptation particuliere des kits commerciaux n’a été
nécessaire. Les ARNs totaux ont donc été extraits comme décrit dans le matériel et méthode sur de
jeunes plantules. Une analyse préliminaire a cependant été menée pour s’assurer de la présence de
furanocoumarines. Afin d’en augmenter la concentration et donc a priori également la concentration
d’ARNm qui sont a I’origine de leur synthése, nous avons au préalable stimulé ce métabolisme. Les
approches utilisées sont 1égerement différentes en fonction des plantes : méthyljasmonate (MeJa) pour

le panais, UV pour la rue et pulvérisation de CuSOs pour C. cinereum. Le traitement au MeJa a été
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réalisé par pulvérisation d’une solution a 100 uM préparée dans de 1’eau sur des plantules de 8 semaines.
Apres 48 h, les feuilles ont été récoltées et congelées. Des plantules de rue ont été exposées pendant 24
h a un rayonnement UV comme cela a été décrit dans la theése de Romain Larbat. Enfin, le traitement au
CuSO; a été effectué en suivant le protocole élaboré par Bourgaud et ses collaborateurs (Bourgaud et
al., 1992). Les feuilles ont été pulvérisées avec une solution a 10 mM et récoltées apres 72 h. Dans les
3 cas, les ARNs ont été extraits en utilisant un kit RNAeasy commercialisé par Qiagen. L’ADN
génomique a été éliminé en suivant les recommandations du fournisseur par une étape de digestion sur
colonne impliquant de la DNAse I. L’extraction d’ARNs de plantules présentant un métabolisme

secondaire actif est souvent un défi. Afin de vérifier que I’ARN produit est de bonne qualité, une analyse

sur gel d’agarose a été effectuée (Figure 36, p. 129).
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Figure 36 : Analyse sur gel d'agarose a 1 % des ARN totaux extraits de R. graveolens. Puits 1 et 10 :
marqueur de taille SM00403. Puits 2 -9 : ARN totaux de R. graveolens.

Le travail de séquencage sur les ARNSs extraits (29 pug chez P. sativa ; 67,4 ug chez R. graveolens et
113,4 ug chez C. cinereum) a été réalisé par un prestataire de service, Operon MWG Biotech. Pour
chaque plantule, le cahier des charges prévoyait de générer entre 400 000 et 500 000 séquences d’une
longueur moyenne de 350 a 450 paires de bases avec la technologie GS FLX Titanium de type 454
(Roche). L’ensemble des séquences générées par le prestataire de service ont été rassemblées dans un
fichier global. Il existe peu de génes de petite taille ne faisant que 350 a 450 paires de bases. Par exemple,
les séquences codant pour un cytochrome P450 sont généralement de 1’ordre de 1500 paires de bases.
Pour faciliter ’analyse de la banque de données et disposer de s€quences complétes de génes candidats,
un assemblage a été effectué par le prestataire de service. Ce travail de « contigage » a consisté a faire
une recherche dans la banque de données pour retrouver les régions chevauchantes entre les différentes
séquences brutes et ainsi reconstruire certaines séquences codantes. Ce travail a restreint le nombre de
séquences a analyser puisque la majorité des séquences brutes ont pu étre assemblées dans un fichier

nommé « All contigs » (Tableau 8, p. 130). Un niveau supérieur d’assemblage en « Large contigs » a
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également été réalisé et réduit encore le nombre de séquences a analyser (Tableau 8, p. 130). Les

séquences qui n’ont pu étre assemblées en contigs sont appelées singletons (Tableau 8, p. 130).

P. sativa R. graveolens C. cinereum
‘Séquencesbrutes 703719 688686 664422
Longueur moyenne (en nt) 311 346 437
Séquences assemblées 489 108 581921 560 523
All contigs 78 117 62212 50175
Large contigs 3047 7 486 12 423
Singletons 195 997 80 583 98 033

Tableau 8 : Bilan du séquencage et de 1'assemblage des trois banques d'’ADNc.

Il est également nécessaire de préciser ici un dernier point concernant la construction de cette banque.
Par définition, le métabolisme secondaire correspond a des molécules présentes en faibles
concentrations chez les plantes. Cette faible concentration est souvent accompagnée d’une faible
représentation des ARNs messagers codant les enzymes qui en catalysent la synthése en comparaison
avec des ARNs codant des protéines comme 1’actine, la tubuline ou autre. Afin de pallier ce probléme
nous avons demandé a ce que les banques générées soient normalisées. Ceci présente 1’avantage d’avoir
une représentation plus ou moins équivalente de tous les messagers. Cependant, I’inconvénient est que
par ce biais, il n’est plus possible de faire une analyse quantitative du transcriptome. Bien qu’une analyse
stricte de I’aspect quantitatif ne puisse €tre faite, nous verrons qu’il est tout de méme possible de faire
une légere distinction entre des génes qui sont fortement exprimés et des genes qui sont exprimés de
maniere tres faible. Cette différence va €tre visualisable par le nombre de séquences codantes complétes
pour lesquelles on dispose au minimum d’une séquence allant de I’ ATG initiateur au codon stop. Dans
certains cas, on disposera également des séquences non codantes 5’ et 3’ terminales. Par contre, dans
d’autres cas, lorsque le messager est faiblement présent, on n’aura acceés qu’a une partie de la séquence

codante. Leur analyse sera alors plus compliquée a réaliser de maniere fiable.

Afin d’identifier les différentes séquences codantes dans cette banque de données, nous en avons réalisé
une analyse globale sans a priori de sorte a identifier les différents génes et familles de genes présents.
Cette analyse a été faite grace a la suite logicielle Blast2GO accessible en ligne. Les analyses faites par
ce biais consistent a comparer chacune des séquences inclues dans la banque a I’ensemble des séquences
disponibles dans les bases de données publiques. Cette premiere étape fait appel a un algorithme qui se

nomme Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Il va permettre de rechercher les séquences
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présentant le taux d’homologie le plus proche dans 1’ensemble des séquences déja décrites. Cette suite
logicielle va également permettre d’identifier un certain nombre d’enzymes a partir des termes

d’InterPro (IPR) et des annotations des champs de Gene Ontology (GO).

1.1.3.1 Recherche globale : utilisation de la suite logicielle blast2GO

Afin de restreindre le nombre de séquences a analyser, nous avons choisi de travailler sur le fichier All
contigs. En effet, ce fichier réduit d’un facteur 10 le nombre de séquences par rapport au nombre de
séquences brutes et reste représentatif des génes exprimés au moment de 1’extraction d’ARN totaux
(Tableau 8, p. 130). L’ensemble des séquences assemblées en All contigs a été confronté aux banques
de données publiques disponibles. Le nombre d’informations générées étant relativement important et
nécessitant un temps de travail considérable, nous avons fragmenté les fichiers All contigs des
différentes banques en sous parties de 2000 séquences. Ces batchs de 2000 séquences ont étés soumis a

’analyse en suivant le protocole ci-dessous.

Dans un premier temps, 1’ensemble des séquences a été comparé a la base de données NCBInr (nr : non-
redundant) en utilisant 1’algorithme blastx afin d’y rechercher des séquences homologues. Pour éviter
de constituer des fichiers trop volumineux et accélérer le temps d’analyse, nous avons restreint les
résultats aux 5 meilleurs alignements. Les données obtenues ont, dans un second temps été utilisées pour
effectuer un GO-mapping. Cette étape consiste a associer des descriptions de geénes (Gene Ontology)
aux séquences homologues. Ces descriptions sont classées en trois catégories : fonction moléculaire,
processus biologique et compartiment cellulaire. Enfin, une étape d’annotation est réalisée dans un
troisieme temps et permet d’assigner des annotations de motifs InterPro (IPR), Enzyme Code (EC) ou
encore KEGG Maps aux différentes séquences.

Une analyse globale des données générées indique que les 3 banques construites sont comparables en
termes de qualité méme si les séquences contenues dans la banque d’ADNc de panais ont regu
sensiblement moins d’annotations GO. Dans tous les cas, on constate qu’il y a, en moyenne entre 2 et 8

annotations GO par séquences analysées (Figure 37, p. 132).
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Figure 37 : Analyse GO de la banque d’ADNCc de P. sativa (A), R. graveolens (B) et C. cinereum (C).

La plupart des séquences ont entre 2 et 8 annotations GO (P = processus biologique, F = fonction
moléculaire, C= compartiment cellulaire).
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Une analyse plus détaillée des fonctions moléculaires indique que de nombreuses similitudes sont
observées chez le panais et la rue essentiellement avec des genes potentiels identifiés dans le génome
de la vigne, du peuplier, du soja et du ricin. Chez C. cinereum, cette analyse montre de fortes similitudes
avec des genes identifiés chez le soja, la luzerne tronquée, la vigne et le pois chiche. Les potentielles
fonctions moléculaires identifiées sont tres similaires entre les différentes banques (Figure 38, p. 134).
Parmi ces différentes fonctions identifiées, un peu moins de la moitié des séquences assemblées est
associé a des activités catalytiques (Figure 38, p. 134). Certaines fonctions ont été uniquement
identifiées chez la rue et C. cinereum. 1l s’agit des fonctions ‘antioxydant activity’, ‘protein binding
transcription factor activity’, ‘nutrient reservoir activity’ et ‘metallochaperone activity’ (Figure 38, p.
134). Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que la qualité de la banque de panais est inférieure a
celle des deux autres banques. De la méme maniere, les processus biologiques dans lesquels sont
impliqués les différents génes des banques sont tres similaires entre les trois plantes (Figure 39, p. 135).
Un peu moins de la moitié¢ des séquences assemblées en All contigs est identifié comme intervenant
dans des processus métaboliques (Figure 39, p. 135). Certains processus ne sont représentés que chez
C. cinereum (Figure 39, p. 135). Il s’agit des processus ‘locomotion’, ‘growth’ et ‘immune system
process’. La proportion de génes impliqués dans des processus biologiques incluant un seul organisme
(‘single organism process’, GO:0044699) est moins importante chez le panais que chez la rue et C.
cinereum (Figure 39, p. 135). Dans la suite de ce travail, notre attention va se focaliser sur les catégories
de séquences associées a des activités catalytiques et impliquées dans des processus métaboliques qui

renferment les séquences codant pour les enzymes de la famille des cytochromes P450.
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Figure 38 : Analyse des fonctions moléculaires associées aux différents contigs de P. sativa (A), R.
graveolens (B) et C. cinereum (C).
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Figure 39 : Analyse des processus biologiques associés aux différents contigs de P. sativa (A), R.
graveolens (B) et C. cinereum (C).

135



Résultats — Chapitre 1 : Construction et analyse de 3 banques transcriptomiques

1.1.3.2 Identification des séquences nucléotidiques codant pour des cytochromes
P450

L’identification des séquences codant pour des cytochromes P450 dans les trois banques d’ADNCc est
réalisée a partir des termes d’InterPro (IPR) et des annotations des champs de Gene Ontology (GO).
Cette extraction réalisée a permis de mettre en évidence un total de 336 contigs chez P. sativa, 279 chez
R. graveolens et 221 chez C. cinereum présentant des homologies de séquence avec cette famille
multienzymatique. Ces séquences présentent un minimum d’identité de 44,4 - 50,2 %, un maximum
d’identité de 97,6 - 98,4 % et une moyenne de 79,8 - 82,9 % d’identité avec la séquence la plus proche
contenue dans la banque publique NCBI nr (Tableau 9, p. 137). Parmi toutes les séquences codant pour
des P450s, la majorité est identifiée avec un score tres élevé (E < 1073) dans les trois banques (Tableau
9, p. 137). C’est chez P. sativa que I’on retrouve le plus de séquences identifiées codant pour des P450s
avec un score moyen (103 < E < 1071 ce qui représente 27 % du total des séquences, contre seulement
19 % et 11 % respectivement chez R. graveolens et C. cinereum (Tableau 9, p. 137). Cette premiere
analyse démontre bien I’'importance de cette famille d’enzymes dans le métabolisme des végétaux
supérieurs, et ce visiblement, quelle que soit 1’espéce étudi¢e. Enfin, dans ces trois banques d’ADNc,
tres peu de séquences sont identifiées avec un score faible (E < 10 (Tableau 9, p. 137). La taille
moyenne de ces séquences est de 619 nucléotides (nt) chez P. sativa, 760 nt chez R. graveolens et 1042
nt chez C. cinereum (Tableau 9, p. 137). Chez le panais et la rue, les séquences les plus courtes ne
mesurent que 155 et 165 nt alors que la séquence la plus courte chez C. cinereum est de 383 nt. De plus,
la longueur moyenne des contigs identifiés est de 619 nt chez le panais, de 760 nt chez la rue et de 1042
nt chez C. cinereum (Tableau 9, p. 137). Ces résultats indiquent que la qualité de la banque de C.
cinereum est supérieure a celle de R. graveolens qui est elle-méme de meilleure qualité que celle de P.
sativa. Les quantités d’ARN fournies au prestataire de service ne sont pas identiques pour les trois
banques. Il semble que la qualité des banques soit liée a la quantité d’ARN fournie, mais étant donné
que ces banques ont été réalisées a des temps diffrents, il est également possible que ces résultats soient
dus a I’amélioration de la technologie. La fréquence de ces séquences de petites tailles reflete
I’abondance de chaque enzyme dans les tissus analysés. En effet, plus un ARN messager est représenté
dans la banque et plus de séquences correspondantes sont disponibles ce qui impacte directement 1’étape
d’assemblage. Les séquences les plus longues assemblées codants pour des P450s mesurent entre 1999

nt et 2222 nt et devraient contenir la totalité de la séquence codante (Tableau 9, p. 137).
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P. sativa R. graveolens C. cinereum
Pourcentage Maximum 98,4 97,6 97,8
d’identité Minimum 444 46,2 50,2
(%) Moyenne 79,8 80,1 82,9
E<10% 223 216 192
E-value 10¥ <E< 10710 91 55 25
E<10? 17 7 2
Maximum 2069 1999 2222
Longueur
Minimum 155 165 383
(en nt)
Moyenne 619 760 1042

Tableau 9 : Caractéristiques des séquences identifiées a partir des trois banques d’ADNc codant pour
des P450s.

Parmi toutes les séquences identifiées comme codant pour des P450s, la majorité d’entre elles ont pu
obtenir des annotations de définition fonctionnelle avec Gene Ontology (GO) ce qui signifie que ces
genes sont associés a des propriétés comparables pour des geénes identifiés chez d’autres especes
(végétales dans notre cas). Seules 5 séquences chez le panais, 1 chez la rue et 2 chez C. cinereum n’ont
pas recu d’annotation GO. Cette analyse permet d’avoir une image plus ou moins fidéle du nombre et
des différentes fonctions associées aux P450s présents dans les différentes banques. En effet, il est
nécessaire de préciser que les séquences courtes disponibles dans les banques peuvent provenir de
différentes zones de la séquence codante (extrémités 5°/3° ou région centrale) impliquant de fait que
certaines de ces séquences distinctes peuvent appartenir au méme P450. Cette analyse permet donc de
relativiser le nombre de P450s présent dans chacune des 3 banques. Ainsi, au total, 174 champs GO
différents sont identifiés et ¢’est chez P. sativa qu’on en retrouve le plus avec 96 annotations différentes
(Annexe 3, p. 290-293), alors que 336 contigs avaient été identifiés chez cette plante. Chez C. cinereum,
75 différentes annotations (contre 221 séquences correspondant a des P450s identifiées) sont utilisées

alors qu’il y en a seulement 68 chez la rue (contre 229 séquences identifiées) (Annexe 3, p. 290-293).

Dans certains cas, cette approche a permis d’obtenir des annotations trés précises concernant la fonction
de la protéine correspondante (par exemple : cinnamate 4-hydroxylase) et a permis de classer un certain
nombre de séquences dans une sous-famille de P450s (Annexe 3, p. 290-293). Cette analyse reste
néanmoins trés partielle et relativement peu informative puisqu’une bonne partie de ces séquences a
obtenu des annotations tres généralistes de type ‘cytochrome’, ‘cytochrome p450°, ‘cytochrome p450

like tbp’, ‘cytochrome p450 like protein’, ‘cytochrome p450 monooxygenase’, ‘cytochrome p450 a’,
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ou encore ‘cytochrome p450 chloroplastic’ (Annexe 3, p. 290-293). Une analyse comparative des
différentes banques permet néanmoins de constater que certaines annotations GO sont présentes pour
les P450s présents dans les 3 banques tandis que d’autres ne sont mises en évidence que chez une ou
deux plantes. A titre d’exemples, I’annotation ‘cytochrome p450 82c4’ est utilisée dans les trois
banques, alors que 1’annotation ‘aba 8-oxidase’ n’est utilisée que chez P. sativa. Cette information est
importante dans la mesure ou la synthése des furanocoumarines n’a été décrite que chez 4 familles de
plantes supérieures phylogénétiquement trés distinctes. Il est donc fortement possible que 1’apparition
de ces mémes molécules soit le résultat d’une évolution convergente faisant intervenir des enzymes
différentes. La mise en évidence de P450s présentant des ontologies différentes permet donc d’identifier

des pistes de recherche pour étudier de nouveaux genes candidats.

La majorité des séquences identifiées comme correspondant a des P450s se sont vues assignées une ou
plusieurs annotations de domaines fonctionnels avec les termes InterPro (IPR). L’algorithme
InterProScan recherche dans un jeu de séquences des signatures protéiques en les comparant a plusieurs
bases de données de motifs ou de domaines protéiques telles que PROSITE, PRINTS, Pfam, ou encore
TIGRFAMs. L’analyse de ces domaines conservés qui peuvent correspondre a des domaines
fonctionnels ou a des sites actifs peut permettre d’extrapoler la fonction potentielle des protéines. Dans
les trois banques d’ADNc, la majorité de ces séquences est identifiée comme ‘cytochrome P450°
(Tableau 10, p. 139) et certains de ces contigs sont reconnus grace a des domaines conservés
(IPRO17972) (Tableau 10, p. 139). Cette approche a permis de mettre en évidence que les P450s
identifiés dans les trois banques appartiennent principalement a la classe E qui regroupe les P450s ayant
un seul partenaire redox et qui est le groupe le plus riche (Tableau 10, p. 139). Une majeure partie classée
dans le groupe I qui regroupe CYP1, 2, 17, 21 et 71 (Tableau 10, p. 139). Une minorité est classée dans
le groupe IV qui inclut CYP7, 8 et 51 (Tableau 10, p. 139). Quelques rares membres sont identifiés
comme appartenant au groupe II qui regroupe les familles CYP3, 4, 5, 6, 52, 53, 56, 102 et 110 (Tableau
10, p. 139). Seules 2 séquences chez P. sativa et C. cinereum appartiennent a la classe B qui contient
des P450s ayant deux partenaires redox, contre 5 chez la rue (Tableau 10, p. 139) et correspondraient a
des P450s mitochondriaux. Enfin, 36 séquences chez le panais, 50 séquences chez la rue et 41 séquences
chez C. cinereum n’ont pas obtenu de terme IPR ce qui est vraisemblablement 1ié au fait que ces
séquences sont partielles et ne renferment pas certaines des séquences signatures conservées. De plus,
certaines séquences des banques de panais et de rue sont annotées ‘allene oxide synthase’ ou
‘cytochrome p450 allene oxide synthase’, or ces P450s ne nécessitent pas de partenaire redox, car les
électrons sont directement apportés par le substrat ce qui peut également expliquer que ces séquences

n’ont pas obtenu de terme IPR.
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Dési . sati . graveolens C. cinereum
IPR001128  Cytochrome P450 260 203 163
IPR002397  Cytochrome P450, B-class 2 5 2
IPR002401 Cytochrome P450, E-class 117 116 08
group |
IPR002402 Cytochrome P450, E-class ) 3 4
group II
IPR002403 Cytochrome P450, E-class 14 12 11
group IV
IPRO17972 gif;ochrome P450, conserved 12 74 75

Tableau 10 : Annotations des termes IPR obtenus pour les cytochromes P450 identifiés a partir des trois
banques d’ADNc.

Comme cela a été déja discuté précédemment, une analyse plus fine de chacune de ces séquences montre
que parmi toutes les séquences protéiques correspondant a des P450s, peu d’entre elles sont prédites
completes, c’est-a-dire qu’elles vont du codon initiateur ATG au codon stop qui délimitent le cadre de
lecture ouvert (ORF pour Open Reading Frame). Sept séquences sont identifiées chez P. sativa (Annexe

4, p. 296), 26 chez R. graveolens (Annexe 5, p. 297) et 50 chez C. cinereum (Annexe 6, p. 298-297).

Le séquengage avec la technologie 454 est reconnu comme générant un certain nombre d’erreur (1 a 2
%) (Schroder et al., 2009). Dans notre cas, la traduction de ces séquences nucléotidiques dans les six
cadres de lecture montre que parmi les séquences prédites complétes, la majorité d’entre elles ne
possedent pas de changement de cadre de lecture indiquant par-1a que les erreurs liées a 1’approche de
séquencage sont a priori tolérables et renforcent la solidité des assemblages effectués. En effet, le
« contigage » se base sur une complémentarité des séquences qui se chevauchent. Dans certains cas, une
tolérance de quelques nucléotides différents est acceptée. Dans la mesure ot des P450s de la méme
famille ont des séquences tres proches, cet assemblage peut mener a des constructions in silico de génes
chimeres. Cet aspect doit étre pris en compte lorsqu’est venu le moment de cloner une séquence codante.
En effet, étant donné que le prestataire de service n’a pas fourni de précisions sur la réalisation de
I’assemblage, il est possible que certains génes ne puissent étre amplifiés car ils ne sont que le résultat
d’un assemblage erroné de deux (ou plus) morceaux de génes appartenant a des enzymes différentes.
Dans le cas de séquences présentant des changements de cadre de lecture, I’amplification des fragments
d’ADN suivi d’un séquengage par la technique classique de Sanger permettra de déterminer si ces
séquences correspondent a un pseudogene ou si, comme évoqué ci-dessus, ils proviennent d’erreur de
séquencage lors de la construction de la banque. Six séquences peptidiques completes sont identifiées

chez le panais (Annexe 7, p. 300), 18 chez la rue (Annexe 8, p. 301-301) et 31 chez C. cinereum (Annexe
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9, p- 304-306). A noter que certaines de ces séquences possedent plusieurs méthionines (indiquées en

rouge, Annexe 7, Annexe 8 et Annexe 9, p. 300-306) en début de séquence.

Le résultat de cette premiére analyse nous amene donc a constater que le nombre de séquences
completes directement exploitable est relativement faible. En effet, seuls pour ces quelques cas il est
possible de générer des amorces et d’amplifier les s€quences codantes en utilisant une approche de PCR
simple sur des ADNc produits a partir des différentes plantes. Pour les autres cas, il sera nécessaire de
réaliser des expérimentations complémentaires pour compléter les séquences codantes (approches par
5> ou 3° RACE-PCR, TAIL PCR). Les banques construites ne sont donc pas optimales et auraient

nécessité une couverture plus importante pour avoir une meilleure qualité.

1.1.3.3 Classification des séquences codant pour des P450s

La seconde étape de ce travail va maintenant consister a réaliser un tri au sein de toutes les séquences
correspondant a des P450s de sorte a identifier lesquelles codent pour des enzymes appartenant aux
familles ciblées. Pour réaliser ce travail, ’ensemble des séquences nucléotidiques identifiées codant
pour des cytochromes P450 dans les trois banques a été comparé a une banque de données fournie par
le Dr. David Nelson. Cette banque de données confidentielle correspond a un fichier informatique
contenant 476 séquences peptidiques de P450s appartenant a des sous-familles différentes. Cette analyse
est plus précise et plus rapide qu’une analyse générale sur une banque de données publiques dans la
mesure ou 1) elle est restreinte a des séquences correspondant a des P450s et 2) elle renferme un
représentant de toutes les familles de P450s (y compris des séquences qui ne sont actuellement pas
encore rendues disponibles pour la communauté scientifique). L’analyse réalisée grace a I’algorithme
blast x passe d’une part par la traduction de toutes les séquences codantes dans les 6 phases de lectures
possible et d’autre part par une comparaison avec les séquences de protéines disponibles. Les résultats
donnent une information relativement précise quant a 1’affiliation d’une enzyme a une famille voir une
sous-famille de P450s mais nécessitent dans tous les cas une validation finale par le comité international

de nomenclature des P450s.

La recherche par similarit¢é de séquences a permis d’assigner une sous-famille a la majorité des
séquences identifiées comme codant pour des P450s, seules 6 séquences chez le panais, 2 chez la rue et
4 chez C. cinereum n’ont pu étre identifiées plus précisément. Chez les trois plantes, les résultats
indiquent sans surprise que le clan le plus important est le clan 71 avec 217 membres identifiés chez le
panais, 157 chez la rue et 138 chez C. cinereum (Annexe 10, p. 309). Le clan 71 est représenté par 19

familles chez P. sativa et par 16 familles chez R. graveolens et C. cinereum (Annexe 10, p. 309). Chez
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les trois plantes, la famille la plus importante de ce clan est CYP71 avec 66 séquences chez P. sativa
(dont 18 appartenant 8 CYP71AJ, 10 a CYP71AZ et 4 a CYP71D), 55 séquences chez R. graveolens
(dont 3 appartenant a CYP71D) et 41 chez C. cinereum (dont 4 appartenant a CYP71D) (Annexe 10, p.
309). 11 semble qu’aucune des séquences candidates de la banque de rue et de C. cinereum
n’appartienne aux sous-familles CYP71AJ, CYP71AZ et CYP71A. Le clan 71 contient également
de nombreux membres des familles CYP73, 75, 76, 79, 81, 82, 83, 84, 89, 92 et 706 qui sont présentes
en proportions différentes dans les trois banques (Annexe 10, p. 309). Les autres familles qui composent
également le clan 71 sont les familles CYP77, 78, 80, 98, 701, 712 et 736 chez P. sativa, CYP98, 701,
703 et 712 chez R. graveolens et CYP 77, 78, 93 et 736 chez C. cinereum (Annexe 10, p. 309).

Chez les trois plantes, trois autres clans sont relativement bien représentés. Il s’agit des clans 72, 85 et
86 qui sont distribués de maniere différente entre les trois plantes (Annexe 11, p. 310). Chez R.
graveolens et C. cinereum, le clan 85 est le deuxieme le plus important suivi par le clan 72 et le clan 86,
alors que chez le panais le deuxieme clan le plus représenté est le 86, suivi du 72 et du 85 (Annexe 11,
p. 310). Trois autres clans moins bien représentés sont présents chez ces trois plantes, il s’agit des clans
51, 74 et 97 (Annexe 11, p. 310). Enfin certains clans sont spécifiques de la plante étudiée. A titre
d’exemples, le clan 710 n’est présent que chez le panais et C. cinereum, alors que le clan 711 est
spécifique du panais et le clan 85 n’est retrouvé que chez C. cinereum (Annexe 11, p. 310). Enfin,
d’autres familles qui n’appartiennent pas a un clan sont identifiées dans chacune des banques. Ces
familles sont a chaque fois uniquement représentées par un seul membre. Il s’agit des familles CYP741,
749 et 771 chez le panais, de la famille CYP749 chez R. graveolens et des familles CYP745, 746, 758
et 779 chez C. cinereum (Annexe 11, p. 310).

Ces analyses faites sur ’ensemble des fragments d’ADN assemblés des 3 banques sont néanmoins a
prendre avec précaution. En effet, I’attribution d’une sous-famille par similarité de séquences pour les
séquences prédites complétes ne pose pas de probléme, mais pour des séquences incompletes il est
possible que celles-ci soient classées dans une autre sous-famille que celle a laquelle elles appartiennent
en réalité. Ainsi, si on restreint cette analyse aux séquences complétes et ne possédant pas de
modification du cadre de lecture on apprend que (Annexe 12, p. 311-310) :
- Les six séquences complétes isolées chez le panais appartiennent au clan 71 (sous-familles
CYP71AlJ, 71AZ, 71D et CYP73A) et au clan 86 (CYP86A).
- Chez R. graveolens, les 18 séquences completes appartiennent a 4 clans différents : le clan 71
(sous-familles CYP71BE, 81Q, 82H, 83F, 92A, 701A et 706G), le clan 72 (CYP72A), le clan
90 (CYP90A) et le clan 96 (CYP96K).
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- Chez C. cinereum, les 31 séquences completes représentent 6 clans différents. Le clan 71 est
largement représenté avec les sous-familles CYP71AN, BE, BF, CYP73A, CYP75B, CYP76B,
Eet X, CYPSIE, CYP§2A, CYP83E, CYP89A, CYP92A, CYP93B et C, CYP706J. Le clan 85
est le deuxieme caractérisé par les sous-familles CYP85A, CYP88A et CYP716D. Le clan 86
est quant a lui représenté par des membres des sous-familles CYPS86A et CYP94A. Enfin, les
clans 51, 72, 74 et 07 ne sont représentés que par une seule séquence appartenant respectivement

a CYP51G, CYP72A, CYP74B et CYP97A.

Cette approche de recherche par similarité de séquences classe de nombreuses séquences dans des
familles voire des sous-familles différentes de celles obtenues avec la recherche des champs GO. Ces
observations ne sont pas surprenantes dans la mesure oli de nombreuses séquences disponibles dans la
banque de données privée de David Nelson n’ont pas encore été rendues publiques. A titre d’exemple,
chez le panais, I’annotation avec les termes GO plagait les contigs P_sat rep c588 et ¢729 dans la sous-
famille des CYP83B, alors que I’identification par similarité¢ de séquences les placent dans la sous-
famille des CYP71AZ (Annexe 12, p. 311-310). Ces deux séquences ont été soumises au Dr. Nelson
afin de les classer dans la nomenclature officielle et correspondent aujourd’hui respectivement a
CYP71AZA et CYP71AZ3. Dix autres séquences completes isolées chez la rue sont également classées
dans la nomenclature officielle : R_gra_c149 (CYP71BE20), c578 (CYP92A53), c643 (CYP71BE21),
c1542 (CYP72A279), cl1672 (CYP82D46), c1737 (CYP71AT56), c2181 (CYP71ATS7), ¢3135
(CYP92A52), c3823 (CYP72A278) et c7149 (CYP72A277).

Enfin plusieurs raisons peuvent expliquer que certaines séquences candidates n’ont pu étre classées avec
I’approche par similarité de séquences : ces séquences sont soit trop courtes, soit comportent des
séquences correspondant aux régions 5’ et 3’-UTR, soit contiennent un ou plusieurs changements de
cadre de lecture. L utilisation de la suite logicielle blast2GO n’a pas non plus permis d’obtenir plus
d’informations sur ces séquences vu qu’elles sont annotées avec les champs GO ‘cytochrome p450° ou

‘ cytochrome p450 like tbp’.

1.1.3.4 Identification des séquences codant pour des cytochromes P450 NADPH

réductase

Les cytochromes P450 sont des enzymes membranaires qui, chez les végétaux du moins, sont
étroitement associées a des NADPH cytochromes P450 réductases (CPR). Ces enzymes permettent le
transfert d’électrons vers les P450s et sont donc essentielles a leur bon fonctionnement. Les données

disponibles dans la littérature indiquent que, contrairement aux cytochromes P450, ces enzymes sont

142



Résultats — Chapitre 1 : Construction et analyse de 3 banques transcriptomiques

trés peu variables. Ainsi il est généralement admis que pour une plante donnée il n’y a qu’une poignée
de CPRs qui fonctionnent de maniére unilatérale avec I’ensemble des P450s présents ce qui sous-entend
que cette enzyme doit étre exprimée en grande quantité pour subvenir aux besoins de tous les P450s
présents dans une plante. L’interaction entre le P450 et la CPR est un élément essentiel au bon
fonctionnement des enzymes. Certains travaux démontrent que dans le cadre d’expression hétérologue,
les P450s peuvent étre plus actifs lorsqu’ils sont associés avec une CPR issue de son organisme
d’origine. Pour disposer d’un dispositif de caractérisation fonctionnelle optimisé associant un P450 et
une CPR d’une plante donnée, nous avons effectué une recherche de géne codant pour les CPRs au sein
des trois banques qui ont été générées au laboratoire. La recherche des termes IPR et des annotations
des champs GO correspondant a des CPRs a permis de mettre en évidence un total de 17 contigs chez

P. sativa, 13 chez R. graveolens et 9 chez C. cinereum.

P. sativa R. graveolens C. cinereum
Pourcentage Maximum 95,8 98,8 96,2
d’identité Minimum 72,8 81,4 57,6
(%) Moyenne 85,5 89,3 83,4
E<10% 13 10 9
E-value
10%¥ <E< 1010 4 3 0
Maximum 2701 2421 2548
Longueur
Minimum 327 442 569
(en nt)
Moyenne 654 886 1190

Tableau 11 : Caractéristiques des séquences identifiées a partir des trois banques d’ADNc¢ codant pour
des CPRs.

Annotations GO P.sativa R. graveolens C. cinereum
nadph cytochrome p450 reductase 15 5 3
cytochrome p450 reductase 1

nadph-ferrihemoprotein reductase 1 1

nadph-cytochrome p450 oxydoreductase 4

nadph--cytochrome p450 reductase-like 3 4
nadph:p450 redutase 1
nadph-dependent cytochrome p450 reductase 1

Tableau 12 : Annotations des champs de Gene Ontology obtenus pour les séquences correspondant a
des CPRs identifiées a partir des trois banques d’ADNc.
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Ces séquences présentent un minimum d’identité de 57,6 — 81,4 %, un maximum d’identité de 95,8 -
98,8 % et une moyenne de 83,4 — 89,3 % d’identité avec la séquence la plus proche contenue dans la
banque publique NCBI nr (Tableau 11, p. 143). Parmi toutes les séquences codant pour des CPRs, la
majorité voire la totalité d’entre elles sont identifiées avec un score tres €levé (E < 10%) démontrant
ainsi une conservation importante de ces protéines entre les différentes especes végétales (Tableau 11,
p. 143). Chez P. sativa et la rue, on retrouve quelques séquences identifiées avec un score moyen (10
< E < 109 (Tableau 11, p. 143). La taille moyenne de ces séquences est de 654 nucléotides (nt) chez
P. sativa, 886 nt chez R. graveolens et 1190 nt chez C. cinereum (Tableau 11, p. 143). Chez le panais et
la rue, les séquences les plus courtes ne mesurent que 327 et 442 nt alors que la séquence la plus courte
chez C. cinereum est de 569 nt (Tableau 11, p. 143). Les séquences les plus longues codants pour des
CPRs mesurent entre 2421 nt et 2701 nt et devraient contenir la totalité de la séquence codante, car la

longueur moyenne d’un géne codant pour une CPR est d’environ 2100 nt (Tableau 11, p. 143).

Toutes les séquences identifiées comme codant pour des CPRs ont obtenu des annotations de champs

de Gene Ontology. Au total, 7 champs GO différents sont identifiés dont 3 chez P. sativa, 4 chez la rue

et chez C. cinereum (Tableau 12, p. 143).

Terme IPR  Désignation terme IPR P. sativa R. graveolens  C. cinereum \

I[PR001094 flavodoxin 4 3 2

IPRO01433 Qx@oreductase FAD/NAD(P)- 3 4 ’
binding

IPRO01709 Flavoprotein pyridine nucleotide 3 4 3
cytochrome reductase

IPR0O03097 FAD-binding, type 1 6 3 4

IPR0O08254 Flavodoxin/nitric oxide synthase 4 5 2

IPRO17927 F.errt':doxm reductase—type FAD- > 1
binding domain

IPRO17938 Riboflavin synthase-like beta- 5 3 3
barrel
NADPH-cytochrome p450

IPR023173 reductase, FAD-binding, alpha- 2 3 2

helical domain-3
Tableau 13 : Annotations des termes IPR obtenus pour les séquences codant pour des CPRs identifiées
a partir des trois banques d’ADNCc.

La majorité des séquences identifiées comme correspondant a des CPRs se sont vues assignées un ou
des termes IPR (Tableau 13, p. 144). La recherche des termes IPRO01094 et IPR023173 a permis de

mettre en évidence un certain nombre de séquences (Tableau 13, p. 144). Par contre, aucune séquence
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n’est identifiée avec les termes [IPR023206 (‘Bifunctional cytochrome P450/NADPH--cytochrome P450
reductase’) ou IPR023208 (‘NADPH-cytochrome P450 reductase’) utilisés pour la recherche de
séquences codant pour des CPRs. Par contre, certaines de ces séquences ont également regu des termes
IPR qui n’avaient pas été utilisés pour la recherche de genes candidats (IPR001433, IPR001709,
IPR003097, IPR008254, IPR017938, IPRO17927) (Tableau 13, p. 144).

Parmi toutes les séquences identifiées comme des CPRs, une seule est prédite compléte dans chacune
des trois banques d’ADNc. Chez le panais, il s’agit du contig P_sat rep ¢249. Malheureusement, cette
séquence comporte un changement de cadre de lecture : le début de la séquence codante est dans le cadre
de lecture 3, puis au niveau des nucléotides en position 1125 a 1129 la lecture s’effectue dans le cadre
1. De plus, deux méthionines (indiquées en rouge dans I’Annexe 13, p. 313) en début de séquence
peuvent correspondre au codon initiateur, la longueur de la séquence protéique peut donc étre de 696 ou
709 aa. La séquence peptidique de 709 aa est représentée dans 1’Annexe 13 (p. 313). L’acide aminé en
position 316 au niveau du changement de cadre de lecture est indiqué en vert dans I’ Annexe 13 (p. 313)
et correspond soit a une phénylalanine (F, cadre de lecture 3) soit a une leucine (L, cadre de lecture 1).
Cette séquence de 709 aa présente respectivement 60,8 % et 72,1 % d’identité avec les séquences des
CPRs ATRI1 et ATR2 d’A. thaliana. Néanmoins, il reste nécessaire de confirmer par des approches

expérimentales la nature exacte de cette séquence codante.

Chez larue, il s’agit du contig R_gra_c3549 composé de 2421 nt. Deux méthionines (indiquées en rouge
dans I’Annexe 13, p. 313) sont présentes en début de séquence et peuvent correspondre au codon
intiateur. La séquence protéique peut donc étre de 703 ou de 713 acides aminés. La séquence peptidique
de 713 aa est représentée dans I’ Annexe 13 (p. 313). Elle présente respectivement 62 %, 72 % et 64,5
% d’identité avec les séquences des CPRs ATR1 et ATR2 d’A. thaliana et celle identifiée chez P. sativa.

Enfin chez C. cinereum le contig P_cin_c6685 de 2548 nt est prédit complet. Deux méthionines
(indiquées en rouge dans 1’Annexe 13, p. 313) sont présentes en début de séquence et peuvent
correspondre au codon intiateur. La séquence protéique peut donc étre de 690, mais au vu d’alignement
de séquences il est plus probable qu’elle soit de 704 acides aminés. La séquence peptidique de 704 aa
est représentée dans I’ Annexe 13 (p. 313). Elle présente respectivement 61,7 %, 71,3 %, 74 % et 76,3
% d’identité avec les séquences des CPRs ATR1 et ATR2 d’A. thaliana et celles identifiées chez P.

sativa et chez R. graveolens.
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1.2 Discussion et conclusion

Les plantes produisant des furanocoumarines ne sont pas des plantes modeles pour la communauté
scientifique et de fait, elles ne font pas I’objet de nombreuses études génomiques. En effet, les ressources
moléculaires disponibles n’étaient pas trés nombreuses ce qui constituait un handicap majeur pour
réaliser la caractérisation fine de la voie de biosynthese de ces molécules. Pour pallier ce probleme nous
avons choisi de nous appuyer sur les percées technologiques dans le domaine du séquencage haut débit
pour générer un grand nombre de séquences correspondant aux transcriptomes de différentes plantes.
Les furanocoumarines ont été décrites dans 4 familles botaniques différentes : les Rutacées, les
Moracées, les Apiacées et les Fabacées. Dans le cadre de ce travail, nous avons réalisé une analyse
transcriptomique sur des plantules issues de 3 de ces familles. Notre choix s’est porté sur P. sativa, R.
graveolens et C. cinereum. Chacune de ces plantes dispose d’arguments en sa faveur, argument qui ont
déja été évoqués précédemment. Si I’objectif majeur de ce travail était de générer des données
moléculaires pour chacune de ces plantes, un objectif sous-jacent était de réaliser une analyse
comparative qualitative de ces différents individus. En effet, ces plantes sont phylogénétiquement tres
différentes mais sont en mesure de synthétiser les mémes familles de molécules. 1 est fort probable que
ces plantes fassent appel a des enzymes différentes pour synthétiser les différents intermédiaires de la
synthése des furanocoumarines. Cette hypothése semble maintenant renforcée par 1’analyse des
différents transcriptomes et notamment par la mise en évidence de 1’absence notamment de membres de
la famille CYP71AJ chez R. graveolens et chez C. cinereum. Or, cette sous-famille d’enzyme a été
caractérisée comme étant impliquée dans la synthése de psoraléne et d’angélicine chez P. sativa. Ces
résultats confirment des résultats expérimentaux non publiés au laboratoire par Romain Larbat, résultats
qui indiquent qu’aucun gene correspondant a un P450 CYP71AJ n’a pu étre amplifié par une approche
de PCR sur les ARNSs extraits de ces 2 plantes.

L’analyse du transcriptome de ces différentes plantes a permis d’identifier un grand nombre de nouveaux
P450s candidats. Les séquences accessibles dans les banques générées sont de qualité trés hétérogéne
dans le sens ou certaines correspondent a des séquences codantes complétes (contenant un ATG
initiateur et un codon stop) alors que d’autres ne sont que des séquences partielles. Ainsi, si de
nombreuses nouvelles données sont maintenant accessibles, elles ne peuvent malheureusement pas
toutes étre exploitées en 1’état. Les séquences codantes complétes vont pouvoir tres facilement étre
clonées et les protéines correspondantes exprimées dans des systémes d’expression hétérologue. Pour
les séquences partielles, un travail supplémentaire est nécessaire et va consister a rechercher les
séquences manquantes par des approches moléculaires telles que la 5° ou 3’RACE-PCR ou encore la

TAIL-PCR. Une autre possibilité pour identifier les séquences completes peut également consister a
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générer des banques d’ADN génomique, projet qui a été initi¢ au laboratoire au travers d’un projet porté
par le Dr. Sandro Roselli sur P. sativa.

Au travers d’un travail préliminaire basé sur une étude bibliographique, sur une analyse de mécanismes
réactionnels et sur des données expérimentales disponibles au laboratoire, nous avions pointé un certain
nombre de familles de cytochromes P450 intéressantes : CYP71, CYP72, CYP76 et CYPS2. Les
analyses réalisées sur les 3 banques générées au laboratoire ont permis de mettre en évidence que ces
différentes familles de génes étaient représentées chez chacune des plantes modeles étudiées. Ainsi, on
trouve 66 séquences codant des CYP71 chez P. sativa, 55 chez R. graveolens et 41 chez C. cinereum
(Annexe 10, p. 309). Ce nombre trés élevé de génes appartenant a cette famille n’est vraisemblablement
pas le reflet de la réalité. Méme si cette famille de P450s est la plus grande décrite chez les plantes, il
est vraisemblable que parmi ces 162 séquences, une grande partie corresponde a des fragments d’une
méme séquence codante réduisant ainsi le nombre de génes candidats. Ce constat est le méme pour les
3 autres familles ciblées dans 1’étude préliminaire. Ainsi CYP82 dispose d’une vingtaine de
représentants chez P. sativa (21), chez R. graveolens (21) et C. cinereum (20), et CYP 72 est représenté
par 24 contigs chez le panais, 31 chez la rue et 21 chez C. cinereum (Annexe 11, p. 310). De plus,
CYP76 dispose de nombreux représentants chez P. sativa (23) et chez C. cinereum (15), alors que 1'on
en dénombre que 5 chez R. graveolens (Annexe 10, p. 309). L’analyse du transcriptome de ces plantes
ne peut de fait pas étre réalisée de maniére exhaustive. En effet, si ’affectation d’une séquence partielle
d’un P450 peut étre effectuée avec des chances raisonnables de ne pas se tromper de famille d’enzyme,
il est tres difficile de valider a ce stade leur appartenance a une sous-famille. Or, il a été€ démontré que,
dans le cas de la famille CYP71, les fonctions €étaient extrémement diversifiées en fonction de leur
appartenance a une famille plutdt qu’a une autre. Par exemple, les CYP71AV et CYP71BL ont été
démontrés comme intervenant dans la synthese de costunolides qui sont des molécules appartenant aux
terpénoides (Eljounaidi et al., 2014). Un autre exemple concerne la synthése de la camalexine, une
phytoalexine décrite chez Arabidopsis et qui nécessite la présence de CYP71A et CYP71B (Nafisi et
al., 2007; Zhou et al., 1999). Afin d’avoir des informations plus robustes, il sera donc nécessaire, le cas

échéant, de réaliser de nouvelles banques d’ADNc¢ avec une couverture plus importante.

Si seule une partie minime des données générées par cette analyse transcriptomique est exploitée dans
la suite de ce document, ces banques constituent une source de données incontournable et d’une valeur
inestimable pour poursuivre la compréhension de cette voie de biosyntheése. De nouveaux projets ont
déja vu le jour, voire aboutit au laboratoire. Ainsi, une partie des travaux de thése de Guilhem Vialart
se sont appuyés sur 1’identification de génes codants pour des dioxygénases o cétoglutarate dépendantes
dans labanque de R. graveolens. Par ailleurs des travaux ont ét¢ initiés dans le cadre de la theése d’ Audray

Dugrand pour identifier des P450s et des prényltransférases impliqués dans la synthese des
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furanocoumarines chez cette méme plante. Enfin un projet collaboratif a été initié avec un doctorant de
I’équipe du professeur Del Rio de I'université de Murcia (Espagne) pour identifier les genes impliqués
dans la syntheése de ces molécules chez diverses plantes de la famille des Fabacées (Bituminaria
bituminosa). Dans tous les cas, des pistes sérieuses ont été mises en évidence et sont actuellement en

cours d’investigation.

Devant le nombre important de genes différents et le nombre de pistes possibles a explorer nous avons
fait le choix de poursuivre ce travail sur une plante et sur 2 sous-familles de génes différentes. Nous
nous sommes focalisés sur les Apiacées qui, a ce stade, sont les seules ayant fait I’objet de recherche
approfondies sur le détérminisme moléculaire de la synthése des furanocoumarines (A. majus, P.
crispum, P. sativa). Par ailleurs, grace aux travaux réalisés par Hamerski et Matern dans les années 80
on sait que des P450s sont impliqués dans la synthese de plusieurs intermédiaires réactionnels de la voie
de biosyntheése des furanocoumarines (Hamerski and Matern, 1988a; Hamerski and Matern, 1988b;
Hamerski et al., 1990; Matern et al., 1988). Pour ce qui concerne les sous-familles étudiées dans la suite
de ces travaux, nous avons porté notre choix sur les sous-familles CYP71AZ et CYP71A]. Ce choix
est justifié pour plusieurs raisons. Ces deux enzymes ont été mises en évidence dans les travaux
préliminaires réalisés par Matern et ses collaborateurs sur des cellules d’A. majus élicitées par des
extraits de Pmg. Le nombre de représentants (complet ou partiels) pour chacune de ces deux familles
est important dans la banque de P. sativa : 18 pour CYP71AJ et 10 pour CYP71AZ laissant ainsi
supposer une surexpression par rapport a d’autres enzymes de la méme famille. En ce qui concerne
CYP71Al, 2 geénes ont déja été identifiés comme étant impliqués dans la syntheése des furanocoumarines
(Larbat et al., 2007, 2009). 11 est possible que les autres représentants de cette sous-famille le soient
aussi. Malheureusement, les séquences correspondant aux autres familles ne sont que partielles et leur
étude va donc nécessiter un travail préliminaire pour obtenir les séquences codantes completes. Pour
CYP71AZ, 2 séquences completes ainsi que plusieurs séquences partielles sont présentes dans la banque

d’ADNc.
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CHAPITRE 2 : ETUDE ET CARACTERISATION FONCTIONNELLE D’ENZYMES
DE LA SOUS-FAMILLE CYP71AZ CHEZ PASTINACA SATIVA

2.1 Identification des séquences correspondant a des CYP71AZ a partir de la banque
d’ADNc de P. sativa

Pour rappel, les études préliminaires réalisées dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du
professeur Matern avaient permis, par des techniques de tri d’ARNm (differential display RT-PCR)
menées sur des cellules d’A. majus élicitées, d’identifier une sous-famille de génes dont I’expression
semblait en lien avec la production de furanocoumarines. Le gene identifié a été classé par le comité
international de nomenclature des P450s comme étant le premier représentant de la sous-famille

CYP71AZ (Genbank ID ABO32529).

L’analyse du transcriptome de panais réalisée dans la premiere partie de ce travail met en évidence la
présence d’une dizaine de « contigs » présentant de tres fortes homologies de séquence avec CYP71AZ1.
L’analyse de ces 10 séquences indique que seulement 2 d’entre elles semblent contenir 1’intégralité de
la séquence codante pour un P450. Elles commencent par un ATG initiateur et se terminent par un codon
stop. Les 8 séquences restantes sont visiblement incomplétes comme on peut le voir sur la Figure 40 (p.
150). Parmi ces 8 séquences, une (P_sat rep c12500) présente 100% d’identité avec la premicre
séquence compléte (P _sat rep c729) et une autre (P _sar rep c¢18527) a 100% d’identité avec la
seconde séquence complete (P_sat_rep_c588). Les 6 autres fragments de P450s orthologues a
CYP71AZ]1 divergent légérement puisque, sur les fragments disponibles, I’homologie de séquence peut
aller de 84 % a 94 % indiquant par la une diversité vraisemblablement importante de cette sous-famille

de P450s.

Comme cela a déja été mentionné précédemment, ces observations doivent cependant étre prises avec
précaution pour deux raisons. La premiere raison est inhérente a la technique de séquencage utilisée
pour générer la banque et qui peut étre a I’origine d’erreurs. De fait, certaines des variabilités observées
d’une séquence a ’autre pourraient étre virtuelles. La seconde raison est que les contigs observés sont

le résultat d’assemblages réalis€s in silico et pourraient donc étre artéfactuels.
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Figure 40 Allgnement des structures primaires partielles des CYP71AZ identifiés a partir de la banque
d'ADNc de P. sativa avec celle de CYP71AZ1 d’A. majus. X : inconnu
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2.2 CYP71AZ3 et CYP71AZA4 : analyse fine des séquences protéiques

Les 2 séquences codantes completes identifiées dans la banque de panais ont été soumises au comité de
nomenclature qui leur a attribué les codes CYP71AZ3 (P_sat_rep_c729) et CYP71AZA
(P_sat_rep_c588). La comparaison des pourcentages d’identité et d’homologie de séquences peptidiques
entre les différents membres de cette sous-famille indique que CYP71AZ1 est plus proche de
CYP71AZ3 (81 % d’identité) que de CYP71AZ4 (71 %) (Tableau 14, p. 151). Il en est de méme lorsque
I’on compare les pourcentages d’identités nucléotidiques entre les différents membres de CYP71AZ
(Tableau 14, p. 151). Ces résultats suggerent que les différents membres de CYP71AZ dérivent d’un
méme gene ancestral qui pourrait &tre CYP71AZ1. 1l est de fait possible que les enzymes
correspondantes aient acquis de nouvelles fonctions par des phénomenes de duplications géniques et de

mutations.

A CYP71AZ1 CYP71AZ3 CYP71AZA
CYP71AZ1 87 % 81 %
CYP71AZ3 87 % 83 %
CYP71AZA 81 % 83 %

B CYP71AZ1 CYP71AZ3 CYP71AZA
CYP71AZ1 81 % 71 %
CYP71AZ3 73 %
CYP71AZA

Tableau 14 : Comparaison des pourcentages d’identité (en vert) et d’homologie (en violet)
nucléotidiques (A) et peptidiques (B) entre CYP71AZ3 et CYP71AZ4 identifiés dans la banque d’ADNc
de P. sativa et CYP71AZ]1 isolé chez A. majus.

Nous avons généré un arbre phylogénétique a partir d’un alignement réalisé par ClustalX et en utilisant
la méthode du maximum de vraisemblance (maximum likelihood). Nous avons intégré dans cet arbre
les différentes séquences peptidiques des P450s de la sous-famille CYP71AZ ainsi que les P450s de la
sous-famille CYP71AJ dont le role dans la synthese des furanocoumarines a déja ét€ démontré. Cet
arbre indique que les deux génes CYP71AZ1 et CYP71AZ3 se regroupent (ce qui est cohérent avec les
pourcentages d’identité décrit précédemment) et que CYP71AZ4 est un peu plus éloigné (Figure 41, p.
152). Si on compare les résultats obtenus avec ceux de la sous-famille CYP71AJ on peut constater une
certaine analogie de structure de I’arbre. Pour rappel, CYP71AJ1-3 ont été identifiées comme ayant des
activités psoraléne synthases tandis que CYP71AJ4 est une angélicine synthase (Figure 41, p. 152). Basé

sur cette observation, on ne peut s’empécher de faire le paralléle et d’émettre I"’hypothése (qui n’est
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qu’une hypothése de travail a ce stade) que certains CYP71AZ pourraient jouer un role dans la synthése
de furanocoumarines linéaires et que d’autres seraient plutdt dédiés a la synthese de furanocoumarines
angulaires. Comme CYP71AZ1 a été identifié chez A. majus, une plante qui ne produit que des
furanocoumarines linéaires, nous pouvons alors imaginer que CYP71AZ1 et 3 pourraient étre liés a la

synthese de ce type de molécules.

100 — CYP71AJ1

100 L CYP71AJ2
100 ____ CYP71AJ3
L CYP71AJ4
CYP71AZ4
100 —— CYP71AZ1
90 L—— CYP71AZ3
CYP73A1

0.2

Figure 41 : Arbre phylogénétique des différents membres de CYP71AJ et CYP71AZ. Alignement de
séquences peptidiques réalisé avec ClustalX et arbre phylogénétique construit avec MEGAG6 en utilisant la méthode
de maximum likelihood. Les numéros d’accession sur GenBank/EMBL/DDBIJ des génes caractérisés sont les
suivants : CYP71AJ1 (psoralene synthase) A. majus (Q6QNI4), CYP71AJ2 (psoralene synthase) A. graveolens
(COSJS4), CYP71AJ3 (psoralene synthase) P. sativa (C0SJS2), CYP71AJ4 (angélicine synthase) P. sativa
(COSJS3).

En 1992, Gotoh et ses collaborateurs ont identifié des régions importantes chez les cytochromes P450,
régions qui, dans la structure tertiaire de la protéine, interagissent directement avec le substrat. Une
modification des acides aminés présents dans ces séquences SRSs peut générer une altération ou un
changement de spécificité de I’enzyme vis-a-vis d’un substrat. En effet, |’encombrement stérique des
chaines latérales ainsi que les propriétés physico-chimiques des acides aminés peuvent étre totalement
différentes. Nous avons prété attention aux différences existant entre CYP71AZ1, 3 et 4 au niveau des
6 SRSs potentiels (Gotoh, 1992; Larbat et al., 2007). Dans ce cas, nous considérons que les structures
tertiaires des protéines sont superposables et que, de fait, les SRSs sont localisés dans les mémes régions

de la structure primaire des 3 P450s (Figure 42, p. 153).
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Figure 42 : Alignement des séquences peptidiques de CYP71AZ1 (A. majus), CYP71AZ3 (P. sativa)
et CYP71AZA4 (P. sativa). Les six séquences potentielles de reconnaissance du substrat (SRSs) sont encadrées
en rouge.

L’analyse comparative des différents SRSs des membres de CYP71AZ, indique qu’a priori, CYP7T1AZ1
est plus proche de CYP71AZ3 (entre 50 et 95 % d’identité) que de CYP71AZ4 (entre 20 et 75 %
d’identité) (Tableau 15-A, p. 154). Ces résultats vont dans le sens des comparaisons de séquence globale
des séquences protéiques décrites précédemment. Cependant, une analyse plus détaillée des identités de
séquences restreintes a 1’un ou I’autre SRS donnent des informations nouvelles. Les travaux de Larbat
et de ses collaborateurs indiquent que les SRS2 et SRS3 pourraient former un canal permettant 1’entrée
du substrat dans I’enzyme (Larbat ef al., 2007). Au niveau du SRS2, CYP71AZ3 et CYP71AZA
présentent une grande différence par rapport 8 CYP71AZ1 (60 % d’identit¢ avec CYP71AZ3, 20 %
d’identité avec CYP71AZ4) (Tableau 15-A, p. 154). Par ailleurs, 1’analyse détaillée de ce SRS2 montre
que la leucine 218 de CYP71AZ]1 est remplacée par une phénylalanine chez CYP71AZ3 et CYP71AZ4

(Figure 42, p. 153). Ces 2 types d’enzymes ont des encombrements stériques tres différents. Il est donc
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trés probable que cet acces au site actif laisse passer des molécules tres différentes. De méme, la
thréonine 368 et 1’alanine 370 présentes chez CYP71AZ1 sont remplacés par des prolines chez
CYP71AZ3 et CYP71AZA (Figure 42, p. 153). Or, ces deux acides aminés sont connus pour introduire
des modifications de structure secondaire comme 1’interruption d’une hélice ou la destabilisation d’un
feuillet B. Au niveau du SRS3, ’arginine 242 de CYP71AZI1 est remplacée par une valine ayant un
encombrement stérique beaucoup plus faible chez CYP71AZ4 (Figure 42, p. 153). Enfin, au niveau du
SRSS5, la thréonine 368 et 1’alanine 370 de CYP71AZ1 sont remplacés par des prolines chez CYP71AZ3
et 4, ce qui peut également provoquer d’importantes modifications de structure secondaire des protéines
(Figure 42, p. 153). L’ensemble de ces résultats semble donc jouer en faveur d’une fonction différente

de CYP71AZ1 par rapport a CYP71AZ3 ou 4.

A SRS 1 SRS 2 SRS 3 SRS 4 SRS 5 SRS 6 | Complet
CYP71AZ3 95 60 82 81 50 77 81
CYP71AZA 70 20 55 65 75 62 71

B SRS 1 SRS 2 SRS 3 SRS 4 SRS 5 SRS 6 | Complet
CYP71AZ1 35 20 18 31 58 38 36
CYP71AZ3 35 20 9 35 75 23 34
CYP71AZA 30 0 18 23 58 31 32

C SRS 1 SRS 2 SRS 3 SRS 4 SRS 5 SRS 6 | Complet
CYP71AZ1 50 0 27 35 50 38 36
CYP71AZ3 50 0 27 42 58 23 36
CYP71AZA 35 10 36 35 42 23 34

Tableau 15 : Pourcentages d'identité des séquences peptidiques codant pour les potentiels SRSs et les

séquences completes des membres de CYP71AJ et CYP71AZ. Les séquences SRSs ont été identifiées sur
la Figure 42. Ce tableau présente les pourcentages d’identité entre CYP71AZ3 et 4 et CYP71AZ1 d’A. majus (A).
Les tableaux B et C représentent respectivement le pourcentage d’identité entre les membres de CYP71AZ et la
psoraléne synthase (CYP71AJ3), et I’angélicine synthase (CYP71AJ4).

Enfin, pour compléter cette étude, nous avons comparé les SRSs et les séquences completes des
CYP71AZ avec ceux qui ont été décrits pour CYP71AJ3 (Tableau 15-B, p. 154) et CYP71AJ4 (Tableau
15-C, p. 154). Dans ce cas, les différences se révelent étre tres importantes (25 a 100 %). Ces analyses
in silico semblent donc indiquer tres clairement que malgré des identités de séquences assez importantes,
il est fort probable que ces enzymes ne soient pas impliquées dans la synthése des mémes types de

molécules.
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2.3 Analyse du profil d’expression de ces génes en fonction des organes de la plante

,,,,,,

Sandra Kellner (Kellner, 2008). Afin de voir s’il existait une corrélation entre 1’expression du gene et la
synthese de furanocoumarines, des analyses cinétiques ont été réalisées sur des cellules en culture.
L’ajout d’un éliciteur a base d’extrait de champignon (Pmg) dans la culture cellulaire influe sur la
synthése de furanocoumarines. Une analyse du niveau d’expression indique que CYP71AJ1 précede
I’accumulation de psoraléne (Figure 43, p. 155) (Larbat et al., 2007). Des résultats similaires ont été

obtenus pour le gene CYP71AZ1 (communication personnelle du Pr. Ulrich Matern).

100+
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Figure 43 : Comparaison de 'expression relative de CYP71AJ1 par rapport au profil d'accumulation de
psoraléne apres induction dans le milieu de culture de cellules d'A. majus par des extraits de Pmg (d'apres
Larbat et al., 2007).

Afin de déterminer si CYP71AZ3 et CYP71AZA4 jouent un role dans la voie de biosynthese des
furanocoumarines, j’ai choisi de mettre en ceuvre une stratégie proche de celle décrite précédemment.
J’ai ainsi opté pour une analyse du profil d’expression de ces genes au sein de la plante dont ils sont
issus avant de voir s’il existait une corrélation avec la synthése de furanocoumarines. Afin d’avoir les
résultats les plus homogenes possible, les analyses décrites ci-dessous ont été réalisées sur des plantes,
cultivées dans des conditions similaires et en parallele. Néanmoins, il est important de noter pour la suite
des expérimentations que la variété de panais ‘Demi-Long de Guernesey’ utilisée dans le cadre de ce
travail n’est pas une variété lignée fixée, mais une variété population, et que, de fait, tous les individus
ne disposent pas du méme génotype. Le risque qui en découle est une variabilité phénotypique assez

importante.
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Cette analyse in planta est subdivisée en 2 parties. La premiere partie concerne 1’étude du spectre
d’expression spatial des génes dans les différents organes de la plante, a savoir dans les feuilles, tiges,
racines et graines. Dans la seconde partie j’ai souhaité voir s’il existait une corrélation entre le niveau
d’expression des génes candidats et les concentrations en furanocoumarines en réponse a un stress
éliciteur chez P. sativa. Pour cela, j’ai d’abord essayé de déterminer les conditions d’élicitation de la
production de furanocoumarines dans les feuilles et les racines de panais en essayant différents
traitements : exposition a un rayonnement UV et au méthyljasmonate. Puis dans un deuxiéme temps, je
me suis intéressée a I’impact d’un rayonnement UV sur la quantité de furanocoumarines dans les racines

de panais en comparaison avec des plantes témoins.

2.3.1 Analyse du niveau d’expression de CYP71AZ3 et 4 dans différents organes de

la plante

Une maniére de tester I’hypothése d’un role dans la voie de biosynthese des furanocoumarines consiste
a vérifier qu’il existe une corrélation entre I’expression des génes candidats avec des génes dont
I’implication dans cette voie de biosynthése a déja été vérifiée. Chez le panais des études antérieures ont
clairement démontré que CYP71AJ3 et CYP71AJ4 intervenaient dans la syntheése de psoralene et
d’angélicine. Des études réalisées en parallele de ce travail de thése ont également permis d’identifier
un gene codant pour une dioxygénase et un gene codant pour une prényltransférase impliqués
respectivement dans la synthése d’umbelliférone et de DMS/osthénol (Annexe 1, p. 273-281) (Karamat
et al., 2014; Vialart et al., 2012). Ces 4 genes seront donc utilisés comme genes de références auxquels

seront comparés les genes CYP71AZ3 et CYP71AZA.

Les ARN totaux sont extraits a partir de feuilles, de tiges, de racines de 4 plantes de P. sativa, ainsi que
de graines. Les plantes ont été cultivées en terre pendant un an. Pour amplifier spécifiquement les
différents génes ciblés, des couples d’amorces ont été générés a ’aide du logiciel Primer Express 3.0
(CYP71AJ3 Dir : AACAATAGCGACGGCTTTGG ; CYP71AJ3 Rev

CATGGCGTCCGGACTTTTAA ; CYP71AJ4 Dir : CATTGCTCGGTTGGGTTGA ; CYP71AJ4 Rev :
TGGCCGTTTTCTCCACCTT ; CYP71AZ3 Dir : TGACGACCGTAGAGCTTGCA ; CYP71AZ3
Rev : CCAGCAGGTGGTTCCCAAT ; CYP71AZ4 Dir : GGAAAAGAGAAATTCCAACGAATG ;

CYP71AZ4 Rev : GAAACAAAAAAGGCAGCAAACA ; Dioxygénase  Dir
GTGCCCAAACCCTGAGCTT ; Dioxygénase Rev : TGTGAGTGTGGAGACGTCAGAAT ;
Prényltransférase Dir : CGAAGCACCATGGCAGAATA ; Prényltransférase Rev

156



Résultats — Chapitre 2 : Etude et caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ chez P. sativa

GACCAAACGTGCAAAATGCA ; 28S Dir : GAGGCCGGCAGGCATAC ; 28S Rev
CGCCCCTATACCCAAGTC). Les conditions de qPCR sont décrites dans le chapitre « Matériel et
Méthodes ».

Les résultats obtenus apres traitement des données par le logiciel PikoReal software 2.2 indiquent que
les différents génes sont trés peu exprimés dans les graines (Figure 44, p. 158). Ce résultat n’est pas
surprenant étant donné que le métabolisme secondaire y est moins actif dans la mesure ou il s’agit d’un
organe a 1’état de dormance. Inversement, I’analyse des RT-PCR quantitatives réalisées sur les autres
organes permet de mettre en évidence un niveau d’expression élevé des différents geénes. Les résultats
obtenus (Figure 44, p. 158) mettent en exergue des écart-types importants dans certains cas qui peuvent
s’expliquer, comme cela a été précisé plus tot, par le fait que les plantes utilisées dans cette étude
possedent des génotypes différents. Ces différences génétiques impliquent vraisemblablement des
variations alléliques des génes impliqués dans la voie de biosyntheése des furanocoumarines et/ou des
genes régulant cette voie de biosynthése. On constate que les 4 geénes impliqués dans la syntheése des
furanocoumarines sont fortement exprimés dans tous les tissus de la plante (feuilles, tiges, racines)
(Figure 44, p. 158) de méme que les génes codant pour CYP71AZ3 et 4. Les profils d’expression des
genes déja caractérisés dans la voie de biosynthese des furanocoumarines sont relativement similaires :
c’est dans les feuilles que ces genes sont le plus exprimés, puis dans les racines, les tiges et leur
expression est la plus faible dans les graines de la plante (Figure 44, p. 158). Le méme type de profil est
observable pour CYP71AZ4 méme s’il semblerait que le niveau d’expression soit globalement plus
faible que pour les autres genes. Pour CYP71AZ3, par contre, on constate que le profil differe
légerement dans les tiges analysées en comparaison avec les différents geénes testés. Cette différence de
profil pourrait étre un indice et laisser supposer que son role soit différent dans le métabolisme de la

plante.

Ces résultats restent néanmoins difficilement exploitables et il est hasardeux d’en tirer des conclusions.
11 a été démontré dans le cadre d’autres études que, méme en travaillant sur des plantes ayant un génome
identique et cultivées dans des conditions similaires, la variabilité du métabolisme secondaire peut étre
importante (Gontier et al., 1993). Toutefois, ces résultats montrent qu’au niveau des feuilles, ou le
métabolisme est le plus actif, les profils de CYP71AZ3 et 4 sont bien corrélés avec ceux de CYP71AJ3
et 4 déja démontrés comme étant impliqués dans la synthése de furanocoumarines. Ces résultats
permettent d’émettre ’hypothése que CYP71AZ3 et 4 soient galement impliqués dans la synthese de

furanocoumarines.
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Figure 44 : Quantification des niveaux d’expression de CYP71AJ3-4, CYP71AZ3-4, d’une
prényltransférase et d’une dioxygénase réalisée sur les feuilles, les tiges, les racines et les graines de P.
sativa.

2.3.2 Tentative d’analyse du niveau d’expression de CYP71AZ3 et 4 en réponse a un

stress éliciteur de la synthese de furanocoumarines

Afin de déterminer s’il existe chez le panais une corrélation entre le niveau d’expression des geénes
candidats et les concentrations en furanocoumarines en réponse a un stress éliciteur, il a d’abord fallu
déterminer les conditions d’¢élicitation de la production de furanocoumarines chez P. sativa. Pour cela,
d’apres des données bibliographiques, nous avons choisi de tester deux éliciteurs différents, a savoir le
méthyljasmonate (Ali et al., 2006; Lee-Parsons et al., 2004) et les UVB (Vialart et al., 2012). Dans le
cas des UVB, nous avons restreint 1’analyse a une longueur d’onde de 312nm qui est connue pour sa
capacité a altérer la croissance, le développement, la production de biomasse et la période de floraison
des plantes. Nous avons choisi de travailler avec des plantes cultivées en hydroponie afin d’accéder
facilement aux racines de la plante. Les plantes ont ainsi été placées les unes a c6té des autres sur un
support et les racines plongées dans une solution nutritive. Les plantes ont été déplacées sur le dispositif
expérimental tous les 3 jours afin de limiter les hétérogénéités du dispositif de culture qui pourraient

causer des différences métaboliques de par la position des plantes par rapport a une source de lumicre.
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Une semaine avant I’expérimentation d’élicitation, les plantes ont été placées dans des cuves en

plastique d’un litre.

Trois plantes de P. sativa agées de deux mois, cultivées en hydroponie ont subi différents traitements :
1) rayonnement UVB sur les feuilles, 2) rayonnement UVB sur les racines au travers de la cuve en
plastique (la perméabilité des cuves plastiques au rayonnement UV a été vérifiée en placant un gel
d’agarose contenant de I’ADN traité au bromure d’éthidium sous un rayonnement UV), 3) pulvérisation
de MelJa sur les feuilles et 4) ajout de MeJa dans la solution nutritive ol baignent les racines. Un dernier
lot de plantules, cultivé de la méme maniere que les quatre autres lots, composé également de trois
plantes a servi de contrdle négatif. Des prélevements de 100 mg de feuilles fraiches (prélevements de
folioles sur les deuxieme et troisieéme feuilles les plus jeunes) et de 100 mg de racines fraiches sont
réalisés sur la totalité des plantes 2 0 h, 4 h, 8 h, 12 h et 24 h et placés dans des tubes de 1,5 ml. Dans
chaque cas, le matériel végétal prélevé est broyé directement dans le tube a 1’aide d’un pilon en plastique
et d’azote liquide. Les polyphénols présents dans ces échantillons sont ensuite extraits et certains
quantifiés par des analyses LC-MS/MS. Dans tous les cas, j’ai réalis€ une analyse des composés présents
dans les feuilles et dans les racines quel que soit I’organe élicité. En fonction des échantillons, nous
avons analysé jusqu’a 11 composés différents : umbelliférone, marmésine, psoralene, angélicine, 8-
MOP, sphondine, 5-MOP, isobergaptene, isopimpinelline, osthénol et déméthylsubérosine. Les résultats

sont exprimés en mg.g"' de matiere fraiche.
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Figure 45 : Traitement des feuilles de P. sativa aux UVB. Analyse quantitative de la teneur en
umbelliférone dans les feuilles de P. sativa élicitées.

Les écart-types obtenus dans le cadre de cette expérience préliminaire sont trés importants et rendent les

résultats relativement fragiles. Cette variabilité importante entre les différents échantillons prélevés sur
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des plantes différentes est, comme cela a été évoqué précédemment, probablement en lien avec la nature
génétique de la population d’individus testé. En prenant en considération cette absence de
reproductibilité, ces résultats nous permettent tout de méme d’envisager un impact sur 1’accumulation

de certaines furanocoumarines chez certains individus en fonction des différents éliciteurs et modalités

d’¢élicitation. Ainsi I’irradiation aux UV peut provoquer une augmentation jusqu’a un facteur 6 de la
teneur en umbelliférone ou en angélicine dans les feuilles apres 24h de traitement et ce, si les feuilles
sont traitées (Figure 45, p. 159) ou si ce sont les racines qui sont traitées (Figure 47-A, p. 161) et en

angélicine a 24 h dans les feuilles (Figure 47-B, p. 161).

L’analyse des racines traitées par les UV indique méme une accumulation d’umbelliférone, de
psoraléne, de marmésine, d’angélicine et d’isobergapténe pouvant atteindre un facteur 30 chez certains
individus (Figure 47-C a4 G, p. 161). L augmentation de la concentration de certaines furanocoumarines
dans les feuilles lorsque les racines sont traitées aux UV semblent indiquer une transduction d’un signal
au sein de la plante. Ce signal reste a étre caractérisé. A 1’inverse, I’exposition des feuilles aux UV ne

semble par contre pas induire d’augmentation de la teneur en furanocoumarines dans les racines.
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Figure 46 : Traitement des feuilles de P. sativa au méthyl jasmonate. A) Analyse quantitative de la

teneur en marmésine dans les feuilles de panais élicitées ou non. B) Analyse quantitative de la teneur en
angélicine dans les racines de P. sativa élicitées ou non.
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Figure 47 : Traitement des racines de P. sativa aux UVB. A et B : Analyses quantitatives des teneurs en umbelliférone (A) et en angélicine (B) dans les feuilles
de P. sativa élicitées ou non. C-G : Analyse quantitative de la teneur en umbelliférone (C), marmésine (D), isobergaptene (E), psoralene (F), angélicine (G) dans

les racines de P. sativa élicitées ou non, aprés une exposition des racines aux UV.
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Le méthyljasmonate, qu’il soit appliqué sur les feuilles ou inclut dans la solution nutritive, provoque
apres 24 h ’accumulation de marmésine dans les feuilles (Figure 46-A, p. 160 et Figure 48-A, p. 162).
Cette stimulation peut atteindre un facteur 3,5. Les analyses réalisées au niveau des racines sont

difficilement exploitables.
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Figure 48 : Traitement des racines de P. sativa au méthyl jasmontate. A) Analyse quantitative de la
teneur en marmésine dans les feuilles de panais aprés une élicitation ou non avec un traitement des
racines au MeJa. B) Analyse quantitative de la teneur en isobergapteéne dans les racines de P. sativa
élicitées ou non par addition de MelJa dans la solution nutritive.

Au vue de I’hétérogénéité de ces premiers résultats, nous avons décidé de modifier les conditions
expérimentales afin d’obtenir des résultats plus robustes. Pour cela, nous avons d’une part restreint le
nombre de modalités et par ailleurs nous avons modifié les conditions expérimentales. Les résultats
préliminaires nous indiquaient que parmi I’ensemble des conditions testées, c’est le traitement des
racines aux UV qui semblait impacter le plus la synthese des furanocoumarines dans les plantes (facteur
30 chez certains individus lorsque les racines sont irradiées pendant 24h). Nous avons donc choisi de

reproduire cette modalité en doublant le nombre de plantes pour chaque traitement afin d’augmenter la
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puissance statistique de 1’essai. Par ailleurs, les premiers résultats ayant clairement indiqué qu’aprés 4 h
de traitement, il n’y avait aucune modification de la teneur en furanocoumarines dans les tissus étudiés,
nous avons choisi de ne plus effectuer de prélévement a ce temps. L’accumulation de furanocoumarines
commence dans certains cas a 12 h et dans d’autres a 24 h. Afin de déterminer plus précisément a partir
de combien de temps commence 1’accumulation et a quel temps la teneur en furanocoumarines est
maximale, nous avons choisi d’ajouter les temps 18 h et 48 h. Ainsi, pour la seconde expérience
d’¢élicitation, nous avons donc choisi d’effectuer les prélévements a six temps (t=0h, 8 h, 12 h, 18 h,
24 h et 48 h). Afin de disposer de suffisamment de matériel végétal, des plantes dgées de quatre mois
sont utilisées dans cette deuxiéme expérience (elles n’avaient que 2 mois pour la premiere

expérimentation).

Si la variabilité des mesures obtenues peut étre liée au matériel génétique et donc au métabolisme des
plantes, il est également possible que cette variabilité provienne de la teneur en eau des tissus testés. En
effet, lors de la premiere expérience, nous avons travaillé sur du matériel frais. Pour pallier ce probleme
potentiel, nous avons, dans cette deuxieme expérience, prélevé 50 mg de racines fraiches qui ont ensuite

¢été lyophilisées. L.’analyse a ensuite été réalisée en fonction du poids sec des tissus prélevés.

Les analyses obtenues dans le cadre de cette seconde expérimentation ne sont pas présentés dans ce
manuscrit de thése. En effet malgré I’augmentation du nombre de prélévements et malgré toutes les
précautions prises, les résultats obtenus ont de nouveau montré une hétérogénéité trop importante
les rendant inexploitables pour tenter de mettre en évidence une corrélation entre le niveau
d’expression de certains génes et la synthese de furanocoumarines. Ces travaux devrons étre réitérés par
la suite sous réserve de prendre certaines nouvelles précautions. Il est envisageable de travailler sur un
méme génotype, mais il reste possible dans ce cas que I’hétérogénéité de conditions de culture génerent
des réponses métaboliques différentes, ou sur des cultures cellulaires qui devraient premettre de
s’affranchir des conditions de culture. Il est également possible que les traitements choisis dans le cadre
de I’étude présentée ici ne soient pas les mieux adaptés. Méme si les UV semblent prometteurs, d’autres
éliciteurs biotiques ou abiotiques pourraient permettre de mettre en évidence une accumulation plus

significative des furanocoumarines.

2.4 Expression hétérologue de P450s de P. sativa dans un systéeme eucaryote : la levure

Les protéines appartenant a la famille des P450s sont des protéines membranaires exprimées au niveau

de la membrane externe du réticulum endoplasmique. Dans la littérature, de nombreux P450s ont été
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caractérisés a I’aide d’un systéme d’expression hétérologue construit sur mesure par 1’équipe du Dr
Pompon du Laboratoire d’Ingénierie des Protéines Membranaires du CNRS (Gif/Yvette) (Cabello-
Hurtado et al., 1998b; Humphreys et al., 1999; Kandel et al., 2007). Ce systeme a déja été utilisé avec
succes au laboratoire et a notamment permis de caractériser la C4H de rue (CYP73A32), la psoraléne

synthase (CYP71AJ1-3) et I’angélicine synthase (CYP71AJ4) (Larbat et al., 2007, 2009).

24.1 « Amélioration » du systéme d’expression de protéines développé par le Dr.

Pompon

Le systeme d’expression hétérologue congu par le Dr. Pompon utilise le plasmide pYeDP60 comme
vecteur d’expression du géne d’intérét. Le pYeDP60 est un plasmide non intégratif qui nécessite une
pression de sélection pour subsister dans une levure hote. Ce plasmide dispose d’une taille relativement
importante (> 9Kb) et les étapes de clonage de geénes dans ce vecteur sont souvent longues et
fastidieuses. Un des objectifs de ce travail de thése était de cloner et d’exprimer de nombreux P450s
dans le systéme levure. Afin d’étre le plus efficace possible dans les étapes de clonage et ainsi de perdre
le moins de temps possible, nous avons décidé de construire un plasmide dérivé du pYeDP60 permettant
ensuite des clonages facilités. Dans ce plasmide dérivé de pYeDP60 nous avons introduit une cassette
de clonage Gateway® (voir chapitre « Matériel et Méthodes ») commercialisée par la société Invitrogen,
cassette qui devait permettre des étapes de clonage simplifiées et optimisées. Ce nouveau plasmide,

appelé pYeDP60_GW®, a été utilisé pour réaliser toutes les constructions ultérieures.

2.4.1.1 Introduction de la technologie Gateway® dans le vecteur pYeDP60

Le vecteur pYeDP60_GW® est un plasmide de destination Gateway® que nous avons obtenu en digérant
1 pug de plasmide pYeDP60 par I’enzyme de restriction BamHI. Les extrémités de ce plasmide ont été
rendues franches par I’utilisation du fragment de Klenow de I’ADN Tag polymérase. Les extrémités ont
ensuite été déphosphorylées afin d’éviter que le plasmide ne se referme sur lui-méme. La cassette de
recombinaison RfA a finalement été liguée aux extrémités franches ainsi générées a I’aide de ’ADN T4
ligase. Apres insertion de la cassette de clonage dans le plasmide, des bactéries E. coli ccdB survival™
ont été transformées par électroporation avec le mélange de ligation. Les colonies ainsi sélectionnées
sur milieu LB contenant du chloramphénicol et de 1’ampicilline, ont été mises en culture en milieu
liquide afin d’amplifier le plasmide. La validation de I’insertion et de I’orientation de I’insert de la

cassette de clonage dans le vecteur pYeDP60 est réalisée dans un premier temps en établissant une carte

de restriction par une digestion des constructions obtenues aves les enzymes de restriction EcoRI et
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Milul. Les profils de digestions obtenus sont comparés avec les profils théoriques attendus (Figure 49,

p. 165).
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Figure 49 : (A) Profils de digestions théoriques des plasmides pYeDP60_GW® ayant insérés la cassette
de clonage RfA dans la bonne orientation (directe) et dans la mauvaise orientation (inverse) digérés par
les enzymes de restriction EcoRI et Mlul, comparés au marqueur de taille MassRuler DNA Ladder Mix,
ready-to-use (Fermentas). (B) Profils de digestions de six plasmides supposés pYeDP60_GW® digérés
par les enzymes de restriction EcoRI et Mlul (puits 1 a 6) comparés au maqueur de taille MassRuler
DNA Ladder Mix, ready-to-use (Fermentas).

Les profils obtenus pour les 6 constructions testées indiquent que, pour les constructions 1, 2 et 6, le
clonage de la cassette RfA est réalisé dans le bon sens, alors que pour les constructions 3 et 4, le clonage
s’est effectué dans la mauvaise orientation. Enfin, pour la construction 5, il semble qu’il y ait eu une
perte d’un fragment du plasmide pYeDP60 lors de la digestion ou du clonage. Les constructions 1 et 2

ont ensuite été réamplifiées a ’aide de bactéries E. coli ccdB survival™

, et envoyées a la société
Eurofins MWG Operon afin de séquencer les régions contenant 1’insert a I’aide d’une amorce directe
(TCTTTCCTTATACATTAGGTCC) située en amont du site BamHI du pYeDP60 et une amorce réverse
(CAACACCTGGCAATTCCTTACC) située en aval du site EcoRI du plasmide pYeDP60. Les résultats
obtenus indiquent que ces deux constructions sont fideles a ce que nous attendions et que la séquence

de I’insert est identique a celle de la cassette de clonage RfA (Annexe 14, p. 314).

Une fois que la construction a été validée par le séquencgage, il a ensuite été nécessaire de vérifier si le
plasmide reste fonctionnel. En effet, le clonage de cette cassette GATEWAY® au niveau du site BamHI

du plasmide pYeDP60 introduit des séquences supplémentaires entre le promoteur GAL10/CYCI et le
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gene qui sera exprimé dans les levures. Cette distance peut affecter de maniere significative le niveau
d’expression des protéines. Il est donc nécessaire de valider cette construction en réalisant un clonage

et ’expression fonctionnelle d’une protéine dont la fonction est connue.

2.4.1.2 Validation de la fonctionnalité du plasmide pYeDP60_GW®

Afin de vérifier I’intégrité et la fonctionnalité du pYeDP60_GW®, nous avons choisi de cloner et
d’exprimer dans des levures WAT11 un geéne dont la fonction est connue. Notre choix c’est porté sur
CYP73A1, isolé a partir d’H. tuberosus qui code pour une C4H et qui catalyse la formation d’acide p-
coumarique a partir d’acide cinnamique. La séquence codante de CYP73A1 a été clonée dans le
plasmide d’entrée pCR8™/GW par Antoine Gravot durant sa thése au laboratoire. Aprés m’étre assurée,
par séquencage, que le plasmide était bien le plasmide attendu, j’ai introduit la séquence codante dans
le plasmide pYeDP60_GW® par LR recombinaison. Le plasmide recombinant obtenu a ét€ introduit dans
des levures. Afin de m’assurer du bon fonctionnement du plasmide, j’ai transformé des levures WAT11
avec trois constructions différentes : pYeDP60 vide (témoin négatif), pYeDP60_CYP73A1 (témoin
positif) et pYeDP60_GW®_CYP73Al. Pour chaque construction plasmidique, une colonie de levure
WATI1 a été isolée et mise en culture afin d’exprimer les protéines correspondantes (cf. chapitre
« Matériel et Méthodes »). Une préparation de microsomes a ensuite été réalisée pour les trois
constructions testées. Des incubations ont été réalisées dans 146 ul de tampon de phosphate de sodium
(NaPi) 0,1 M pH 7,5 contenant 200 uM d’acide cinnamique en présence et en absence de NADPH (1
mM). Les réactions sont initiées par I’ajout des différents microsomes. Les réactions sont incubées
pendant 30 minutes a 28 °C sous agitation (200 rpm) et sont stoppées par ’ajout de 37,5 pl
d’acétonitrile’HCI (99/1). Les milieux réactionnels sont ensuite centrifugés a 10 000 g pendant 30 min,
puis les surnageants sont prélevés et mis dans des vials pour étre analysés en HPLC.

Dans le cas du vecteur vide, que ce soit en présence ou en absence de cofacteur, aucune métabolisation
n’est observée (Figure 50, p. 167, en bleu). Aucune métabolisation n’est observée pour les deux
constructions exprimant CYP73A1 en absence de cofacteur. L’incubation de microsomes exprimant
CYP73A1 contenu dans le vecteur pYeDP60 en présence d’acide cinnamique et de NADPH donne un
produit qui correspond a I’acide p-coumarique (Figure 50, p. 167, en rouge). De la méme maniere, les
microsomes exprimant CYP73A1 contenu dans le pYeDP60_GW® incubés en présence d’acide
cinnamique et de NADPH forment également de 1’acide p-coumarique (Figure 50, p. 167, en noir). La
détection du produit de CYP73A1 (acide p-coumarique) pour les deux constructions exprimant

CYP73A1 nous permet donc de valider la fonctionnalité de la protéine et donc de notre plasmide
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pYeDP60_GW®. Ce plasmide de destination sera utilisé ultérieurement pour tous les clonages de P450s

a réaliser en vue de les exprimer chez la levure.
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Figure 50 : Comparaison des chromatogrammes extraits a 300 nm, issus du test de métabolisation de
CYP73A1 de topinambour avec de I'acide cinnamique en présence de NADPH. En bleu : vecteur vide, en
rouge : pYeDP60_CYP73A1, en noir : pYeDP60_GW® CYP73A1. L’acide p-coumarique apparait uniquement en
présence de NADPH pour les levures transformées avec les plasmides pYeDP60_CYP73A1 et
pYeDP60_GW®_CYP73Al.

2.4.1.3 Utilisation du systéme pour I’expression des CYP71AZ de P. sativa

La caractérisation fonctionnelle dans un systeme hétérologue des CYP71AZ isolés chez P. sativa
nécessite d’avoir ces génes clonés dans un vecteur d’entrée en vue de les transférer ultérieurement dans
un vecteur de destination adapté a I’organisme hétérologue choisi. Pour cela, les ARN totaux de feuilles
de panais ont été extraits a I’aide du kit RNeasy® Plant Mini (Qiagen) selon les recommandations du
fournisseur. L’intégrité de ces ARN a été vérifiée sur gel d’agarose 1 %. Puis, une réaction de
transcription inverse a été réalisée selon les conditions citées dans le chapitre « matériel et méthodes ».
Les ADNc correspondant a CYP71AZ3 et CYP71AZ4 sont amplifiés par PCR avec les amorces décrites
le Tableau 16 (p. 168).
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Amorces Séquences 5° — 3’ Site de restriction

CYP71AZ3 dir GGATCCATGGAGCCAGTATTTCTCTTTC BamHI
GAATTCTTAGTGGTGATGGTGATGATGTGGA

CYP71AZ3 rev EcoRI
AACATATATTTTTTAGG

CYP71AZ4 dir GGTACCATGGATCCAGCAGCTATC Kpnl
GAATTCTTAGTGGTGATGGTGATGATGTGGA

CYP71AZA4 rev EcoRI
TGTACATATATTTTAGG

Tableau 16 : Amorces utilisées pour l'amplification des séquences codantes de CYP71AZ3 et
CYP71AZ4 de P. sativa. Les sites de restriction contenus dans les amorces sont soulignés. Les séquences
correspondantes a une queue poly histidine (6 histidines) sont indiquées en rouge.

L’amplification a été réalisée en effectuant 35 cycles (94 °C 30 s, 55 °C 30 s, 68 °C 2 minutes) grace a
la Platinium® Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen). Les produits de PCR ont été déposés
sur gel d’agarose 1 % et les fragments ayant une taille d’environ 1 500 pb ont été prélevés puis purifiés
a I’aide du kit « MinElute® Gel Extraction » (Qiagen) selon les recommandations du fournisseur. Ces
produits ont ensuite été clonés dans le vecteur pCR8®/GW/TOPQO® et envoyés au séquencage afin de
vérifier la séquence des inserts ainsi que I’orientation des inserts dans le vecteur. Les séquences codantes
de CYP71AZ3 et CYP71AZA ont ensuite été transférées dans le plasmide de destination pYeDP60_GW®
grace a une réaction de LR recombinaison (voir chapitre « Matériel et Méthodes »). Les milieux
réactionnels ont ensuite été utilisés pour transformer des bactéries GeneHogs étalées sur milieu LB +
ampicilline afin de sélectionner les bactéries transformées. Une colonie isolée par construction a été
mise en culture afin de multiplier nos plasmides recombinants. Les plasmides ont ensuite été extraits et
envoyés a la société Eurofins MWG Operon pour étre s€quencés afin de s’assurer qu’il n’y ait pas eu de

modification de séquences des inserts.

Les deux constructions plasmidiques validées par le séquencage ont été introduites dans la souche de
levure WAT11 selon la méthode appelée « a I’acétate de lithium » décrite dans le chapitre « Matériel et
Meéthodes ». Pour chaque construction plasmidique, quatre colonies de levures transformées sont isolées,
puis mises en culture dans un milieu SGI, aliquotées par 1 ml et stockées a — 80 °C dans un milieu

additionné de 30 % de glycérol.

Dans notre laboratoire, 1’expression hétérologue de P450s végétaux dans le systeme levure est une
technique bien maitrisée et de routine. Le principe de cette méthode est décrit dans le chapitre « Matériel
et Méthodes ». L expression hétérologue de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 a été réalisée avec une période

de croissance de 24 h a 28 °C suivie d’une période d’induction de 16 h a 18 °C. A ’issue de I’induction,
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les levures ont été lysées par agitation mécanique et les microsomes ont été préparés comme cela est
décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Des aliquots de 200 pul ont été préparés et stockés a —

20 °C en vue de réaliser ultérieurement un criblage métabolique.

Avant d’initier un criblage fonctionnel il est nécessaire de s’assurer que la protéine a été correctement
synthétisée dans le milieu de culture. Pour cela plusieurs approches ont été décrites. La premiere
technique historiquement décrite par Omura et Sato (Omura and Sato, 1964) concerne 1’établissement
de spectres différentiels au CO en incubant les microsomes avec un agent réducteur (dithionite de
sodium) et en présence/absence de monoxyde de carbone. Si un pic d’absorbance est détecté a 450 nm,
la protéine est considérée comme exprimée et fonctionnelle, alors que si un pic d’absorbance est détecté

a 420 nm, la protéine est considérée comme en cours de dégradation voire déja dégradée.

Maheureusement, le niveau d’expression des protéines P450s est souvent relativement faible.
L’établissement de spectres différentiels au CO devient souvent une gageure et dans certains cas, méme
si aucun pic d’absorbance n’est détecté a 420 ou 450 nm, la protéine peut tout de méme étre exprimée
et active. Nous avons donc décidé de vérifier la production de nos protéines d’intérét dans le systéme
levure en utilisant une approche plus sensible par une technique de western blot en utilisant des anticorps
spécifiques d’un motif poly histidine. Ce motif constitué de 6 histidines n’est pas présent sur les
séquences de P450s sauvages. Nous 1’avons rajouté artificiellement a I’extrémité C terminale du géne
en amont du codon STOP en utilisant des amorces de PCR spécifiques. Les protéines contenues dans
nos préparations de microsomes ont été séparées selon leur poids moléculaire apparent par une
électrophoreése en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes comme cela est décrit dans le
chapitre « Matériel et Méthodes ». Deux colonies ont été testées par construction et les microsomes de
levure transformées avec le vecteur vide ont servi de contrdle négatif. Le contenu du gel a ensuite été
transféré sur une membrane afin de réaliser un western blot avec des anticorps spécifiques du motif 6 X

Histidines. La révélation a été réalisée avec un mélange de NBT/BCIP.

Aucune bande n’est révélée pour les levures transformées avec le vecteur vide (Figure 51-A et B, p. 170,
puits 3). Les microsomes préparés a partir de deux colonies de levure WATI11 exprimant CYP71AZ4
produisent la protéine d’intérét (Figure 51-A, p. 170, puits 1 et 2), mais il semble que la protéine soit
plus exprimée dans la premiere colonie (Figure 51-A, p. 170, puits 1) que dans la deuxieme (Figure 51-
A, p. 170, puits 1). De la méme maniere, CYP71AZ3 est exprimée dans les deux colonies de levure
testées, mais c’est dans la deuxiéme colonie (Figure S1-A, p. 170, puits 2) que son expression est la plus

forte. Les deux protéines ont une taille légerement supérieure a 49 kDa ce qui correspond au poids
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moléculaire théorique attendu. Pour la suite des expérimentations, nous avons choisi de partir des
colonies de levures présentant le signal le plus intense (la colonie n°1 de levure WAT11 exprimant

CYP71AZA4 et la colonie n°2 de levure WAT11 exprimant CYP71AZ3).

120 kDa

85 kDa

50 kDa

50 kDa
35 kDa

35 kDa
25 kDa

25 kDa

20 kDa 20 kDa

Figure 51 : Détection de la production des protéines CYP71AZ4 (A) et CYP71AZ3 (B) dans le systeme
levure WAT11 par western blot apres séparation en SDS-PAGE en comparaison avec le marqueur de
taille Prestained Protein Molecular Weight Marker (ready-to-use) (Fermentas).

2.4.2 Caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 in vitro

2.4.2.1 Criblage fonctionnel

En vue de déterminer la fonction de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 de panais, un criblage métabolique a été
réalisé sur un large panel de molécules disponibles au laboratoire. Une premiere série de tests de
métabolisation a été réalisée sur des furanocoumarines linéaires et angulaires (30 composés au total)
incluant majoritairement des intermédiaires de la synthése de furanocoumarines, mais également des

dérivés (Figure 52, p. 172).
Les incubations ont été réalisées dans un volume final de 100 ul conteant 76 pl de tampon NaPi 0,1 M

pH 7,5, 200 uM de substrat, les microsomes et 1 mM de NADPH. Les mémes incubations ont été

effectuées en absence de cofacteur. Afin de vérifier qu’une métabolisation de molécule n’est pas
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effectuée par des protéines endogenes des levures, nous avons en parallele réalisé les mémes incubations
avec des microsomes préparés a partir de levures transformées avec le vecteur pYeDP60 vide. Les
réactions ont été effectuées a 28 °C pendant 30 min sous agitation a 200 rpm puis stoppées par 1’ajout
de 37,5 ul d’acétonitrile/HCI (99/1). Les milieux réactionnels ont ensuite été centrifugés a 10 000 g

pendant 30 min et les surnageants ont été prélevés et analysés par HPLC.

Le criblage métabolique réalisé avec des furanocoumarines a permis de détecter la formation d’un
produit lorsque des microsomes de levures exprimant CYP71AZ4 sont incubés en présence de
psoraleéne et de NADPH (Figure 53-A, p. 173). Ce produit formé n’apparait qu’en présence de NADPH
(Figure 53-A, p. 173) et n’est pas produit lorsque 1’on incube des microsomes de levure transformées
avec le vecteur pYeDP60 vide (en absence ou en présence de cofacteur). Le produit ainsi formé
possede le méme temps de rétention que le xanthotoxol (23,52 min) et le méme spectre d’absorption
(250 nm — 380 nm) caractérisé par deux longueurs d’onde maximale & 267 nm et 308 nm (Figure 53-B
et C, p. 173). Le produit formé a ensuite été analysé en LC-MS/MS en mode ionisation positive (M-H)*
afin de confirmer son identité selon la méthode décrite dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Cette
analyse a montré que le produit formé possede le méme temps de rétention en LC que le standard
xanthotoxol. De plus, le spectre de fragmentation du produit formé est parfaitement identique a celui de
la molécule standard xanthotoxol (masse totale de 202 g/mol avec des pics majoritaires de fragmentation
a 130, 146, 158, 174 et 184) (Figure 53-B et C, p. 173). Ces résultats permettent donc de confirmer
que le produit formé lorsque I’on incube des microsomes de levure exprimant CYP71AZ4 avec

du psoralene en présence de cofacteur est bien du xanthotoxol (8-hydroxypsoralene).
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A. Furanocoumarines linéaires

Déméthylsubérosine
*m
HO (o] o]
Psoraléne
I
o o o
Bergapténe

200!
o o ~o

5-hydroxyxanthotoxine

o4

/ =
= o o
OMe
Cnidiline /%\
0
/ ~—
o 0 0

OMe
Isoimpératorine

7 =

o 0" 0

(+)-Marmésine

H(’))j‘ G
B 5 o o
Bergaptol
OH
7 =
© (o i+

Xanthotoxine
/ =~
° or O
oMe

8-hydroxybergapténe

OMe

Phelloptérine  §"*
/ =

u]

TJ

Bergamottine

o/\)\/\ﬂl\
L
o 0 s}

B. Furanocoumarines angulaires

Osthénol

Pimpinelline

(+)-Columbianétine

Angélicine

5-hydroxymarmeésine

oH
e, B
H o 07 "0

Xanthotoxol
73 i
o 07 0
OH

Isopimpinelline
OMe
i =
o (s] [s]
OMe
5,8-dihydroxypsoraléne
OH
.
o 0 0
OH
Impératorine =
o (=] (=}

7

8-méthylpsoraléne

0TNF o g

tHy

5,6-dihydroxyangélicine

‘ =k g
o & 0 o]
H™
OH

Isobergaptol

l\\
o’ >F To Yo

Sphondinol

OH
HO SN
O O O

Sphondine

OMe OH MeO
- DS Effl
= S
o Yo
o Q
od_’ 0 o] o o 0_,_,_ 4 B
Isobergapténe 6-isopentényloxyisobergapténe

Hératomine Lanatine
=
- \Q \q
(8]

OMe
o o "o o 0”70 OE:Q\: 0 o

Figure 52 : Liste des furanocoumarines linéaires (A) et angulaires (B) utilisées pour le premier criblage
métabolique réalisé avec CYP71AZ3 et CYP71AZA.
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Figure 53 : Détection de la formation de xanthotoxol a partir du psoralene catalysée par CYP71AZ4.
A : Détection en HPLC du produit de la métabolisation du psoraléne en xanthotoxol. En rouge : avec NADPH, en
noir : méme incubation sans NADPH. B : Spectre d’absorbance et spectre de masse en mode ionisation positive
(M-H)* du standard xanthotoxol. C : Spectre d’absorbance et spectre de masse en mode ionisation positive (M-
H)* du produit formé par CYP71AZ4 en présence de psoralene.

Malheureusement, le criblage métabolique effectué¢ avec les furanocoumarines n’a pas permis de
détecter de produit formé dans le cas de microsomes exprimant CYP71AZ3. Nous avons donc décidé
d’¢élargir le panel des molécules testées et nous avons choisi de réaliser dans un deuxiéme temps des
tests de métabolisation avec toutes les coumarines disponibles au laboratoire (22 composés), 1’acide
cinnamique et quelques un de ses dérivés (3 composés), deux flavonoides et une furoquinoline alcaloide
(Figure 54, p. 174). Les incubations ont été réalisées dans les mémes conditions que lors des tests de

métabolisation réalisés avec des furanocoumarines.
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Figure 54 : Liste des substrats utilisés au cours du deuxie¢me criblage métabolique réalisé avec
CYP71AZ3 et CYP71AZA. (A) : Coumarines, (B) : Acide cinnamique et ses dérivés hydroxylés, (C) :

Flavonoides, (D) : Furoquinoline alcaloides.
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Ce deuxiéme criblage métabolique a permis de mettre en évidence la métabolisation de 4 substrats qui
conduisent a la formation de 5 produits lorsque des microsomes exprimant CYP71AZ4 sont incubés en
présence de NADPH et de 4 coumarines : scopolétine, 7-méthoxycoumarine, 6-méthoxycoumarine
et 7-méthoxy 3-méthylcoumarine. Ces métabolisations n’apparaissent qu’en présence de NADPH et
lorsque I’on incube des microsomes de levure transformées avec le vecteur pYeDP60 vide en présence

ou en absence de cofacteur, aucun produit n’est formé.

CYP71AZA4 et métabolisation de coumarines

Lorsque des microsomes de levures exprimant CYP71AZ4 sont incubées en présence de scopolétine et
de NADPH, le produit ainsi formé possede le méme temps de rétention que la fraxétine (19,01 min)
(Figure 55-A, p. 176). De plus, le produit formé possede le méme spectre d’absorption (270 nm — 390
nm) que la fraxétine avec un maximum d’absorption détecté a 338 nm (Figure 55-B et C, p. 176). Le
produit a été analysé en LC-MS/MS et les résultats indiquent qu’il posséde le méme de temps de
rétention que le standard fraxétine et que son spectre de fragmentation est identique a celui de la
molécule standard fraxétine avec une masse totale de 208 g/mol avec des pics de fragmentation

majoritaires a 148, 162, 180 et 193 (Figure 55-B et C, p. 176).

De la méme maniere, lorsque des microsomes de levure exprimant CYP71AZ4 sont incubés en présence
de 7-méthoxycoumarine (herniarine) et de NADPH, un produit est formé (Figure 56-A, p. 177). Ce
produit possede le méme temps de rétention (21,59 min) (Figure 56-A, p. 177) et le méme spectre
d’absorption que la daphnétine 7-méthyléther (250 nm — 375 nm, avec deux maxima d’absorption
détectés a 260 nm et 320 nm) (Figure 56-B et C, p. 177). Le produit formé a partir de la 7-
méthoxycoumarine a également été analysé en LC-MS/MS et les résultats obtenus montrent que ce
produit possede les mémes caractéristiques que le standard daphnétine 7-méthyléther avec un temps de
rétention (16,33 min) et un spectre de fragmentation identiques (masse totale de 192 g/mol avec des pics

de fragmentation majoritaires a 133, 148, 160 et 177) (Figure 56-B et C, p. 177).
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Figure 55 : Détection de la formation de fraxétine a partir de la scopolétine catalysée par CYP71AZ4.
A : Détection en HPLC du produit de la métabolisation de la scopolétine en fraxétine. En rouge : avec NADPH,
en noir : méme incubation sans NADPH. B : Spectre d’absorbance et spectre de masse en mode ionisation positive
(M-H)* du standard fraxétine. C : Spectre d’absorbance et spectre de masse en mode ionisation positive (M-H)*
du produit formé par CYP71AZA4 en présence de scopolétine.
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Figure 56 : Détection de la formation de daphnétine 7-méthyléther a partir de la 7-méthoxycoumarine
catalysée par CYP71AZA4. A : Détection en HPLC du produit de la métabolisation de la 7-méthoxycoumarine
en daphnétine 7-méthyléther. En rouge : avec NADPH, en noir : méme incubation sans NADPH. B : Spectre
d’absorbance et spectre de masse en mode ionisation positive (M-H)* du standard daphnétine 7-méthyléther. C :

Spectre d’absorbance et spectre de masse en mode ionisation positive (M-H)* du produit formé par CYP71AZ4
en présence de 7-méthoxycoumarine.

177



Résultats — Chapitre 2 : Etude et caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ chez P. sativa

uv r}
400 000 — Mot .t x
| L,

|
6-méthoxycoumarine
300 000 —
el
200 000 —
100 000= prodf|t 4
e ] &

T T T T T T T
19 20 21 22 23 24 25 26 27 min
& J
8001 345 15 345
700 N
[ 12,5-
600} f

o] MeO x 10-
4001 97/ | 7571 208
s0{ 7 | HO 0" %0 ~

200 / |

100+ scopolétine

\ Produit 4
o N 0 "
250 300 350 400 nm 250 300 350 400 nm
intensité 133,01 intensité e

20 000-| !
500001 17 500
40000+ 15 000

12 5004
30 000+

165,00 10 000+ 165,01
20 000 7 500
4B 177,98 5000 149,03 178,01
10 000
193,02 sl 193,04
0 | L 0
50 100 150 200 M/z 50 100 150 200 M/z

Figure 57 : Détection de la formation de la scopolétine a partir de la 6-méthoxycoumarine catalysée par
CYP71AZA. A : Détection en HPLC du produit de la métabolisation de la 6-méthoxycoumarine en scopolétine.
En rouge : avec NADPH, en noir : méme incubation sans NADPH. B : Spectre d’absorbance et spectre de masse
en mode ionisation positive (M-H)* du standard scopolétine. C : Spectre d’absorbance et spectre de masse en mode
ionisation positive (M-H)* du premier produit formé par CYP71AZ4 en présence de 6-méthoxycoumarine.

L’incubation de microsomes de levure exprimant CYP71AZ4 en présence de NADPH avec la 6-

méthoxycoumarine conduit a 1’apparition de deux produits ayant des temps de rétention différents.

Le premier composé formé posseéde le méme temps de rétention (20,52 min) (Figure 57-A, p. 178) ainsi

que le m&me spectre d’absorption que la scopolétine (269 nm — 390 nm, avec deux maxima d’absorption
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détectés a 297 nm et 345 nm) (Figure 57-B et C, p. 178). L’analyse de ce composé en LC-MS/MS a
permis de confirmer la nature exacte du produit formé qui possede un temps de rétention (16,16 min) et
un spectre de fragmentation (masse totale de 192 g/mol avec des pics de fragmentation majoritaires a
132, 148, 164 et 177) identiques a celui du standard commercial de la scopolétine (Figure 57-B et C, p.
178). Le premier produit formé par CYP71AZ4 en présence de NADPH et de 6-méthoxycoumarine est

donc de la scopolétine.
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Figure 58 : Détection du deuxieme produit de la conversion de la 6-méthoxycoumarine catalysée par
CYP71AZA. A : Détection en HPLC du deuxiéme produit de la métabolisation de la 6-méthoxycoumarine. En
rouge : avec NADPH, en noir : méme incubation sans NADPH. B : Spectre d’absorbance et spectre de masse en
mode ionisation positive (M-H)* du deuxieme produit formé par CYP71AZ4 en présence de 6-méthoxycoumarine.

En ce qui concerne le deuxieme produit formé a partir de la 6-méthoxycoumarine, il posséde un temps

de rétention de 22,56 min lors de I’analyse par HPLC (Figure 58-A, p. 179). Ce produit posséde un

179



Résultats — Chapitre 2 : Etude et caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ chez P. sativa

spectre d’absorption de 250 nm a 395 nm avec un maximum d’absorption détecté & 297 nm (Figure 58-
B, p. 179). Néanmoins, ces temps de rétention et spectre d’absorption ne correspondent a aucun des
substrats testés lors de notre criblage. Nous avons donc décidé d’analyser ce deuxieme produit formé a
partir de la 6-méthoxycoumarine par LC-MS/MS afin d’identifier plus précisément la nature du produit
formé. Cette analyse a permis de confirmer que le produit formé a une masse de 192 g/mol (avec des
pics de fragmentation majoritaires a 132, 148, 164 et 177), ce qui correspond a une hydroxylation de la
6-méthoxycoumarine (Figure 58-B, p. 179). Nous avons également analysé par LC-MS/MS tous les
substrats disponibles au laboratoire ayant une masse de 192 g/mol (5,7-dihydroxy-4-méthylcoumarine,
scopolétine et daphnétine-7-méthyléther). Malheureusement, aucune de ces molécules ne possede les
mémes caractéristiques (temps de rétention, spectre d’absorption, spectre de masse) que le produit
formé. L’analyse en LC-MS/MS n’a donc pas permis de mettre en évidence la nature exacte du produit
formé et la position de I’hydroxylation reste a déterminer. CYP71AZ4 est donc capable, en présence de
NADPH, d’hydroxyler la 6-méthoxycoumarine en deux positions différentes conduisant a la formation
de scopolétine et d’un produit dont la nature exacte reste a déterminer. Ce produit inconnu pourrait
vraisemblablement étre la 6-méthoxy-8-hydroxycoumarine, mais cette hypotheése devra étre confirmée

par des analyses RMN.

Enfin, lorsque 1’on incube des microsomes de levure exprimant CYP71AZ4 en présence de NADPH
avec de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine, un produit apparait. Ce produit présente un temps de rétention
de 24,67 min (Figure 59-A, p. 181) et un spectre d’absorption de 250 nm & 379 nm avec deux maxima
d’absorption détectés a 261 nm et 319 nm (Figure 59-B, p. 181). Néanmoins, il n’a pas été possible de
corréler ce temps de rétention et ce spectre d’absorption avec ceux des molécules disponibles au
laboratoire. Nous avons donc analysé ce composé en LC-MS/MS et les résultats obtenus indiquent que
ce produit présente un temps de rétention de 19,18 min. Cette analyse a montré que le produit formé
possede une masse de 206 g/mol avec des pics de fragmentation majoritaires a 146, 163, 174 et 191, ce
qui correspond a une hydroxylation de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine (Figure 59-B, p. 181). Nous
avons également analysé en LC-MS/MS tous les substrats disponibles au laboratoire ayant une masse
de 206 g/mol (daphnétine diméthyléther, scoparone et limettine), mais aucune de ces molécules ne
possede les mémes caractéristiques (temps de rétention, spectre d’absorption, spectre de masse) que le
produit formé. La position exacte de 1’hydroxylation de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine reste donc a
déterminer par des analyses RMN. CYP71AZ4 est donc également capable d’hydroxyler la 7-méthoxy

3-méthylcoumarine.
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Ces résultats indiquent donc que CYP71AZA4, en plus de sa capacité a synthétiser du xanthotoxol a partir
de psoralene est également en mesure de métaboliser différentes coumarines (scopolétine, 7-
méthoxycoumarine, 6-méthoxycoumarine, 3-méthyl,7-méthoxycoumarine) avec visiblement une

efficacité différente.
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Figure 59 : Détection du produit de la conversion de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine catalysée par
CYP71AZA. A : Détection en HPLC du produit de la métabolisation de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine par
CYP71AZA4. En rouge : avec NADPH, en noir : méme incubation sans NADPH. B : Spectre d’absorbance et
spectre de masse en mode ionisation positive (M-H)* du produit formé par CYP71AZ4 en présence de 7-méthoxy
3-méthylcoumarine.

CYP71AZ3 et métabolisation de coumarines

Les tests de métabolisation effectués avec des microsomes de levure exprimant CYP71AZ3 ont permis

de mettre en évidence la formation d’un produit en présence d’esculétine et de cofacteur (Figure 60-A,
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p- 182). Ce produit formé n’apparait qu’en présence de NADPH (Figure 60-A, p. 182) et n’est pas
produit lorsque ’on incube des microsomes de levure transformées avec le vecteur pYeDP60 vide (en
absence ou en présence de cofacteur). Le produit ainsi formé possede un temps de rétention de 18,76
min et un spectre d’absorption de 230 a 380 nm avec un maximum d’absorption détecté a 330 nm (Figure
60-B, p. 182). Le produit formé a été analysé par LC-MS/MS afin de déterminer son identité selon la
méthode décrite dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Cette analyse a montré que le produit formé
(16,25 min) présente une masse totale de 196 g/mol avec des pics majoritaires de fragmentation a 138,
148, 150, 162 et 166 ce qui correspond a une hydroxylation de 1’esculétine (Figure 60-B, p. 182). Il n’a
pas été possible de comparer ce spectre de masse avec ceux des molécules disponibles au laboratoire,
car aucune des molécules disponibles ne posséde une masse de 196 g/mol. La position de 1’esculétine
ou s’effectue 1’hydroxylation reste donc a déterminer par une analyse RMN.

Néanmoins, ces résultats démontrent que CYP71AZ3 est capable d’hydroxyler I’esculétine.
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Figure 60 : Détection du produit de la conversion de I’esculétine catalysée par CYP71AZ3. A : Détection
en HPLC du produit de la métabolisation de 1’esculétine par CYP71AZ3. En rouge : avec NADPH, en noir : méme
incubation sans NADPH. B : Spectre d’absorbance et spectre de masse en mode ionisation positive (M-H)* du
produit formé par CYP71AZ3 en présence d’esculétine.
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2.4.2.2 Détermination des constantes cinétiques de CYP71AZ3 et CYP71AZ4

Le criblage métabolique réalisé avec la totalité des substrats disponibles au laboratoire a donc permis de
mettre en évidence plusieurs substrats pour CYP71AZ4 (psoraléne, scopolétine, 7-méthoxycoumarine,
6-méthoxycoumarine et 7-méthoxy 3-méthylcoumarine), alors que ’esculétine est le seul substrat
métabolisé par CYP71AZ3. Afin de réaliser la caractérisation enzymatique de ces deux enzymes, les
conditions optimales de pH et de température sont déterminées dans un premier temps. Puis, la
détermination des parametres de la linéarité des réactions ainsi que les constantes cinétiques de ces deux
enzymes par rapport a leurs substrats seront identifiées. Enfin, une recherche d’inhibition compétitive

de CYP71AZ3 et CYP71AZA4 vis-a-vis des coumarines et des furanocoumarines sera initiée.

2.4.2.2.1 Détermination du pH optimal d’activité

Afin de mesurer le pH optimal d’activité de CYP71AZ3 et CYP71AZ4, des milieux réactionnels ont été
préparés comme cela a été décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes » excepté pour le pH du tampon
NaPi 0,1 M. Une gamme de pH du tampon NaPi s’étendant de 5,8 2 8,0 (5,8 ;6;6,2;6,4;6,6;6,8;
70 ;72 ;74 ;7,6 ;7.8 et 8) aété utilisée pour réaliser les différentes incubations. Tous les autres
parametres réactionnels restent inchangés et les incubations ont été réalisées comme cela a été décrit
précédemment. La détermination du pH optimal d’activité de CYP71AZ3 et de CYP71AZ4 a été
réalisée respectivement avec 1’esculétine et le psoralene. Toutes les réactions ont été réalisées en

triplicats.

CYP71AZA présente une activité sur toute la gamme de pH testée et son optimum d’activité est obtenu
a pH 7,3 (Figure 61, p. 184). De la méme maniere, une activité est détectée pour CYP71AZ3 pour la
gamme de pH testée, mais I’optimum de pH n’a pas été atteint avec le pH le plus élevé testé (pH 8,0)

(Figure 62, p. 184).

183



Résultats — Chapitre 2 : Etude et caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ chez P. sativa

Quantité de xanthotoxol formé (en pmol)
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Figure 61 : Détermination du pH optimum pour I'activité de la psoralene 8-monooxygénase.
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Figure 62 : Détermination du pH optimum d’activité de CYP71AZ3 en présence d'esculétine. Les aires
de produit formé ont été mesurées a 330 nm.

2.4.2.2.2 Détermination de la température optimale d’activité

Les températures optimales d’activité pour CYP71AZ3 et CYP71AZ4 ont été déterminées en incubant

les différents milieux réactionnels contenant respectivement du psoraléne et de I’esculétine a différentes
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températures (de 15 a 45 °C). Les incubations ont été réalisées a pH 7,5 comme cela a été décrit dans le
chapitre « Matériel et Méthodes ». Toutes les réactions ont été réalisées en triplicats. Les activités
maximales de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 ont été mesurées pour des températures respectivement

comprises entre 25 et 30 °C et entre 25 et 28 °C (Figure 63, p. 185 et Figure 64, p. 185).

Quantité de xanthotoxol formé {en pmol)

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Température (en °C)

Figure 63 : Détermination de la température optimale d'activité de CYP71AZA4 en présence de
psoralene.
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Figure 64 : Détermination de la température optimale d'activité de CYP71AZ3 en présence d'esculétine.
Les aires de produit formé ont été mesurées a 330 nm.
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2.4.2.2.3 Linéarité de la réaction

Afin de déterminer la linéarité des réactions catalysées par CYP71AZ3 et CYP71AZA4, des milieux
réactionnels, contenant les différents substrats de ces enzymes, ont été préparés comme cela a été décrit
dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». La linéarité des réactions a été€ mesurée pour les deux enzymes
sur une période de temps de 30 min. La formation des différents produits par CYP71AZ4 est linéaire
pendant 2 min 30 sec (Figure 65 a Figure 70, p. 186 a p. 188). La formation de xanthotoxol, de
daphnétine 7-méthyléther et du produit de métabolisation de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine
décroissent par la suite pour atteindre un plateau apres 20 min de réaction (Figure 65 p. 186, Figure 67
p. 187 et Figure 70 p. 188). La formation de fraxétine, scopolétine et du deuxieme produit formé a partir
de la 6-méthoxycoumarine décroissent également apres 2 min 30 sec, mais le plateau de la réaction n’est
pas encore atteint apreés 30 min de réaction (Figure 66 p. 187, Figure 68 p. 187 et Figure 70 p. 188).
Concernant CYP71AZ3, la formation du produit a partir de 1’esculétine est linéaire sur une période de

30 min (Figure 71, p. 188).
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Figure 65 : Accumulation de xanthotoxol a partir de psoralene par CYP71AZ4 en fonction du temps.
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Figure 66 : Accumulation de fraxétine a partir de scopolétine par CYP71AZA4 en fonction du temps.
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Figure 67 : Accumulation de daphnétine 7-méthyléther a partir de 7-méthoxycoumarine par CYP71AZ4

en fonction du temps.
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Figure 68 : Accumulation de scopolétine a partir de 6-méthoxycoumarine par CYP71AZ4 en fonction

du temps.
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Figure 70 : Accumulation du produit formé par CYP71AZ4 a partir de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine
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2.4.2.2.4  Constantes cinétiques

Les conditions d’activité optimales définies précédemment pour CYP71AZ3 et CYP71AZ4 ont été
utilisées afin de déterminer les constantes enzymatiques de ces deux enzymes. Les réactions sont
conduites dans 76 ul de tampon NaPi pH 7,5 a 0,1 M contenant 200 uM de NADPH et une gamme de
concentrations en substrats (de 0,1 a 200 uM). Les incubations ont été réalisées a 28 °C sous agitation a
200 rpm pour CYP71AZ4 et CYP71AZ3 respectivement pendant 1 min 30 sec et 20 min. Les réactions
ont ensuite été stoppées par I’ajout de 37,5 pL d’acétonitrile/HC1 (99/1). Chaque réaction a été réalisée
en triplicats. Les résultats ainsi obtenus représentent la moyenne des triplicats et révelent des courbes
aux allures d’hyperboles qui sont caractéristiques des enzymes de type Michaeliennes (CYP71AZ4 :

Figure 72 a Figure 77 p. 190 a p. 191; CYP71AZ3 : Figure 78 p. 192).

Enzyme Substrat Produit K., (uM)
- CYP71AZ3  Esculétine ~~ Inconnu  2486+519
Psoraléne Xanthotoxol 2,1+0,3
Scopolétine Fraxétine 762,2 + 586,4
7-méthoxycoumarine Daphnétine 7-méthyléther 72,5+ 15,2
CYP71AZ4 6-méthoxycoumarine Scopolétine 9,5+1,5
6-méthoxycoumarine Inconnu 44,8 +16,3
7-méthoxy 3-méthylcoumarine Inconnu 159,9 +41,1

Tableau 17 : Constantes d'affinités de CYP71AZ3 et de CYP71AZ4 calculées a I’aide du logiciel
Sigmaplot.

Les constantes d’affinité (K,,) de CYP71AZ3 pour I’esculétine et de CYP71AZ4 pour ses cing substrats
(psoraléne, scopolétine, 6-méthoxycoumarine, 7-méthoxycoumarine et 7-méthoxy 3-méthylcoumarine)
ont ensuite été déterminées a partir des courbes obtenues a 1’aide du logiciel Sigmaplot et sont
représentées dans le Tableau 17 (p. 189). D’aprés les résultats obtenus, le substrat préférentiel de
CYP71AZ4 est le psoralene avec un K, de 2,1 + 0,3 uM, puis la 6-méthoxycoumarine, la 7-
méthoxycoumarine, la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine et enfin la scopolétine. Le K, pour CYP71AZ3
et I’esculétine est de 248,6 + 51,9 uM. Etant donné que cette constante d’affinité est assez élevée, il est

vraisemblable que I’esculétine ne soit pas le substrat préférentiel de CYP71AZ3.
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Figure 72 : Quantité de xanthotoxol formé par CYP71AZ4 en fonction de la concentration en psoraléne.
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Figure 73 : Quantité de fraxétine formée par CYP71AZ4 en fonction de la concentration en scopolétine.
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Figure 74 : Quantité de daphnétine 7-méthyléther formée par CYP71AZ4 en fonction de la
concentration en 7-méthoxycoumarine.
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Figure 75 : Quantité de scopolétine formée par CYP71AZA4 en fonction de la concentration en 6-

méthoxycoumarine.
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Figure 76 : Quantité de produit inconnu formé par CYP71AZ4 en fonction de la concentration en 6-

méthoxycoumarine.
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Figure 77 : Quantité de produit inconnu formé par CYP71AZ4 en fonction de la concentration en 7-
méthoxy 3-méthylcoumarine.
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Figure 78 : Quantité de produit inconnu formé par CYP71AZ3 en fonction de la concentration en
esculétine.

2.4.2.2.5 Recherche d’une inhibition compétitive de CYP71AZ3 et

CYP71AZA4 par des coumarines et furanocoumarines

Une recherche d’inhibition compétitive de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 par des coumarines et des
furanocoumarines a été initiée en incubant 20 ul de microsomes de levure exprimant respectivement ces
deux enzymes pendant 30 minutes a 28 °C en présence de 200 uM de NADPH, 100 uM d’esculétine ou
de psoraléne et 100 uM d’inhibiteur. Des réactions similaires ont été effectuées en remplacant la solution
contenant I’inhibiteur par une solution de DMSO (qui est le solvant utilisé pour préparer les solutions
d’inhibiteurs) afin de constituer un témoin négatif. Un total de 13 coumarines, 15 furanocoumarines et
une furoquinoline alcaloide a été testé pour CYP71AZ3 et 8 coumarines, 12 furanocoumarines et une
furoquinoline ont été testées comme inhibiteur pour CYP71AZ4. Les activités obtenues apres
incubations de CYP71AZ4 avec du psoraléne et de CYP71AZ3 avec de I’esculétine en absence
d’inhibiteur constituent les témoins de cette expérience d’inhibition et sont considérés comme ayant une
activité relative de 100 %. Les résultats de la recherche d’inhibiteurs de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 sont
représentés dans le Tableau 18 (p. 193).
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Inhibiteur CYP71AZ3 CYP71AZ4
' 6-méthoxycoumarine ~ 100% /
7-méthoxycoumarine 94,09 % /
Coumarine 76,38 % /
Daphnétine 30,06 % 69,63 %
Daphnétine 7-méthyléther 95,46 % 88,28 %
Daphnétine diméthyléther 100 % /
Esculétine / 57,91 %
Fraxétine 16,45 % 70,81 %
Isoscopolétine 100 % 81,50 %
Limettine 100 % 78,24 %
Osthole 95,62 % 59,21 %
Scoparone 97,65 % /
Scopolétine 100 % /
Umbelliférone 89,90 % 87,78 %
Angélicine 100 % 82,32 %
Bergaptol 95,10 % 89,94 %
Bergaptene 100 % 95,18 %
Déméthylsubérosine 100 % 91,76 %
Isobergaptol 100 % 70,26 %
Isobergaptene 100 % 99,11 %
Isopimpinelline 95,69 % 93,46 %
Marmésine 99,77 % 77,43 %
Osthénol 99,68 % /
Pimpinelline 100 % 94,29 %
Psoralene 100 % /
Sphondine 100 % 92,74 %
Sphondinol 100 % /
Xanthotoxine 100 % 100 %
Xanthotoxol 84,90 % /
Dictamnine 100 % 82,17 %
Sans inhibiteur 100 % 100 %

Tableau 18 : Recherche d'inhibition compétitive des coumarines et furanocoumarines sur CYP71AZ3
et CYP71AZA. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'activité résiduelle par rapport au témoin sans
inhibiteur.

Parmi toutes les molécules testées, seules la daphnétine et la fraxétine démontrent une forte activité

inhibitrice de CYP71AZ3 avec respectivement 30,06 et 16,45 % d’activité résiduelle par rapport au
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témoin sans inhibiteur (Tableau 18, p. 193). De la méme maniere, les molécules qui démontrent les plus
fortes activités inhibitrices de CYP71AZ4 sont deux coumarines : I’osthole (59,21 % d’activité
résiduelle) et I’esculétine (57,91 % d’activité résiduelle). Ces résultats restent néanmoins des résultats
préliminaires et nécessitent d’étre complétés par des mesures de constantes cinétiques de CYP71AZ3 et
CYP71AZ4 en présence de leurs inhibiteurs & différentes concentrations afin de vérifier que 1’addition
de I’inhibiteur modifie bien 1’affinité de ’enzyme pour son substrat sans changer la vitesse d’activité
maximale qui sont des propriétés caractéristiques d’une inhibition compétitive. Si D’inhibition
compétitive est confirmée par des expériences ultérieures, cela démontrera que ces substrats sont

capables de rentrer dans le site actif de ces deux enzymes.

2.5 Caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 in vivo

Les premiers résultats obtenus « in vitro » indiquent que CYP71AZ4 est impliqué dans 1’hydroxylation
de plusieurs substrats (psoralene, scopolétine, 6-méthoxycoumarine, 7-méthoxycoumarine et 7-méthoxy
3-méthylcoumarine), alors que CYP71AZ3 est capable d’hydroxyler uniquement I’esculétine. Afin de
démontrer que ces fonctions ne sont pas artéfactuelles, mais bien représentatives de ce qui se passe in
planta, CYPT1AZ3 et CYP71AZ4 a été exprimé chez N. benthamiana, une plante qui, a 1’état naturel,
n’est pas capable de synthétiser du psoraléne, de la 6-méthoxycoumarine, de la 7-méthoxycoumarine et

de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine.

2.5.1 Expression transitoire de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 dans un systeme

d’expression in planta : N. benthamiana

Le systéme d’expression transitoire chez N. benthamiana, déja décrit dans la littérature (Sparkes et al.,
20006), est utilisé et a été optimisé au sein de notre laboratoire pour 1’expression de prényltransférases et
de dioxygénases. Des tests préliminaires ont été réalisés au laboratoire par le Dr Alexandre Olry pour

tenter d’exprimer des enzymes de la famille des P450s.

2.5.1.1 Test préliminaire avec CYP71AJ1 et ’ATR1 d’A. thaliana

Le P450 utilis¢ pour optimiser la méthode d’expression transitoire chez le tabac est CYP71AJl, isolé
chez A. majus et qui code la psoralene synthase. Dans un premier temps, la séquence codante de
CYP71AlJ1 contenue dans le pCR8/TOPO/GW a été transférée par LR recombinaison dans le plasmide
binaire pBIN_GW® comme cela est décrit dans le chapitre « Matériel et méthodes ». Des agrobactéries

ont ensuite été transformées avec le plasmide recombinant, sélectionnées sur milieu sélectif contenant
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de la kanamycine et de la rifampicine, puis mises en culture pendant 24 heures. En parallele, des
agrobactéries exprimant la protéine pl19 ont également été mises en culture pendant 24 h. Les faces
abaxiales des deuxieme et troisieme feuilles les plus jeunes de N. benthamiana ont été co-infiltrées avec
les inocula bactériens exprimant CYP71AJ1 et la protéine pl19. Quatre jours aprés I’inoculation, les
feuilles ayant été infiltrées ont subi une deuxieme infiltration avec une solution contenant de la
marmésine a 100 pM. Trois heures apres la deuxieme infiltration, les feuilles infiltrées sont broyées a
I’azote liquide et les phénylpropanoides sont extraits comme décrit dans le chapitre « Matériel et
Meéthodes » et les extraits sont analysés en LC-MS/MS. Les résultats obtenus en LC-MS/MS permettent
de confirmer la présence de marmésine dans les feuilles de tabac, néanmoins la production de psoralene

par CYP71AJ1 n’a pas été mise en évidence.

Une optimisation de I’expression transitoire de P450s chez le tabac a été initiée en co-exprimant le P450
avec ’ATR1 d’A. thaliana afin de restaurer la stoechiométrie entre 1’expression du P450 et de la CPR.
Pour cela, le géne codant pour I’ATR1 a été cloné dans le sens direct dans le plasmide pCR8/TOPO/GW,
puis transféré dans le pBIN_GW® par LR recombinaison et les plasmides recombinants ainsi obtenus
ont été utilisés pour transformer des agrobactéries. Le géne CYP71AJ1 a été co-exprimé chez N.
benthamiana avec la protéine pl9 et ’ATR1 d’A. thaliana. Pour cela, trois inocula d’agrobactéries
recombinantes ont été préparés : le premier contient le géne codant de la protéine p19, le deuxieme avec
I’ATR1 et le troisiéme contenant CYP71AJ1. Un premier lot de plantes de tabac a été co-infiltré avec
la protéine p19 et CYP71AJ1 et un deuxieéme lot de N. benthamiana a été co-infiltré avec la protéine
p19, ’ATRI1 et CYP71AJ1 suivant le protocole décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Quatre
jours apres la premiere inoculation, les feuilles des deux lots de plantes ont été infiltrées avec une
solution de marmésine a 100 pM. Trois heures apres la deuxieme inoculation, les feuilles ont été broyées
a I’azote liquide et une extraction de polyphénols a été réalisée. La formation de psoraléne a uniquement
été détectée par LC-MS/MS chez les plantes co-exprimant la protéine p19, ’ATR1 et CYP71AJ1. La
co-expression de I’ATR1 avec un P450 permet donc d’améliorer la fonctionnalité du P450 en assurant

un meilleur transfert d’électron entre la CPR et le P450.

2.5.1.2 Infiltration de CYP71AZ3 et CYP71AZ4

En se basant sur ces résultats préliminaires, nous avons réalisé 1’expression de CYP71AZ3 et
CYP71AZA chez le tabac. Les genes codants pour CYP71AZ3 et CYP71AZA4 contenus initialement
dans le plasmide pCR8/TOPO/TA/GW, ont été introduits dans le plasmide pBIN_GW® par LR

recombinaison. Des agrobactéries A. tumefaciens ont été transformées avec les plasmides recombinants
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obtenus selon le protocole décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Des agrobactéries ont
également été transformées avec le vecteur pBIN_GW® vide afin de constituer un témoin négatif. A
I’image des expérimentations préliminaires, j’ai donc choisi de co-exprimer CYP71AZ3 et CYP71AZ4
avec les génes codants pour la protéine p19 et ’ATR1. Pour cela, cinq inocula bactériens différents ont
été préparés : un premier inoculum d’agrobactéries exprimant CYP71AZ3, un deuxiéme exprimant
CYP71AZA4, un troisiéme inoculum exprimant la protéine p19, un quatriéme exprimant I’ATR1 et un
dernier correspondant au vecteur vide. Puis, j’ai réalisé la co-infiltration de trois lots de plantes de N.
benthamiana selon le protocole décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Le premier lot de
plantes a été co-infiltré avec des agrobactéries exprimant CYP71AZ3, I’ATRI1 et la protéine p19. Le
deuxieme lot de plantes a été co-infiltré avec des agrobactéries exprimant CYP71AZ4, I’ATRI1 et la
protéine p19. Enfin un dernier lot a été co-infiltré avec des agrobactéries exprimant I’ATR1, la protéine

p19 et le vecteur pBIN_GW® vide afin de constituer un controle négatif.

Nous avons décidé d’utiliser deux approches différentes afin de caractériser in planta la fonction de ces
deux enzymes. Dans un premier temps, nous avons réalisé une préparation de microsomes de tabac a
partir des plantes agro-infiltrées et nous avons ensuite effectué un criblage métabolique in vitro. Dans
un second temps, nous avons réalisé une deuxie¢me infiltration des plants de tabac en utilisant un mélange

de différents substrats, puis nous avons extraits les polyphénols.

Préparation de microsomes de tabac et criblage métabolique :

Apres quatre jours de co-infiltration, les feuilles des lots de N. benthamiana co-infiltrées avec
CYP71AZ4,I’ATRI1 et la protéine p19, avec CYP71AZ3,I’ATRI1 et la protéine p19 ainsi que les feuilles
du lot de tabac constituant le contrdle négatif sont prélevées, broyées a ultraturax et une préparation de
microsomes est ensuite effectuée selon la méthode décrite dans le chapitre « Matériel et Méthodes ».
Des incubations dans du tampon NaPi 0,1 M pH 7,5 ont par la suite été effectuées pendant 30 min avec
les trois lots de microsomes avec les différents substrats de ces deux enzymes a 200 uM en présence et
en absence de NADPH. Les réactions ont été stoppées par 1’addition de 37,5 ul d’acétonitrile/HCI (99/1).
Les mélanges réactionnels sont ensuite centrifugés pendant 30 minutes a 10 000 g et les surnageants

sont prélevés et placés dans des vials en vue d’étre analysés en LC-MS/MS.

Co-infiltration avec un mélange de substrats :
En parallele, apres quatre jours de co-infiltration, les feuilles du lot de N. benthamiana co-infiltrées avec
CYP71AZ4,1’ATRI1 et la protéine p19 ainsi que les feuilles du lot de tabac constituant le contrdle négatif

sont a nouveau infiltrées avec un mélange de substrats potentiels (psoraléne, scopolétine, 6-
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méthoxycoumarine, 7-méthoxycoumarine et 7-méthoxy 3-méthylcoumarine) de CYP71AZ4 a 100 uM.
Trois heures apres la seconde infiltration, les feuilles ont été prélevées et broyées a 1’azote liquide en

vue de réaliser une extraction des composés phénylpropanoides.

2.5.2 Extraction des polyphénols et identification par spectrométrie de masse

Les polyphénols ont été extraits a partir des feuilles de tabac agro-infiltrées selon le protocole décrit
dans le chapitre « Matériel et Méthodes », puis analysés par spectrométrie de masse. Plusieurs molécules
ont été recherchées en utilisant un filtre de masse : les différents substrats utilisés ainsi que les masses
des molécules hydroxylées.

Concernant les expériences réalisées a partir de la préparation de microsomes, les cinq substrats de
CYP71AZ4 ainsi que le substrat de CYP71AZ3, I’esculétine, ont été clairement identifiés dans les
échantillons. Néanmoins, cette approche n’a pas permis de détecter une métabolisation que ce soit
pour CYP71AZ3 ou pour CYP71AZA.

La deuxieme expérience réalisée en co-inflitrant les substrats de CYP71AZ4 dans des tabacs co-
infiltrés avec CYP71AZ4, I’ATRI et la protéine p19 n’a pas non plus abouti a une métabolisation. Cette
expérience d’expression transitoire de P450s chez le tabac a été répétée deux fois en utilisant CYP71AJ1

comme controle positif, sans plus de succes. Ce protocole reste donc a étre optimiser.

Cette approche n’a donc pas permis de déterminer si les substrats de ces deux enzymes identifiés in vitro
étaient représentatifs de la réalité physiologique chez le panais ou artéfactuels. J’ai donc décidé de
réaliser une extraction de polyphénols a partir de feuilles de P. sativa 4gés de 2 a 3 mois. Les extraits
ainsi obtenus ont été analysés en LC-MS/MS afin de rechercher les différents substrats identifiés. Les
résultats obtenus indiquent que seuls ’esculétine et le psoraléne sont produits dans des feuilles de

P. sativa.

2.6 Discussion

Les expériences de « differential display » réalisées par 1’équipe du Pr. Matern de ’université de
Marburg sur des cultures cellulaires d’A. majus traitées ou non avec des extraits de Pmg ont permis de
mettre en évidence plusieurs P450s qui pourraient étre impliqués dans la synthese de furanocoumarines
(Hamerski et al., 1990). Parmi les huit séquences candidates identifiées, je me suis plus intéressée dans
ce chapitre a CYP71AZ1 pour qui il existe une corrélation entre I’expression du géne et la synthése de
furanocoumarines (communication personnelle, Kellner, 2008). J’ai donc recherché des membres de

cette sous-famille dans les trois banques d’ ADNc de plantes produisant des furanocoumarines (P. sativa,
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R. graveolens et C. cinereum) dont nous disposons au laboratoire. J’ai identifi¢ plusieurs membres de
CYP71AZ dans la banque d’ADNc de Pastinaca sativa et parmi les différentes séquences candidates,

deux étaient completes : CYP71AZ3 et CYP71AZA.

Pour réaliser la caractérisation fonctionnelle de ces deux candidats potentiels, les protéines ont été
exprimées dans des cellules de S. cerevisiae. Apres vérification de la production de ces deux protéines
par western blot (Figure 51, p. 170), j’ai réalis¢ un criblage métabolique in vitro avec des coumarines,
des furanocoumarines et diverses autres molécules (Figure 52, p. 172 et Figure 54, p. 174). La
caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ3 a permis de mettre en évidence in vitro I’hydroxylation de
I’esculétine en un produit inconnu. CYP71AZ4, quant a lui, présente une spécificité de substrat
beaucoup plus faible et est capable de métaboliser in vitro la métabolisation du psoraléne en xanthotoxol,
de la scopolétine en fraxétine, de la 7-méthoxycoumarine en daphnétine 7-méthyléther, de la 6-
méthoxycoumarine en scopolétine, mais cette enzyme est également capable d’hydroxyler la 7-méthoxy
3-méthylcoumarine et la 6-méthoxycoumarine en un autre produit que la scopolétine. Néanmoins, la
détermination des constantes d’affinité de CYP71AZ4 pour ses différents substrats réalisée in vitro,
indique que le substrat préférentiel de cette enzyme est le psoraléne. Pour CYP71AZ3, un K, tres élevé

semble indiquer que 1’esculétine n’est pas le substrat préférentiel de I’enzyme.

Afin de déterminer quels sont les substrats physiologiques de ces deux enzymes, j’ai tenté¢ d’exprimer
transitoirement ces deux protéines in planta dans des feuilles de N. benthamiana, une plante qui ne
produit pas de furanocoumarines, mais qui synthétise en tres faible quantité de la scopolétine et de
I’esculétine (Costet et al., 2002; Court, 1977). Néanmoins, il n’a pas été possible de détecter les produits
formés in vitro dans les plantes transformées par agro-infiltration. Etant donné que le contrdle positif de
cette expérience (agro-infiltration de bactéries exprimant CYP71AJ1 suivie d’une infiltration de
marmésine) n’a pas permis de détecter la formation de psoraléne, le protocole d’expression transitoire
de P450s dans les feuilles de N. benthamiana est encore a optimiser pour obtenir une procédure
répétable. J’ai donc réalisé une extraction de polyphénols a partir de feuilles de panais afin de rechercher
les substrats de ces deux enzymes identifiés in vitro. Les analyses réalisées en LC-MS/MS indiquent
que seuls le psoraléne et 1’esculétine sont produits dans des feuilles de P. sativa. Ces résultats sont en
adéquation avec les constantes d’affinité mesurées in vitro. On peut donc conclure que CYP71AZ3
hydroxyle I’esculétine et que CYP71AZ4 catalyse la formation de xanthotoxol a partir de psoraléne chez

le panais.
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de reconnaissance du substrat (SRSs) sont encadrées en rouge.
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L’analyse du transcriptome du panais a mis en évidence 1’existence d’autres cytochromes P450 de cette
méme sous-famille. Un projet parallele a cette these a été initié au laboratoire et piloté par le Dr. Sandro
Roselli, en post-doctorat au LAE. Ce projet vise a mettre en place une banque d’ADN génomique de P.
sativa. Ce travail a été réalisé dans le cadre d’un contrat INTERREG et d’une collaboration avec le
CNRGV de Toulouse. En nous basant sur les résultats obtenus dans le cadre de cette caractérisation
fonctionnelle de CYP71AZ3 et CYP71AZ4, nous avons réalisé un criblage de la banque BAC de panais.
Ce travail nous a permis d’identifier 2 nouveaux genes, CYP71AZ5 et CYP71AZ6 pour lequel deux
fragments étaient existants dans la banque d’ADNc de P. sativa et correspondaient aux contigs
P_sat_rep_c5079 et P_sat_rep_c35794. Un alignement des différentes séquences désormais disponibles
pour cette famille enzymatique met en évidence un degré d’homologie assez important (Figure 79, p.
199). Ces deux genes ont été clonés par le Dr. Sandro Roselli et exprimés dans la levure. Le criblage
fonctionnel a permis de démontrer que CYP71AZ6 était également impliqué dans la synthése de
furanocoumarines, mais intervenait dans 1’hydroxylation de la xanthotoxine, pour former la 5-
hydroxyxanthotoxine, le précurseur direct de 1’isopimpinelline (5,8-diméthoxypsoraléne). Cette activité
a aussi été€ mise en évidence pour CYP71AZ1 identifiée chez Ammi majus. A 1’heure actuelle, aucune

fonction n’a encore été déterminée pour CYP71AZS.

L’expression et la caractérisation fonctionnelle de différents membres de CYP71AZ nous a permis de
commencer a mieux comprendre 1’apparition de la voie de biosynthése des furanocoumarines chez les
Apiacées. L’existence de variants et la mise en évidence de fonctions différentes sur des enzymes
structurellement treés proches (CYP71AZ3 impliqué dans la synthése de coumarines, alors que
CYP71AZ1, 4 et 6 sont impliqués dans la syntheése de furanocoumarines) nous ameénent maintenant a
émettre I’hypotheése que des P450s originels ont évolu¢ au cours du temps. Le fait que plusieurs genes
codants pour des P450s appartenant a la méme sous-famille aient une fonction différente n’est pas une
originalité, mais cela démontre qu’un géne peut acquérir de nouvelles fonctions par des phénomenes de
duplication génique et de mutations et ainsi, par des phénomenes de néo-fonctionnalisation, étre a
I’origine de nouvelles voies de biosynthése. C’est le cas notamment des P450s impliqués dans la
synthese de benzoxazinoides chez le mais. Les recherches effectuées sur les homologies de séquences,
les relations phylogénétiques et 1’organisation dans le génome des P450s en cluster de cette voie de
biosynthese suggerent que ces enzymes ont évolué par des processus de duplications en tandem qui ont
ensuite conduit a 1’acquisition de nouvelles fonctions de ces P450s (Frey et al., 1997, 2009; Gierl and
Frey, 2001; Ober, 2010). Dans le cas des P450s impliqués dans la voie de biosynthése des
furanocoumarines, ayant d’abord un spectre de substrat relativement restreint, 1’apparition de mutations

a probablement ¢élargi la taille de la poche catalytique permettant I’entrée d’une gamme de substrats
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beaucoup plus large comme c’est le cas de CYP71AZ4. Dans le cadre d’une collaboration avec le Pr.
Simonsen de ’université de Copenhague, un autre membre de CYP71AZ a été identifié. Il s’agit de
CYP71AZ2, isolé a partir de Thapsia laciniata Rouy, une plante qui a notre connaissance, ne produit
pas de furanocoumarines. Un criblage métabolique avec les furanocoumarines et les coumarines
disponibles au laboratoire a également été effectué avec cette enzyme, mais aucune fonction n’a été
identifiée a ce jour. CYP71AZ2 ne semble donc pas impliqué dans la synthése de furanocoumarines,
mais il est possible que cette enzyme soit impliquée dans la métabolisation de coumarines ou qu’elle ait
été recrutée dans une autre voie de biosynthese. Il en est de méme pour CYP71AZS isolé a partir du
panais pour qui aucune fonction n’a été identifiée a ce jour, alors qu’un criblage métabolique avec des
furanocoumarines et des coumarines a été réalisé. Les résultats obtenus dans cette étude sont un exemple
parmi d’autres de la plasticité du métabolisme secondaire et surtout des cytochromes P450 a répondre

aux modifications des conditions environnementales.

Afin de mieux comprendre les phénomenes évolutifs mis en jeu, il est maintenant envisagé de comparer
les structures 3D de ces protéines de sorte a identifier les acides aminés importants dans leur fonction.
Pour cela, une collaboration a été initiée avec le Dr. Dave Ritchie du Loria (Laboratoire INRIA-CNRS
de I’université de Lorraine, Nancy) pour réaliser une modélisation et une comparaison des structures
tridimentionnelles de ces protéines. Cette analyse a permis de pointer un certain nombre d’acides aminés
susceptibles de jouer un réle important dans la spécificité de substrat. Des mutants ont été générés et

sont actuellement en cours de caractérisation fonctionnelle.

2.7 Conclusion

Les résultats que j’ai décrits dans cette deuxieme partie du chapitre « Résultats » présentent les différents
systémes d’expression hétérologue in vitro et in planta que j’ai utilisé afin de caractériser les candidats
CYP71AZ3 et CYP71AZ4 pour leur potentielle implication dans la voie de biosynthése des
furanocoumarines. Si CYP71AZ3 présente une activité trés stricte et est capable de réaliser
I’hydroxylation d’une coumarine, I’esculétine, CYP71AZ4 présente un spectre de substrats beaucoup
plus large in vitro (hydroxylation du psoraléne, de la scopolétine, de la 7-méthoxycoumarine, de la 6-
méthoxycoumarine en deux positions différentes et de la 7-méthoxy 3-méthylcoumarine). CYP71AZ4
pourrait étre un P450 spécialisé dans 1’hydroxylation en C8 de la structure de base, la 2H-1-benzopyran-
2-one, présente chez les coumarines et les furanocoumarines. L’identification des produits inconnus
formés par CYP71AZ3 et 4 a été entreprise avec le Dr. Bernd Schneider de 1’Institut Max Planck (Jena

— Allemagne) et devrait permettre d’identifier avec précision les positions des hydroxylations. J’ai tenté
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de compléter ce travail in vitro par des expériences in planta. L’expression transitoire de ces deux
protéines recombinantes chez le tabac n’a pas permis de mettre en évidence une métabolisation. Ce
protocole reste a optimiser, car il n’est pas répétable pour I’instant. J’ai donc réalisé des extraits de
polyphénols a partir de feuilles de panais en vue de rechercher les différents substrats identifiés in vitro.
Les analyses de ces extraits par LC-MS/MS ont montré que seuls 1’esculétine et le psoraléne sont
produits dans les feuilles de P. sativa. La caractérisation moléculaire de cette nouvelle sous-famille de
P450s impliquée dans la voie de biosynthese des furanocoumarines et de coumarines est donc une

avancée majeure pour la compréhension de 1’apparition de cette voie de biosynthese chez les Apiacées.
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CHAPITRE 3 : IDENTIFICATION DE VARIANTS DE CYP71AJ CHEZ PASTINACA
SATIVA

3.1 Identification de nouveaux P450s appartenant a la sous-famille CYP71A]J

Comme pour la sous-famille CYP71AZ, nous avons réalisé sur la banque d’ADNc de panais une
recherche ciblée en utilisant comme séquence sonde CYP71AJ3 et CYP71AJ4. Cette stratégie a conduit
a I’identification de 22 contigs identifiés comme appartenant a la sous-famille CYP71AJ en se basant
sur la base de données fournie par le Dr. Nelson. Parmi ces 22 contigs, 10 partagent plus de 97 %
d’identité de séquence avec CYP71AJ3 et peuvent étre considérés comme variants alléliques de ce géne
(Tableau 19, p. 203). Deux contigs dont un est prédit complet et 1’autre non, partagent respectivement
99 % et 100 % d’identité avec CYP71AJ4 et correspondent a I’angélicine synthase (Tableau 19, p. 203).
Le contig P_sat rap _c41649 présente 100 % d’identité de séquence avec une séquence partielle de
CYP71AJ13 isolée a partir de P. sativa par Bjgrn Dueholm dans le cadre d’une collaboration avec
I’équipe du Pr. Simonsen de I’université de Copenhague. Enfin, neuf nouvelles séquences de P450s de
la sous-famille CYP71AJ sont identifiées dans cette banque (Tableau 19, p. 203). Toutefois, ces
séquences sont incompletes et ne pourront tre classées dans la sous-famille CYP71AJ que lorsque leurs

séquences completes seront obtenues.

Gene Contigs

P_sat_rep_c2097, c5795, c6145, c9002, c9692, c24823, c39813, c40856, c72040,
CYP71AJ3

c77225
CYP71AJ4 P_sat_rep_c2542, c4136
CYP71AJ13  P_sat_rep_c41649

P_sat_rep_c5642, c10479, c14511, c26434, c29131, c41649, c46810, c61375,
c64662

Autre

Tableau 19 : Contigs correspondant a des P450s appartenant a la sous-famille CYP71AlJ identifiés chez
P. sativa par tblastn en utilisant comme sondes les séquences peptidiques de CYP71AJ3 et CYP71AJ4
de P. sativa.

Ces 9 fragments de P450s orthologues a CYP71AJ3 et CYP71J4 ne sont pas tous localisés sur la méme
partie de la séquence codante. Néanmoins, si on les aligne avec les séquences disponibles on constate
qu’elles en divergent légérement puisque I’identité des séquences peut aller de 50 % a 78 % et leur degré

d’homologie varie de 67 % a 90 %. Ces résultats indiquent une diversité vraissmblablement importante
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de cette sous-famille de P450s (Tableau 20, p. 204). Les fonctions de CYP71AJ3 et CYP71J4 étant
différentes il est probable que tous les membres de CYP71AJ présentent des fonctions différentes et
soient le résultat phénomenes de duplication géniques suivi de néo-fonctionnalisation a I’instar de la
sous-famille CYP71AZ décrite dans la partie précédente de ce mémoire. Ils pourraient étre issus d’un

méme gene ancestral, mais cela reste a étre démontré.

5642 10479 14511 26434 29131 41649 46810 61375 64662

cveiap | S | @ [ & [ & [ [ 50 | s [ 76 [ 6

1 2 7 7 74 74
R
crpiap # % @ B 6 £ u 7
O B

Tableau 20 : Pourcentages d’identité (en noir) et d’homologie (en rouge) peptidiques entre CYP71AJ1
d’A. majus, CYP71AJ2 d’Apium graveolens, CYPT1AJ3 et 4 isolés chez P. sativa par Larbat et ses
collaborateurs (Larbat et al., 2007, 2009), et les séquences candidates identifiées dans la banque d’ADNc
de P. sativa.

Afin de réaliser une analyse plus fine de ces 9 séquences correspondant potentiellement a des nouvelles
enzymes de la sous-famille des CYP71Al, il est d’abord nécessaire d’identifier la séquence complete de
chacune de ces séquences codantes. Puis, dans un second temps, il faudra exprimer les protéines

correspondantes avant d’en rechercher la fonction.

Au vu de leur localisation sur I’alignement présenté dans la Figure 81 (p. 207), il est possible que certains
fragments correspondent a 2, voire 3 parties différentes d’une méme séquence codante. En effet, aucun
chevauchement de séquence n’a été mis en évidence. Si tel est le cas, le clonage des séquences codantes
completes en serait grandement facilité. Il suffirait alors de réaliser une RT-PCR sur des ARNm (ou une
PCR sur de ’ADN génomique) extraits de P. sativa en utilisant des amorces complémentaires aux
extrémités 5° et 3’ des différents fragments de genes et de tester les différentes combinaisons possibles
pour vérifier si une amplification est possible. En me basant sur ce postulat, nous avons fait synthétiser
des amorces sens spécifiques des contigs P_sat_rep_c41649, c46810, c61375 et c64662 et des amorces
antisens spécifiques des contigs P_sat_rep_c5642, c10479, c14511, c29131 et c41649 (Tableau 21, p.
207).
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Figure 80 : Alignement des séquences peptidiques partielles des CYP71AlJ identifiés a partir de la
banque d'ADNc de P. sativa avec celles de CYP71AJ3 et CYP71AJ4 de P. sativa. X : inconnu.
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Figure 80 : Alignement des séquences peptidiques partielles des CYP71AlJ identifiés a partir de la
banque d'ADNc de P. sativa avec celles de CYP71AJ3 et CYP71AJ4 de P. sativa. X : inconnu.

La premiere étape de ce travail a donc consisté a identifier les fractions de séquences manquantes pour

définir une stratégie de recherche visant & obtenir les séquences complétes. Pour cela, j’ai réalisé un

alignement des séquences partielles de CYP71AJ avec les structures primaires de CYP71AJ3 et

CYP71AJ4 isolées a partir du panais (Figure 80, p. 205-206). Parmi ces neuf séquences, une seule

contient un codon initiateur ATG (P_sat_rep_c61375), deux de ces contigs correspondent au milieu de

la séquence codante (P_sat_rep_c41649 et c46810) et six correspondent a la partie 3’ terminale de la

séquence codante (P_sat_rep_c5642, c10479, c14511, c26434, c29131 et c64662) (Figure 80 p. 205-

206). Cet alignement révele également que le contig P_sat rep c26434 présente 100 % d’identité

peptidique avec le contig P_sat_rep_c10479 ce qui réduit donc a huit le nombre de séquences partielles

de CYP71AJ a étudier dans la banque de panais (Figure 80 p. 205-206).
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Contig  Amorce directe (5°— 3°) Amorce réverse (5°— 3°)

5642 TCAACAAGAAATTGGAGTTGCAACTACAAG
TAG

c10479 CTAGATACATGGCGTTGCAATCACCAATAG

c14511 CTAGCAGCAACATGAAGTTGCGACAG

29131 GGAGATTTCCTACGGACAGTCATGC

c41649 GCATCAATTTCATTAGCTGCTTTCTCAACCC

c46810 TGAGGACGTGGCTTCA
ATGATACTTGAGCAACAACCCTTGT

61375
TTCTGTC
CCCACAGAGAAGGATCTCTTGTCAA
64662
TTGCC

Tableau 21 : Amorces utilisées dans les réactions de PCR pour déterminer si les différents fragments
de CYP71AlJ identifiés dans la banque d’ADNc de P. sativa appartiennent au méme gene ou non.

Pour des raisons de stabilité du matériel, nous avons commencé par tenter de faire des amplifications
sur de I’ADN génomique. L’ADN de P. sativa a été extrait a partir de feuilles selon le protocole décrit
dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Des réactions de PCR ont ensuite été effectuées avec les
différents couples d’amorces sens et antisens. Les produits de PCR ont ensuite été analysés sur gel
d’agarose 1 % (Figure 82, p. 208).

P450 complet

0 100 200 300 400 500
1 ] ] ] ] J

Contig

P_sat_rep_c5642 r 1

P_sat_rep_c10479

P_sat_rep_c14511

P_sat_rep_c29131

P_sat_rep_c41649 } |

P_sat_rep_c46810 L 1

P_sat_rep_c61375 | 1

P_sat_rep_c64662 e

Figure 81 : Représentation schématique des séquences partielles de CYP71AJ identifiées dans la banque
d'ADNc de P. sativa.
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Figure 82 : Analyse sur gel d'agarose a 1 % des produits de PCR réalisés avec les différents couples
d’amorces spécifiques des fragments CYP71AlJ isolés a partir de la banque d’ADNc de P. sativa. MT :
marqueur de taille SM00403.

A ce stade, seuls deux couples d’amorces ont permis d’amplifier un fragment d’ADN. Ce premier
résultat semble indiquer que les contigs P_sat rep ¢5642, c29131 et c14511 n’appartiennent pas a la
méme séquence codante que le contig c61375.

Le couple d’amorces c61375 x 10479 a permis d’amplifier un fragment d’environ 2 000 pb et le couple
c61375 x c41649 a amplifié un fragment d’ADN d’environ 800 pb (Figure 82, p. 208). Ces deux
fragments ont ensuite ét¢ extraits du gel d’agarose et purifiés. Pour une raison qui n’a pas été identifiée,
le fragment de 2 000 pb n’a pas pu étre cloné. Le fragment de 800 pb a été ligué dans le vecteur
pCR8/TOPO/GW® et le plasmide contenant I’insert a été séquencé. Les résultats du séquengage
indiquent que les contigs P_sat_rep_c41649 et c61375 correspondent & une méme séquence ce qui est
cohérent avec les observations faites sur I’alignement de séquences. En effet on peut constater un
chevauchement de quelques acides aminés. Cette premicre approche nous a donc permis de rallonger
ces deux contigs mais également de confirmer que les constructions faites in silico correspondent a la

réalité.

Si on se fie aux alignements de séquences de la Figure 80 (p. 205-206), les amorces c61375 et c10479
pourraient correspondre aux extrémités de la séquence codante. D’un c6té, on a I’ATG initiateur et dans
le second cas, on a le codon stop. La taille d’une séquence codante d’un cytochrome P450 est

geénéralement de 1500 pb environ. Dans le cas, de la PCR faite sur I’ADN génomique, on amplifie un

208



Résultats — Chapitre 3 : Identification de variants de CYP71AJ chez P. sativa

fragment de 2000 pb environ. Ce résultat est trés encourageant et semble indiquer que les 2 amorces
s’hybrident sur une méme séquence codante. La taille plus importante que celle qui est attendue pourrait
refléter la présence d’un intron dans la mesure ou la PCR a été réalisée sur de I’ADN génomique. Nous
avons dans un second temps fait une amplification sur de ’ARN. Les ARN totaux ont été extraits a
partir de feuilles de panais selon le protocole décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes », puis
rétrotranscrits en ADNc. Une réaction de PCR a ensuite été effectuée avec le couple d’amorces c61375
x ¢10479. Le produit de PCR a ensuite été analysé sur gel d’agarose 1 %. Le fragment obtenu d’une
taille d’environ 1500 pb a été prélevé, purifié, puis ligué dans le pCR8/TOPO/GW® ce plasmide a été
séquencé. La séquence codante de ce gene, d’une longueur de 1 512 pb, a été soumise au Dr. Nelson
pour étre classé dans la nomenclature internationale, il s’agit du P450 CYP71AJ13. CYP71AJ13 est
donc représenté par 4 contigs différents dans la banque d’ADNc de P. sativa : P_sat_rep_c10479,
c26434, c41649 et c61375. Ce gene complet nous a donc permis de compléter une séquence codante

partielle identifiée précédemment par Bjgrn Dueholm (voir début de ce chapitre).

3.2 Recherche de genes complets correspondant aux séquences partielles présentes dans la

banque de P. sativa : approche TAIL-PCR

Parmi les 5 contigs restants correspondant potentiellement a des fragments de CYP71AlJ, aucun ne
correspondait a une extrémité 5’ terminale de genes (Figure 81, p. 207) mais a des extrémités 3’
terminales ou alors a des parties centrales de la séquence codante. D’un point de vue technique, il est
relativement facile de rechercher des extrémités 3 terminale de séquences codantes en utilisant une
approche PCR avec un couple d’amorces dirigées contre I’extrémité 5’ terminale connue et I’extrémité
3’ terminale qui chez les eucaryotes correspond généralement a une séquence poly adénylée. La
recherche d’une partie 5’ terminale est par contre plus difficile que ce soit a partir d’ADN ou d’ARNm.
Différentes méthodes ont été décrites dans la littérature comme les approches de RACE-PCR (Rapid
Amplification of cDNA Ends) sur des ARNm ou des approches de TAIL-PCR (Thermal Asymmetric
InterLaced) sur de ’ADN génomique. L’ADN génomique étant réputé plus stable et moins sujet a
dégradation que I’ARN, nous avons choisi de nous focaliser sur la seconde méthode dont le principe a

été décrit dans la partie « Matériel et Méthodes » de ce manuscrit.

Nous nous sommes focalisés sur les contigs P_sat_rep_c5642, c14511, c29131 et c64662. Le contig
P_sat_rep_c46810, ayant une taille relativement courte (388 nt) et comportant plusieurs changements
de cadre de lecture, n’a pas été retenu pour I’approche de TAIL-PCR. Vue la qualité de la séquence de

ce petit contig il est vraisemblable qu’il soit le fruit d’erreurs de séquengage voire d’assemblage.
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En me basant sur la littérature, j’ai identifi¢ 8 amorces dégénérées différentes me permettant de tenter
d’amplifier les extrémités manquantes des différents P450s. Pour chaque contig, j’ai fait synthétiser trois
amorces se succédant sur la séquence nucléique. Les réactions de TAIL-PCR ont ensuite été effectuées
indépendamment avec les huit amorces dégénérées en réalisant a 1’aveugle 3 PCR successives en
utilisant dans les mélanges réactionnels, les amorces spécifiques les plus distantes de I’extrémité pour
la premiére PCR jusqu’a la plus proche pour la troisiéme réaction. Les produits de I’ensemble de ces
TAIL-PCR ont ensuite été analysés sur gel d’agarose 1 % et ce sont les fragments obtenus lors de la

troisieme réaction de PCR qui ont été prélevés.

Résultats obtenus avec le contig P_sat rep ¢29131

En utilisant ’amorce dégénérée ADS5 en association avec le contig P_sat rep c29131, j’ai pu générer
un fragment d’environ 1 700 pb. Ce fragment a été cloné dans le pCR8/TOPO/GW® et séquencé. Les
résultats de séquengage indiquent que la séquence amplifiée permet de remonter jusqu’au codon
initiateur et que cette séquence contient un intron ce qui n’est pas incohérent avec ce qui est décrit dans
la littérature (Annexe 15-A, p. 315). La séquence codante ainsi obtenue permet la synthése d’une
protéine théorique de 500 acides aminés (Annexe 15-A et B, p. 315-314), compatible avec la taille de
séquences correspondant a des cytochromes P450. Cette séquence complete a été soumise a la
classification internationale et reste bien affiliée a la sous-famille des CYP71AlJ.

Cette approche a donc permis d’identifier un nouveau CYP71AlJ différent de ceux déja identifiés jusque-
la. Ce géne est actuellement en cours de clonage a partir d’ARN messager. Des amorces spécifiques de
la séquence codante de ce gene ont été générées (DIR : ATGCCGGAGCTATATTCC, REV :
TTAAACATGTGGTGTG) et utilisées pour amplifier cette séquence en utilisant comme matrice de
I’ADNc. Pour le moment il n’a pas pu étre amplifié ce qui peut étre expliqué de différentes manieres. Il
est possible 1) que le géne soit exprimé trop faiblement dans la plante, 2) que les conditions d’induction
ne soit pas les bonnes, 3) que les séquences codantes soient légeérement variables d’une plante a une
autre (lié a la différence de génotypes) rendant I’amplification impossible avec des conditions de PCR

trop stringentes, 4) que le géne ne soit pas exprimé et qu’il corresponde a un pseudogéne.

Résultats obtenus avec le contig P_sat rep c14511

L’utilisation combinée de 1’amorce dégénérée AD4 avec les amorces spécifiques du contig
P sat rep c14511 m’a amené a amplifier un fragment d’une taille d’environ 1 200 pb. Comme pour le

cas précédent, ce fragment d’ADN a été cloné dans le plasmide pCR8/TOPO/GW® et son séquencage

210



Résultats — Chapitre 3 : Identification de variants de CYP71AJ chez P. sativa

indique que ’approche de TAIL-PCR a de nouveau permis de remonter jusqu’a différents codons
méthionine : 3 en tout (Annexe 16-A, p. 317). La caractérisation fonctionnelle de cette protéine passera
donc par un travail préliminaire consistant a définir quel est le vrai codon initiateur de cette séquence
codante. Rappelons qu’ici ’amplification a été faite sur de ’ADN génomique et il est possible qu’en
partant de I’ARNm on obtienne des informations complémentaires. L’analyse fine de cette séquence
indique qu’elle contient également un intron et qu’elle code pour une protéine de 507, 520 ou 521 acides
aminés selon le codon initiateur considéré (Annexe 16-A et B, p. 317-316). Une nouvelle recherche de
I’affiliation de cette séquence aux cytochromes P450 révele cependant que le contig que j’avais
précédemment associé a la sous-famille CYP71AJ appartient plut6ot a la sous-famille des CYP71AQ.
Malgré cela, tout comme pour le contig P_sat rep ¢29131, j’ai cherché a cloner cette séquence codante
a partir d’ARNm. Pour cela, plusieurs amorces spécifiques de la séquence codante de ce géne ont été
commandées. J’ai fait synthétiser des amorces différentes s’hybridant aux trois codons initiateurs (DIR
1 : ATGATGGTTTTTCTACATGTACTACAGCAA ; DIR 2
GGATCCATGTTGTTGCAACATCTGTTCCTTGC ; REV : GGTACCCTAGCAGCAACATG).
Malgré toutes les tentatives entreprises, aucune amplification a partir d’ARNm n’a pu étre obtenue. Les

raisons sont vraisemblablement les mémes que pour le contig P_sat_rep_c29131.

Résultats obtenus avec le contig P_sat rep c5642

L’utilisation de I’amorce dégénérée AD3 en association avec les amorces spécifique du contig
P_sat_rep_c5642 a permis de générer trois fragments différents lors de la troisieme PCR : deux de ces
fragments possédent une taille de 800 pb et la taille du troisiéme fragment est d’environ 1 000 pb. Ces
fragments ont été prélevés du gel, purifiés puis ligués dans le vecteur pCR8/TOPO/GW® avant d’étre
séquencés.

Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ce troisieéme clonage. Les résultats de séquencage indiquent
que dans les trois cas, nous avons pu rallonger la séquence du contig P_sat_rep_c5642 pour obtenir un
fragment plus grand de la séquence codante qui correspond maintenant a une protéine de 225 acides
aminés (alors qu’initialement on ne disposait que d’une séquence codant pour 172 acides aminés). Cette
séquence n’est cependant pas encore suffisamment longue pour avoir la totalité de la séquence codante
(environ 500 acides aminés).

La seconde information que nous apportent ces clonages est que, dans les trois, cas on met en évidence
la présence d’un intron dans la séquence (Annexe 17-A, B et C, p. 319-319) ce qui pourra nous étre utile
pour la suite du clonage de ce geéne. La troisieme information indique que les séquences obtenues

different légeérement entre elles par un certain nombre de modifications ponctuelles qui peuvent &tre
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liées a différents facteurs (nombre de cycles de PCR, utilisation d’une polymérase ne disposant d’une
activité de « proof-reading », présence de deux alleles différents, aspécificité de 1’approche de TAIL-
PCR due a une tres forte homologie de séquence nucléotidique entre certains P450s...).

Enfin, en comparant les séquences de ces nouvelles protéines avec celles qui sont disponibles dans la
base de données fournie par le Dr Nelson, on se rend compte que 1’affiliation a la sous-famille CYP71AJ
n’est plus exacte. En effet, les résultats indiquent que les deux séquences les plus courtes appartiennent

a la sous-famille CYP71BF et la séquence la plus longue appartiendrait a la sous-famille CYP71AQ.

Résultats obtenus avec le contig P_sat_rep c64662

Enfin, les approches de TAIL-PCR réalisées sur le contig P_sat rep c64662 avec I’amorce dégénérées
ADS ont permis d’amplifier un fragment, mais I’analyse des résultats de séquencage ont montré que le
géne amplifié n’est pas un P450, mais un géne chloroplastique qui présente une forte homologie de
séquence avec le gene Ycf2 de N. tabacum. Ces résultats indiquent que I’approche TAIL-PCR reste une

méthode qui n’est pas extrémement spécifique.

Dans le cadre de cette recherche de séquences completes par TAIL-PCR a partir de contigs
correspondant a I’extrémité 3’ terminale de P450s, j’ai donc pu cloner les séquences génomiques de 2
nouveaux cytochromes P450s. Le premier appartient a la sous-famille CYP71AJ comme attendu et le
second correspond a un P450 d’une autre sous-famille, CYP71AQ qui reste néanmoins un candidat
intéressant au vu des résultats obtenus dans la partie précédente de ce manuscrit. Ces 2 P450s devront
maintenant étre clonés a partir d’ARN messager et leurs fonctions identifiées. Ce travail a également
permis de rallonger la séquence connue d’un troisiéme P450 mais n’a pas été efficace pour le dernier
candidat. Dans ces 2 cas, il sera nécessaire maintenant soit de refaire 1’expérimentation en utilisant
d’autres amorces dégénérées soit en utilisant d’autres approches comme la technique de 5> RACE-PCR

par exemple.

3.3 Recherche de la fonction de CYP71AJ13

CYP71AJ13 est le seul P450 de la sous-famille CYP71AJ que nous avons pu cloner dans le cadre de ce

travail. Il est nécessaire maintenant d’en identifier la fonction.
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3.3.1 Clonage et expression chez la levure

Comme pour CYP71AZ3 et CYP71AZ4, nous avons décidé de réaliser la caractérisation fonctionnelle
de CYP71AJ13 dans le systeme hétérologue S. cerevisiae. La premiere étape a consisté a extraire les
ARN totaux de feuilles de panais en utilisant le kit RNeasy® Plant Mini (Qiagen) selon le protocole
décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». L’intégrité de ces ARN a été vérifiée sur gel d’agarose

1 % (Figure 83, p. 213) et ces ARNm ont été rétro-transcrits en ADNc comme décrit précédemment.

Figure 83 : Vérification de 1'intégrité des ARNm extraits a partir des feuilles de P. sativa a I’aide du kit
RNeasy® Plant Mini (Qiagen). Marqueur de taille : SM0403 (Fermentas).

La séquence codante correspondant a CYP71AJ13 a été amplifiée par PCR avec le couple d’amorces
suivant : DIR : GGATCCATGATACTTGAGCAACAACC et REV

GAATTCCTAGTGGTGATGGTGATGATGGATACATGGCGTTGC. Ces amorces ont permis
d’ajouter un site de restriction de part et d’autre du géne ainsi qu’un motif constitué de 6 histidines afin
de permettre ultérieurement la détection de la production de notre protéine dans 1 organisme
hétérologue. L’amplification a été réalisée en effectuant 35 cycles (94 °C 30 s, 55 °C 30 s, 68 °C 2
minutes) grace 2 la Platinium®7ag DNA Polymerase High Fidelity(Invitrogen). Le produit de PCR a été
déposé sur gel d’agarose 1 % et le fragment ayant une taille d’environ 1 500 pb a été prélevé puis purifié
a I’aide du kit « MinElute® Gel Extraction » (Qiagen) selon les recommandations du fournisseur (Figure

84, p. 214).
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Figure 84 : Amplification de la séquence codante de CYP71AJ13 isolé a partir de P. sativa. Marqueur de
taille : SM0403 (Fermentas).

Ce produit de PCR purifié a ensuite été cloné dans le vecteur d’entrée pCRE™/TOPO/GW et séquencé
afin de vérifier la séquence de I’insert et son orientation dans le vecteur. La séquence codante de
CYP71AJI13 a ensuite été transférée dans notre plasmide de destination pYeDP60_GW® grice a une
réaction de LR recombinaison selon le protocole décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes » et le

plasmide recombinant introduit dans la levure WAT11.

Avant d’initier un criblage fonctionnel, nous avons vérifi¢ que la protéine recombinante était bien
exprimée en utilisant une approche de western blot avec des anticorps commerciaux dirigés contre
1”étiquette poly histidine présente a I’extrémité C-terminale de la protéine. Pour cela, les protéines totales
contenues dans notre préparation de microsomes ont été séparées selon leur poids moléculaire apparent
par SDS-PAGE selon le protocole décrit dans le chapitre « Matériel et Méthodes ». Des microsomes de
levure transformées avec le plasmide pYeDP60 vide ont servi de contrdle négatif. Apres révélation en
présence de NBT/BCIP, on constate que les microsomes issus de la culture de deux colonies différentes
de levure WATI11 transformées avec le pYeDP60_GW®_CYP71AJ13 semblent renfermer des quantités
similaires de protéine (Figure 85, p. 215, puits 1 et 2). Cette protéine CYP71AJ13 semble avoir un poids
moléculaire apparent légerement supérieur a 50 kDa (Figure 85, p. 215, puits 1 et 2). Dans le cas du
vecteur vide, aucune bande n’est révélée (Figure 85, p. 215, puits 3 et 4) indiquant que les signaux

observés sur les pistes 1 et 2 correspondent bien a une protéine surexprimée.
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Figure 85 : Détection de la production de la protéine CYP71AJ13 dans le systeme levure WAT11 par
western blot apres séparation en SDS-PAGE en comparaison avec le marqueur de taille Prestained
Protein Molecular Weight Marker (ready-to-use) (Fermentas). MT : marqueur de taille. Puits 1 et 2 :

microsomes de levures trasformées avec le pYeDP60_GW®_CYP71AJ 13, puits 3 et 4 : microsomes de levures
transformées avec le vecteur vide.

3.3.2 Criblage fonctionnel

Un criblage métabolique a été réalisé pour CYP71AJ13 avec une large collection de 59 molécules
correspondant a 18 furanocoumarines linéaires, 12 angulaires, 23 coumarines. En plus de ces molécules
déja testés précédemment, j’ai rajouté des molécules présentant quelques similitudes au niveau structural
comme I’acide cinnamique et deux de ses dérivés hydroxylés, deux flavonoides, ou encore des
molécules dérivées comme une furoquinoline alcaloide (Annexe 2, p. 284-287) afin de déterminer la

fonction de cette protéine.

A T’heure actuelle, aucune métabolisation n’a pas étre mise en évidence dans le cas de CYP71AJ13. Le
criblage devra donc étre élargi a d’autres molécules. Il est vraisemblable qu’une meilleure connaissance
du métabolisme des coumarines chez P. sativa permettrait de cibler de manicre plus pertinente les

molécules a utiliser lors du criblage métabolique.
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3.3.3 Tentative de compréhension de la fonction par une approche d’analyse bio-

informatique

Le criblage métabolique réalisé avec un large panel de molécules disponibles au laboratoire sur des
colonies de levure WAT11 n’a pas permis de déterminer la fonction de CYP71AJ13. Nous avons donc
décidé d’utiliser une approche d’analyse bio-informatique afin de tenter de mieux comprendre la
fonction de ce gene. Dans un premier temps, nous avons comparé les pourcentages d’identité et

d’homologie de séquences entre CYP71AJ13 et les membres de cette sous-famille dont la fonction est

connue.
A CYP71AJ1 CYP71AJ2 CYP71AJ3 CYP71AJ4 CYP71AJ13
CYP71AJ1 90 % 87 % 81 % 68 %
CYP71AJ2 90 % 86 % 81 % 67 %
CYP71AJ3 87 % 86 % 83 % 69 %
CYP71AJ4 81 % 81 % 83 % 68 %
CYP71AJ13 68 % 67 % 69 % 68 %
B CYP71AJ1 CYP71AJ2 CYP71AJ3 CYP71AJ4 CYP71AJ13
CYP71AJ1 89 % 81 % 70 % 59 %
CYP71AJ2 81 % 71 % 57 %
CYP71AJ3 70 % 60 %
CYP71AJ4 55 %
CYP71AJ13
Tableau 22 : Comparaison des pourcentages d’identité (en vert) et d’homologie (en violet)

nucléotidiques (A) et peptidiques (B) entre CYP71AJ13 identifié¢ dans la banque d’ADNc de P. sativa
et CYP71AJ1 (A. majus), CYP71AJ2 (Apium graveolens), CYP71AJ3 et CYP71AJ4 (P. sativa).

La comparaison des pourcentages d’identité et d’homologie de séquences peptidiques entre les différents
membres de cette sous-famille indique que CYP71AJ13 est Iégérement plus proche de CYP71AJ2 et de
CYP71AJ3 (76 % d’identité) que de CYP71AJ1 et CYP71AJ4 (75 % d’identité) (Tableau 22, p. 216).
Lorsque 1’on compare les pourcentages d’identité¢ nucléotidiques entre les différents membres de
CYP71AJ, CYP71AJ13 est plus proche de CYP71AJ3 (69 % d’identité) que des autres membres,
néanmoins CYP71AJ13 diverge 1égerement des autres CYP71AJ avec seulement 70 % d’identité, alors
que CYP71AJ1-4 partagent entre 81 % et 93 % d’homologie de séquences peptidiques (Tableau 22, p.

216). Ces résultats viennent appuyer I’hypothése que les différents membres de cette sous-famille
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dérivent d’un méme géne ancestral, toutefois CYP71AJ13 semble étre plus éloigné de CYP71AJ1-4 et

pourrait donc intervenir dans une autre voie de biosynthese que celle des furanocoumarines.

Dans un deuxieme temps, nous avons généré un alignement de structures primaires de CYP71AJ13 avec
les membres de CYP71AJ dont la fonction a été caractérisée (Figure 86, p. 219). On constate également
que CYP71AJ13 présente un certain nombre d’acides aminés différents par rapport aux psoraléne
synthases (CYP71AJ1-3) et a ’angélicine synthase (CYP71AJ4). CYP71AJ13 présente notamment une
insertion de 7 acides aminés (KKYTNTT) par rapport aux psoraléne synthases en position 192, une
délétion d’un acide aminé en position 221 par rapport a8 CYP71AJ1-4 et une insertion de deux acides

aminés en position 291 (AF) par rapport a CYP71AJ1-4 (Figure 86, p. 219).

Afin d’étayer I’hypothése émise plus tot, nous nous sommes intéressés de plus prés aux différences
existant entre CYP71AJ1-4 et CYP71AJ13 au niveau des six sites de reconnaissance du substrat (SRSs)
potentiels (Gotoh, 1992; Larbat et al., 2007). Nous considérons dans le cas des CYP71AlJ, que les
structures tertiaires des protéines sont superposables et que les SRSs sont donc localisés dans les mémes
régions de la séquence primaire des P450s. Les six SRSs potentiels sont encadrés en rouge sur la Figure
86 (p. 219). L analyse comparative des différents SRSs des membres de CYP71AlJ, indique qu’a priori,
CYP71AJ13 est plus proche de CYP71AJ3 (entre 30 et 67 % d’identité) que de CYP71AJ4 (entre 10 et
67 % d’identité) (Tableau 23, p. 217). Ces résultats vont dans le sens des comparaisons de séquence
globale des séquences protéiques décrites précédemment. Néanmoins, une analyse plus détaillée des
homologies de séquences restreintes a 1’'un ou 1’autre SRS donnent des informations nouvelles. Larbat
et de ses collaborateurs avaient démontré que les SRS2 et SRS3 pourraient former un canal permettant
I’entrée du substrat dans 1’enzyme (Larbat ez al., 2007). Au niveau du SRS2, CYP71AJ13 présente une
grande différence par rapport 8 CYP71AJ1-4 (30 % d’identit¢ avec CYP71AJ1-3 et seulement 10 %
d’identité avec CYP71AJ4) (Tableau 23, p. 217).

SRS 1 SRS 2 SRS 3 SRS 4 SRS 5 SRS 6
CYP71AJ1 62 30 50 46 50 50
CYP71AJ2 57 30 58 46 58 50
CYP71AJ3 62 30 67 38 58 64
CYP71AJ4 43 10 67 38 33 29

Tableau 23 : Pourcentages d'identité des séquences peptidiques codant pour les potentiels SRSs des
membres de CYP71AlJ. Les séquences SRSs ont été identifiées sur la Figure 86. Ce tableau présente les
pourcentages d’identité entre CYP71AJ13 et CYP71AJ1 d’A. majus, CYP71AJ2 d’Apium graveolens, CYP71AJ3
de P. sativa et CYP71AJ4 de P. sativa.
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Par ailleurs, ’analyse détaillée de ce SRS2 montre que la phénylalanine 211 de CYP71AJ13 est
remplacée par une isoleucine chez CYP71AJ1 et 2 et par une leucine chez CYP71AJ3 et 4. Or la
phénylalanine posséde un encombrement stérique plus important que la leucine et 1’isoleucine. De plus,
la méthionine 215 des psoraleéne synthases et la thréonine 215 ayant un caractere polaire de part son
groupement OH de CYP71AJ4 sont remplacées par une alanine chez CYP71AJ13. Or, I’alanine présente
un plus faible encombrement stérique que la méthionine et la thréonine et procure une flexibilité plus
importante a la chaine protéique. De méme, la méthionine 217 de CYP71AJ1-4 est remplacée par une
leucine chez CYP71AJ13 qui présente également un encombrement stérique plus faible et procure une
plus grande flexibilité a la chaine protéique. Il est donc tres probable que cet acces au site actif laisse
passer des molécules trés différentes. L’analyse détaillée du SRS3 montre que la glycine 242 des
psoraleéne synthases et 1’alanine 242 de CYP71AJ4 est remplacée par une lysine chez CYP71AJ13 qui
confére un encombrement stérique plus important. De méme, au niveau du SRS4 la cystéine 299 de
CYP71AJ1-4 est remplacée par une sérine chez CYP71AJ13. Or les cystéines sont des acides aminés
souvent impliqués dans la formation de ponts disulfures, son remplacement par un autre acide aminé
pourrait induire des changements de conformation de la protéine. Enfin, au niveau du SRSS la thréonine
374 de CYP71AJ1-4 est remplacée par une proline chez CYP71AJ13 et la proline 380 de CYP71AJ1-4
est remplacée par une adénine chez CYP71AJ13. Or, la proline est un acide aminé qui induit des
contraintes conformationnelles chez les protéines ; elle induit un point de rupture dans une hélice a et
peut déstabiliser un feuillet B. Ces changements d’acides aminés peuvent induire de grandes
modifications de structure secondaire et ces résultats indiquent que CYP71AJ13 aurait une fonction
différente de CYP71AJ1-4. Ces analyses in silico semblent donc indiquer trés clairement que malgré
des homologies de séquences assez importantes, il est fort probable que ces enzymes ne soient pas

impliquées dans la synthese des mémes types de molécules.
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Figure 86 : Alignement des
graveolens), CYPT1AJ3 (P. sativa), CYPT71AJ4 (P. sativa) et CYP71AJ13 (P. sativa). Les six séquences
potentielles de reconnaissance du substrat (SRSs) sont encadrées en rouge.
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3.4 Discussion

Dans ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur la recherche de membres de la sous-famille CYP71AlJ,
a laquelle appartiennent la psoraléne synthase (CYP71AJ3) et ’angélicine synthase (CYP71AJ4)
(Larbat et al., 2007, 2009). L’analyse de la banque de données a montré I’existence de nouveaux
candidats. Parmi les différents fragments identifiés, un seul était complet : il s’agit de CYP71AJ13. Des
approches de TAIL-PCR réalisées sur de I’ADN génomique ont été utilisées en vue d’identifier les
séquences completes correspondant aux autres séquences partielles isolées. Cette approche nous a
permis d’identifier 2 nouvelles séquences codantes complétes correspondant & des P450s et de rallonger
une séquence partielle. Dans le cas des séquences completes, il est a présent nécessaire de cloner les
séquences codantes a partir d’ARNm pour éliminer les introns mis en évidence sur I’ADN génomique.
A ce jour les tentatives d’amplification par une approche de PCR se sont révélées étre négatives.
Plusieurs arguments peuvent €tre avancés pour expliquer cet échec. Si on réussit a amplifier le géne a
partir de I’ADN génomique, cela signifie qu’il existe dans le génome de la plante. L’absence
d’amplification a partir d’ARNm pourrait donc s’expliquer par une absence d’expression ou une trop
faible expression du géne au sein des ARN messagers préparés. Il est possible que les plantes utilisées
pour la préparation de la banque ait subit des stress particuliers ayant stimulé la synthése de cet ARNm,
stress que nous n’avons pas pu ou su reproduire dans le second lot de plantes. L’absence d’amplification
peut également étre liée a la nature de la population de plantes sur laquelle nous travaillons. En effet,
des analyses faites sur la banque d’ADN génomique de P. sativa générée par le Dr. Sandro Roselli
indiquent une variabilité génétique assez importante. Il est possible que les amorces commandées ne
puissent s’hybrider sur les ARNm extraits de certaines plantes a cause de quelques modifications
ponctuelles sur leur site d’hybridation.

Grace a I’approche de TAIL-PCR, nous avons également rallongé des séquences de contigs disponibles
dans la banque d’ADNc. Méme si nous n’avons pas pu aller au bout de la démarche, il s’agit tout de
méme d’un premier pas vers la reconstruction d’un troisiéme cytochrome P450 de la famille CYP71.
Méme si ’approche de TAIL-PCR semble étre une solution pour I’identification de séquences
complétes, ce n’est pas une solution fiable a 100%. En effet 1’amplification aspécifique obtenue a partir
du 4™ contig montre que 1’utilisation d’amorces dégénérées permet également d’amplifier des génes
qui n’ont rien a voir avec la cible recherchée.

Pour achever le travail de reconstruction des génes restants, d’autres méthodes peuvent étre utilisées

comme la 5 RACE-PCR et/ou 3> RACE-PCR ou des approches de PCR inverse.
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Ce travail a également mis en évidence les limites de ’affiliation de fragments de geénes a une sous-
famille de cytochromes P450 donnée. La proximité des séquences peut générer des erreurs comme cela

a été le cas pour deux contigs candidats qui au final appartiennent a la sous-famille CYP71AQ.

Si les approches génomique et transcriptomique permettent de faire des avancées extraordinaires dans
I’identification de génes candidats pour certaines voies de biosynthese, les travaux décrits dans ce
chapitre démontre également la difficulté d’aller ensuite vers la caractérisation fonctionnelle des
enzymes correspondantes. De prime abord, CYP71AJ13 semble étre un bon candidat pour son
implication dans la voie de biosynthése des furanocoumarines. L hypothése que nous avons émise au
début de ce travail était que, a I’image de la voie de biosynthése des benzoxazinoides chez le mais (Frey
et al., 2009), I’ensemble des étapes de la voie de biosynthése de furanocoumarines puisse étre réalisées
par des enzymes de la méme sous-famille de cytochrome P450. Les résultats obtenus dans ce chapitre
de mon travail de theése fragilisent cette hypotheése de maniere considérable. En effet, le criblage
métabolique relativement large n’a pas permis de mettre en évidence de fonction pour CYP71AJ13.
Deux hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer cette absence de métabolisation : 1) le substrat

de I’enzyme n’a pas été identifié lors du criblage métabolique, 2) la protéine n’est pas fonctionnelle.

Il est possible que cette absence de métabolisation soit tout simplement liée a une absence de
reconnaissance de I’enzyme des différents substrats que nous lui avons présenté. Mais ce n’est pas la
seule hypotheése. Il est également envisageable que la qualité de I’enzyme utilisée soit en cause. En effet,
il est bien connu par ’homme de ’art que I’expression de ces enzymes n’est pas toujours facile de par
la fragilité des protéines, entre autre. Afin de s’affranchir de cette hypothése, nous avons mis en place
divers tests. Nous avons vérifié la production de notre protéine recombinante par western blot, qui est
une technique tres sensible permettant de révéler une tres faible quantité de protéine. Si ce premier test
permet de voir que la protéine est bien exprimée, il ne nous indique pas si la protéine est présente en
quantité suffisante ou méme qu’elle ne soit fonctionnelle. En effet, I’ajout d’une queue poly histidine
pourrait altérer la fonction de la protéine. Une solution pour vérifier la fonctionnalité des cytochromes
P450 consiste a réaliser un spectre différentiel en présence de CO (spectre de type I). Malheureusement
ce test, s’il est réalisable sur des enzymes fortement exprimées dans le systéme levure (comme c’est le
cas par exemple de CYP73A1 du topinambour), n’a pas pu étre mis en ceuvre dans le cas de ce P450 de
panais. Il est également envisageable que la protéine soit fonctionnelle, mais que le transfert d’électrons
ne soit pas assuré suite a un mauvais couplage entre le P450 et la CPR. Une alternative possible serait

de construire une souche de levure recombinante qui, au lieu de surexprimer les CPRs d’Arabidopsis
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(comme c’est le cas des souches WAT11 et WAT21) surexprimerait une CPR de P. sativa. Des genes
codants pour ces enzymes ont été mis en évidence dans la banque d’ ADNc (voir partie 1 de ce chapitre).
Enfin, pour tenter d’améliorer le niveau d’expression de CYP71AJ13 différentes approches déja
décrites pourraient étre mise en ceuvres. Certaines concernent directement la séquence, d’autres le
systéme d’expression. Dans le premier cas, une premicre option pourrait étre le remplacement de
I’extrémité N-terminale de CYP71AJ13 par celle de la C4H de topinambour. Cette approche a déja été
décrite dans la littérature et a notamment permis d’améliorer considérablement le niveau d’expression
de ces certains P450s (Batard et al., 2000; Larbat et al., 2007). Toutefois, cette approche a également
tentée dans notre laboratoire par le Dr. Tsunashi Kamo (chercheur invité de 1’université de Shinshu
(Japon) sur CYP71AJS5 sans succes. La deuxieme alternative pourrait consister a entierement recoder la
séquence du geéne afin d’optimiser son expression dans le systeme hétérologue choisi (Gustafsson et al.,
2004; Perlak et al., 1991; Rouwendal et al., 1997). Concernant le systéme d’expression, d’autres
approches que la levure peuvent étre envisagées. Comme nous 1’avons vu dans la partie précédente, le
protocole d’expression transitoire de P450s chez N. benthamiana reste a optimiser, mais reste néanmoins
une piste prometteuse. Dans le cadre d’une collaboration avec le Pr. Mizutani de ’'université de Kobé
(Japon), un travail d’expression hétérologue a également été initié afin de produire ces P450s dans des

cellules d’insectes.

Les résultats obtenus au laboratoire depuis quelques années tendent tout de méme a laisser croire que,
méme si on ne peut pas mettre en évidence de P450s par une approche de spectre différentielle, des
enzymes actives sont quand méme présentes dans les microsomes préparés. Dans ce cas, les différents
tests réalisés dans le cadre de ce chapitre indiquent que le vrai substrat n’est pas présent dans la collection
de molécules testées. Ce résultat n’est finalement pas si surprenant au regard des résultats obtenus dans
le chapitre 2 ou j’ai pu voir la diversité de fonctions des enzymes de la sous-famille CYP71AZ qui
jouent un rdle dans la synthese des furanocoumarines mais sont également impliqués dans la synthese
de coumarines. Il est donc vraisemblable que CYP71AJ13 pourrait également étre impliqué dans la
synthése de coumarines. A ce jour, plus d’un millier de coumarines naturelles ont été identifiées dans le

regne végétal.

222



Résultats — Chapitre 3 : Identification de variants de CYP71AJ chez P. sativa

CYPTIAJG
_ECYPHAJE.
CYPTIAJ5

———CYPHAJT
CYPT1A1
CYP71AJ29
—CYPT1AL
———CYPT1AJ8
|_—CYP71 AJi4
CYPT1AN2

—CYPT1AJ13

CYPT1AJ34

CYPT1AJ20
— CYPT1AJ2T
L CYPT1AJ3

CYPT1AJ1
CYPT1AJ2

CYPT1AJ22
CYP71AJ28

CYPTIAJ21

——(CYPT1AJS
CYPT1AJ32

—y

AnE
nl .nl\.'

Figure 87 : Arbre phylogénétique des différents membres de CYP71AJ. Alignement de séquence réalisé
avec ClustalX et arbre phylogénétique construit avec MEGAG en utilisant la méthode de maximum likelihood. Les
numéros d’accession sur GenBank/EMBL/DDBJ des génes caractérisés sont les suivants : CYP71AJ1 (psoraléne
synthase) A. majus (Q6QNI4), CYP71AJ2 (psoralene synthase) A. graveolens (C0OSJS4), CYP71AJ3 (psoralene
synthase) P. sativa (C0SJS2), CYP71AJ4 (angélicine synthase) P. sativa (COSJS3). En rouge : psoralene
synthases ; en vert : angélicine synthase.

Pour tenter d’apporter une réponse a cette question, une collaboration entre le laboratoire Agronomie et
Environnement et I’équipe du Pr. Simonsen de 1’université¢ de Copenhague a été mise en place en 2009.

Dans le cadre de cette collaboration, Bjgrn Dueholm a initié la recherche de genes orthologues a
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CYP71AlJ chez un grand nombre d’Apiacées de la sous-famille des Apioidées a partir de banques
d’ ADNc publiques et privées. Il a ainsi pu mettre en évidence une trentaine de membres de cette sous-
famille de P450s présents chez 17 différentes Apiacées. Parmis ces plantes, certaines sont connues pour
produire des furanocoumarines comme par exemple A. majus, A. graveolens, P. sativa, Thapsia
garganica, Daucus carota, P. crispum, Heracleum mantegazziannum, Heracleum lanatum, Seseli
montanum, Angelica archangelica ou encore Ferula communis. De plus, la sous-famille CYP71AJ est
également présente chez des plantes comme Thapsia laciniata, Laserpitium siler, Anthriscus sylvestris,
Peucedanum cervaria et Bupleurum chinense. Or, la litérature n’indique pas clairement la présence de
furanocoumarines chez ces plantes. A titre d’exemple, dans le cas de Bupleurum chinense, les travaux
de Berenbaum et de Liu et de ses collaborateurs indiquent la présence de furanocoumarines linéaires et
angulaires et notamment d’angélicine sans citer de sources alors que dans le cadre d’une étude
phytochimique récente ces composés sont absents (Ashour and Wink, 2011; Berenbaum, 1983; Liu e¢
al., 2013). Des travaux sont actuellement en cours au laboratoire afin de déterminer si cette plante
produit des furanocoumarines ou non. En se basant sur les travaux de Downie, Bjgrn Dueholm a
construit un arbre phylogénétique a 1’aide des séquences Internal Transcribed Spacer (ITS) de I’ADN
ribosomique d’Apiacées de la sous-famille des Apioidées (Figure 88, p. 225) (Downie et al., 2001).
L’occurrence de CYP71AlJ chez les différentes espéces est indiquée sur la Figure 88 (p. 225). L’ Apiacée
la plus ancienne serait B. chinense chez qui un CYP71AJ inconnu a été identifi€. Au cours de 1’évolution,
certaines especes auraient acquis la psoraléne synthase et c’est chez les especes les plus évoluées que
I’on retrouve les angélicine synthases, ce qui est cohérent avec 1’occurrence des formes angulaires qui
sont toujours associées aux formes linéaires et qui laissent penser que les formes linéaires sont apparues
avant les formes angulaires au cours de 1’évolution. Ces résultats appuyent I’hypothese que cette sous-
famille de P450s dérive d’un méme gene ancestral et que par des phénoménes de mutations et de
duplications ait acquit de nouvelles fonctions comme la psoraléne et [’angélicine synthase.
L’identification de la présence ou de I’absence de furanocoumarines chez les plantes pour qui les
données bibliographiques sont limitées permettra d’apporter des éléments de réponse quant a la fonction
des autres CYP71AJ identifiés, car si ces génes sont présents chez des plantes qui ne produisent pas de
furanocumarines, il est probable qu’ils soient impliqués dans une autre voie de biosynthése que celle
des furanocoumarines. Il est envisageable que ces enzymes soient impliquées dans la métabolisation de
molécules proches des furanocoumarines, comme par exemples les coumarines, ou encore les

pyranocoumarines.
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Figure 88 : Arbre phylogénétique de différentes Apioidées et occurrence de la sous-famille CYP71AJ.
L’arbre a été construit a 1’aide de MEGAS5.2.2 a partir des séquences ITS identifiées par Downie et ses
collaborateurs (Downie et al., 2001). En bleu : espéces chez qui une psoraléne synthase ou une psoraléne synthase
putative a été identifiée ; en jaune : angélicine synthase ou angélicine synthase putative ; en orange : clade 1,
inconnu ; en vert : clade 2, inconnu ; en blanc : inconnu.

Parmis les genes identifiés par 1’équipe de Copenhague, des premiers criblages métaboliques avec
CYP71AIJ5 ont été réalisés par les Dr. Tsunashi Kamo et Guilhem Vialart dans notre laboratoire mais
n’ont pas permis de trouver la fonction de ce géne. J’ai également réalisé 1’expression hétérologue de
certaines de ces enzymes (CYP71AJS5, 6 et 12) au laboratoire mais aucune activité n’a pu étre mise en
évidence a ce jour, que ce soit sur des molécules de la famille des furanocoumarines ou d’autres. Une
analyse phylogénétique réalisée sur ces différents orthologues de CYP71AJ permet de constater que
I’arbre généré est subdivisée en deux clades distincts. On constate ainsi clairement que CYP71AJ1-3 et

CYP71AJ4 sont regroupés d’un c6té de I’arbre tandis qu’une majorité d’entre eux sont localisés sur la
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seconde branche dont CYP71AIJS5, 6, 12 et 13 (Figure 87, p. 223). Ces résultats appuyent le fait que cette
sous-famille de P450s a stirement évoluée au sein des Apiacées pour étre impliquée dans la synthese de

furanocoumarines, de coumarines voire d’autres familles de molécules.

3.5 Conclusion

Dans le cadre de cette troisieme partie du chapitre « Résultats et Discussion », je me suis focalisée sur

I’identification et la caractérisation fonctionnelle de membres de la sous-famille CYP71AJ.

L’analyse de la banque d’ADNc de P. sativa a permis d’identifier un certain nombre de geénes candidats.

Parmi les fragments candidats, un seul comportait la totalité de la séquence codante, CYP71AJ13.

Des approches de TAIL-PCR ont été utilisées en vue de compléter les séquences candidates partielles

de certains candidats mais leur clonage n’a pas été possible.

J’ai initié la caractérisation fonctionnelle de CYP71AJ13 dans le systéme d’expression hétérologue S.
cerevisiae. Le criblage métabolique réalisé sur prés de 60 molécules différentes s’est révélé infructueux

a ce jour.

Une recherche d’autres génes codant pour des enzymes de la sous-famille CYP71AJ a été entreprise en
collaboration avec Bjgrn Dueholm, é¢tudiant du groupe du Pr. Simonsen de 1’université de Copenhague.
Ces travaux ont permis de mettre en évidence une grande diversité de ces enzymes au sein de
nombreuses Apiacées, y compris des plantes pour qui la synthése de furanocoumarines n’est pas
clairement illustrée dans la littérature.

Le criblage fonctionnel et ’analyse des séquences de CYP71AJ orthologues m’amene a conclure qu’il

est vraisemblable que CYP71AJ13 ne soit pas impliqué dans le métabolisme des furanocoumarines.
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif de ce travail de thése était de mieux comprendre le fonctionnement et d’identifier les chainons
moléculaires manquants de la voie de biosynthese des furanocoumarines. Lorsque ce projet de these a
débuté, tres peu de genes directement impliqués dans cette voie de biosynthese avaient été décrits. Un
des principaux freins a 1’identification de nouveaux génes jouant un role dans la synthése de ces
molécules était que, contrairement a des plantes modeles comme Arabidopsis ou encore la tomate, tres
peu de données moléculaires étaient disponibles pour les plantes productrices de furanocoumarines. Les
avancées technologiques réalisées dans le domaine du séquencage haut débit au cours de ces dernieres
années ont rendu plus accessible les données de transcriptomique et génomique pour des plantes peu
étudiées. Le travail réalisé dans le cadre de cette these a été subdivisé en 2 grandes parties. La premiere
a consisté a générer des banques de données moléculaires basées sur les transcriptomes de 3 plantes
produisant des furanocoumarines différentes et a en réaliser une analyse globale sans a priori. Une
analyse plus fine des données ainsi générées a, dans un second temps, permis d’identifier de nombreux
genes candidats dont la fonction dans la synthese des furanocoumarines a été établie pour un certain

nombre d’entre eux.

Construction et analyse de trois banques transcriptomiques de plantes productrices de
furanocoumarines en vue d’identifier de nouveaux génes candidats impliqués dans la synthése de

furanocoumarines.

Les furanocoumarines ont été décrites dans seulement 4 familles botaniques différentes qui, d’un point
de vue évolutif, sont trés éloignées. L’hypothése d’une apparition par le biais d’une évolution
convergente a souvent été émise mais n’a jamais pu étre démontrée jusque-l1a par manque de données
expérimentales. Pour commencer a lever le voile sur cette boite noire, nous avons choisi d’initier 1’étude
du transcriptome de 3 plantes représentatives de 3 de ces familles : P. sativa (Apiacées), R. graveolens
(Rutacées) et C. cinereum (Fabacées). Ces trois plantes présentent des profils « furanocoumariniques »
différents : P. sativa produit des formes linéaires et angulaires simples et complexes, R. graveolens ne
produit que des formes linéaires simples et complexes et C. cinereum produit uniquement des formes

linéaires et angulaires simples (psoraléne et angélicine).
La voie de biosyntheése des furanocoumarines est une voie appartenant au métabolisme secondaire qui

par définition permet la synthése de molécules présentes en faible concentration dans les plantes. De

fait, il est possible que les génes qui en permettent la syntheése soient transcrits en faible quantité par

229



Conclusion générale et Perspectives

rapport a des genes impliqués dans des voies métaboliques plus importantes. Afin de maximiser les
chances d’avoir des représentants d’un maximum de geénes, nous avons choisi de générer des banques
normalisées ce qui limite les possibilités de réaliser des analyses quantitatives de 1’expression de geénes

mais permet une analyse qualitative plus large.

La comparaison des séquences contenues dans ces trois banques d’ADNc normalisées avec celles de la
banque publique Genbank (NCBI) a permis d’annoter la quasi-totalité des contigs. Etant donné que la
majorité des étapes de la synthése de furanocoumarines sont catalysées par des P450s, je me suis
focalisée dans le cadre de ce travail sur I’identification de cette famille d’enzymes et de son partenaire
redox, les CPRs. Cette approche a permis d’identifier plusieurs centaines de séquences partielles codant
pour des P450s (336 chez P. sativa, 279 chez R. graveolens et 221 chez C. cinereum) plus ou moins
longues (seules 7, 26 et 50 séquences sont prédites completes respectivement chez P. sativa, R.
graveolens et C. cinereum). L’affiliation de certains de ces P450s a pu étre réalisée en réalisant des
alignements avec des séquences présentes dans une base de données fournie par le Pr. Nelson. L analyse
de ces trois banques d’ADNc¢ a également permis d’identifier un certain nombre de fragments codant
pour des CPR (17 chez P. sativa, 13 chez R. graveolens et 9 chez C. cinereum et une seule est prédite
complete dans chacune des banques). Parallelement a la recherche de séquences codant pour des
cytochromes P450s et de CPR, ces banques ont également permis d’identifier un certain nombre d’autres
familles de genes. Ainsi, un travail réalisé dans le cadre de la these de Guilhem Vialart a mené a la
caractérisation fonctionnelle d’enzymes de la famille des dioxygénases qui catalysent la formation de
I’umbelliférone, un précurseur de la voie de biosynthese des furanocoumarines, et de la scopolétine. Un
geéne présentant de fortes homologies avec cette dioxygénase identifié dans la banque de R. graveolens
a également été mis en évidence dans la banque de panais. La fonction de ce géne est actuellement a
I’¢tude. Les résultats préliminaires semblent indiquer que cette enzyme dispose de caractéristiques
enzymatiques légerement différentes de celle codée par le gene orthologue de la rue, car elle est
uniquement impliquée dans la synthése d’umbelliférone et est donc spécifique de la voie de biosynthese
des furanocoumarines. Un autre travail réalisé dans le cadre de la thése de Fazeelat Karamat au
laboratoire a permis d’identifier une prényltransférase catalysant a la fois la synthése de DMS et
d’osthenol a partir de I’umbelliférone chez le persil. L’analyse de la banque d’ADNc de panais indique
I’existence de deux geénes codant pour ce méme type d’enzyme. Leur caractérisation fonctionnelle
actuellement en cours dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe du Pr. Yazaki (université de
Kyoto, Japon) semble montrer un rdle plus spécifique de chacune dans la synthese des furanocoumarines
linéaires ou angulaires permettant ainsi d’émettre de nouvelles hypothéses sur 1’apparition des voies de

biosyntheses respectives.
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Si les données transcriptomiques sont un prérequis pour identifier de nouveaux genes candidats, la
caractérisation fonctionnelle reste sans doute le verrou le plus compliqué a lever Avec la construction
de ces banques, les séquences codantes de nombreux P450s ont été révélées. L’ étape suivante a donc
été d’identifier celles qui codent pour une enzyme impliquée dans la synthese des furanocoumarines.
Deux approches peuvent étre envisagées. La premiere consiste a cloner la totalité des séquences
codantes, a produire les enzymes correspondantes et a tester leur capacité a métaboliser un des
intermédiaires de la synthése des furanocoumarines. Cette premicre stratégie est longue car, elle
nécessite la recherche des séquences completes de tous les genes partiels identifiés jusque-la. Cette
approche semble irréalisable dans le cadre d’une thése. La seconde approche consiste a réaliser un
premier criblage afin d’éliminer un certain nombre de candidats. Ce premier tri peut se faire en réalisant
des analyses différentielles de niveaux d’expression des certains génes sur des tissus produisant peu ou
beaucoup de furanocoumarines. Au cours de ma thése j’ai tenté de développer un tel systéme sur I’'une
des plantes étudiée au laboratoire. Des essais d’élicitations ont été réalisés sur des plantules de panais
en utilisant différents types d’inducteurs : les traitements aux UVB ou encore de traitement au MeJa.
Ces différentes approches n’ont pas permis d’affecter les teneurs en furanocoumarines présentes dans
les plantes. D’autres pistes d’élicitations devront a présent étre explorées comme la mise au point, par

exemple, de lignées cellulaires plus facilement inductibles qu’une plante enticre.

Un travail d’élicitation a été réalisé sur des cultures cellulaires d’A. majus dans le cadre de travaux
réalisés par Sylvia Specker et Sandra Kellner, des doctorantes du Pr. Matern de 1’université de Marburg.
Dans cette équipe la plante modele était A. majus, une plante de la famille des Apiacées mais qui ne
produit que des furanocoumarines linéaires. Ce travail exploratoire préliminaire a conduit a
I’identification de 2 sous-familles de P450s, CYP71AJ et CYP71AZ dont I’expression semblait corrélée
avec la synthese des furanocoumarines. Des travaux réalisés dans le cadre de la thése de Romain Larbat
ont permis de valider cette hypothése pour la sous-famille CYP71AJ identifiées comme étant des
psoralene synthases et 1’angélicine synthase. L’analyse des banques d’ADNc montre que ces 2 sous-
familles de génes n’étaient pas présentes chez la rue ou chez C. cinereum. Par contre, un certain nombre

de geénes présentant de fortes homologies avec les génes identifiés chez A. majus ont été détectés.
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Etude et caractérisation fonctionnelle d’enzymes de la sous-famille CYP71AZ chez P. sativa.

La recherche de CYP71AZ dans la banque d’ADNc de P. sativa a conduit a 1’identification de 10
fragments candidats dont deux correspondaient a une séquence codante complete. CYP71AZ3 et
CYPT71AZA ont été exprimées in vitro dans le systeme hétérologue S. cerevisiae. Les résultats de ces
expérimentations ont montré que CYP71AZ3 était capable d’hydroxyler I’esculétine en un produit
inconnu et que CYP71AZ4 présentait un spectre d’activité plus large en hydroxylant le psoraléne en
position 8 et 5 sur le noyau coumarine. Ces différents substrats de CYP71AZ3 et CYP71AZ4 ont fait
I’objet d’une recherche ciblée dans des feuilles de panais en utilisant des approches analytiques fines
telles que des analyses LC-MS-LTQ. Ces analyses nous ont montré que seuls I’esculétine et le psoraléne
sont détectés au sein de la plante. Ce qui semble donc indiquer, qu’in vivo ces deux molécules pourraient
étre les substrats préférentiels de ces enzymes. Ces résultats sont cohérents avec le calcul des parametres
catalytiques de CYP71AZ4 pour les différents substrats qui indiquent que le psoraléne semble étre le
substrat privilégié de cette enzyme avec un K, conforme a ce qui a été décrit pour d’autres enzymes.
Les autres produits formés par CYP71AZ4 seraient donc dus a des métabolisations opportunistes de
cette enzyme. Pour CYP71AZ3, les résultats doivent €tre manipulés avec plus de prudence dans la
mesure ou le K, calculé pour I’esculétine est beaucoup plus élevé que ce qui pouvait étre attendu, sous
entendant que cette enzyme dispose probablement d’un autre substrat préférentiel. Parmi les différents
produits formés par ces deux enzymes in vitro, un certain nombre de produits n’ont pas encore été
identifiés (deux produits formés par CYP71AZ4 et le produit formé a partir de 1’esculétine par
CYP71AZ3). Leur caractérisation est actuellement en cours par des approches de RMN. L’identification
des sites d’hydroxylations devraient permettre de mieux comprendre comment les différents substrats
se positionnent au sein du site actif de ces deux enzymes et de confirmer I’hypothese que CYP71AZ4
est spécialisé dans I’hydroxylation en C8 du noyau 2H-1-benzopyran-2-one commun aux coumarines et
furanocoumarines. Si la fonction exacte de CYP71AZ3 n’est pas encore enti¢rement caractérisée, il est
cependant clair que CYP71AZ3 et CYP71AZA présentent des fonctions différentes malgré une tres forte
homologie de séquences. Un travail sur les relations structure-fonction est également entreprit au
laboratoire avec la génération de différents mutants. Ces mutants sont actuellement en cours d’analyse

et devraient permettre d’identifier les régions impliquées dans les différentes fonctions de ces enzymes.
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Identification de variants de CYP71A]J chez P. sativa.

L’analyse de la banque d’ADNc de P. sativa a permis d’identifier de nouveaux membres de
CYP71AlJ dont un complet CYP71AJ13. L’existence de plusieurs variants alléliques de CYP71AJ3 et
CYP71AJ4 au sein de la méme plante me laisse supposer que ces variants pourraient &tre synthétisés a

différents stades de développement de la plante ou en réponse a différents stress environnementaux.

Afin de trouver la fonction de ce nouveau membre de la famille CYP71AJ, j’ai entrepris d’exprimer la
protéine dans un systéme d’expression hétérologue. Il est bien connu de I’homme de I’art que
I’expression de P450s dans une optique de caractérisation fonctionnelle est une réelle gageure. Chaque
P450 est un nouveau challenge. Une des limites des systémes d’expression hétérologue existants réside
dans le niveau d’expression des protéines mais également dans 1’activité des protéines produites. Si le
niveau d’expression peut étre amélioré en optimisant entre autre les conditions de cultures ou encore le
biais de codon, I’activité peut étre étroitement liée aux interactions qui s’établissent ou doivent s’établir
avec le partenaire privilégié des P450s, a savoir la cytochrome NADPH P450 réductase. Des travaux
pionniers réalisés par Pompon, Urban et leurs collaborateurs ont permis de montrer que 1’expression de
P450s végétaux dans un systeme levure était sensiblement amélioré lorsque la CPR endogene était
remplacée par une CPR d’origine végétale et notamment par une CPR clonée a partir d’A. thaliana
(Urban et al., 1997). Les CPRs sont relativement bien conservées d’une plante a I’autre et par conséquent
le fait de remplacer les CPRs d’Arabidopsis par une CPR provenant d’une autre plante risque de rester
sans effet. Néanmoins, dans la mesure ou ces données sont disponibles, il est envisageable dans notre

cas, de cloner une ou plusieurs CPR de P. sativa afin d’optimiser le systéme d’expression.

Plusieurs autres systeémes d’expression ont été mis au point et adaptés pour les P450s. 1l serait également
envisageable d’utiliser d’autres systémes d’expression hétérologue. Dans le cadre d’une collaboration
avec le Pr. Mizutani de I’université de Kobé au Japon, CYP71AJ13 ainsi que d’autres P450s candidats
ont été clonés en vue de les exprimer dans des cellules d’insectes par le biais de baculovirus. Une autre
alternative serait d’exprimer ces génes de maniére transitoire ou stable dans des plantes productrices de
furanocoumarines. De nombreux protocoles ont déja été décrits dans la littérature pour la transformation

de D. carota et d’autres Apiacées et pourraient étre transposables a P. sativa (Baranski, 2008).

Malgré toutes ces pistes, a ce stade les différents systeémes ou stratégies utilisées pour exprimer et

caractériser les nouveaux membres de la sous-famille CYP71AJ sont restés infructueux.
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Que faire maintenant ?

Le travail réalisé¢ dans le cadre de mon projet de theése a permis d’identifier 2 nouveaux génes impliqués
dans la synthese des furanocoumarines chez le panais. De la voie de biosynthese compléte, il ne reste
donc plus qu’a identifier un dernier P450 ayant une activité de marmesine synthase. Pour identifier ce
gene, il va étre nécessaire de mettre au point un systeme permettant de générer des cellules de panais
produisant peu ou beaucoup de furanocoumarines. Une fois ce systeéme établi, un criblage par RT-PCR
quantitative pourra étre utilisé pour tenter de rechercher les genes exprimés différentiellement en nous
basant sur les séquences de P450s disponibles dans la banque de panais. Une approche similaire a été
développée sur d’autres Rutacées, les Citrus, dans le cadre du travail de master de Victoire Coqueret et
de la these d’Audray Dugrand. Dans ce cas, la recherche différentielle a été effectuée sur des variétés
de Citrus disponibles sur le site expérimental de Corse qui produisent des quantités différentes de
furanocoumarines. Une analyse différentielle ciblée sur différentes familles de P450s a permis
d’identifier des familles de génes potentiellement intéressantes. Des résultats préliminaires ont permis
d’identifier un P450 de la famille CYP82 présentant des similarités fonctionnelles avec CYP71AZ6, un
P450 identifié dans une banque génomique de panais construite au laboratoire dans le cadre d’un projet
géré par le Dr. Sandro Roselli.

Les travaux réalisés par Hamerski et Matern dans les années 1980 ont mis en évidence que la plupart
des étapes de la voie de biosynthese des furanocoumarines chez les Apiacées étaient catalysées par des
P450s. Ces résultats n’ont jamais été confirmés chez les autres plantes produisant ces molécules. A ce
jour, les seuls genes codants pour des cytochromes P450 impliqués dans la synthése de
furanocoumarines sont issus de 2 familles de plantes : les Apiacées et les Brassicacées. Arabidopsis
dispose de deux enzymes de la sous-famille CYP82C, qui sont capables de transformer la xanthotoxine
en 5-hydroxy xanthotoxine (Kruse et al., 2008). Toutefois, Arabidopsis n’appartient pas aux familles de
plantes décrites comme produisant ce type de molécules. Il est donc tres probable que cette activité
décrite par Kruse ne soit que le reflet d’une métabolisation opportuniste. Ce type de métabolisation a
déja été décrite pour d’autres P450s et notamment dans le cas de métabolisation d’herbicides comme le
chlortoluron qui n’est pas présent chez les plantes en régle générale (Gion et al., 2014). Néanmoins,
d’autres enzymes sont capables de réaliser le méme type de réaction comme par exemple les
dioxygénases. En effet, il a été démontré que certaines réactions catalysées par des P450s chez certaines
plantes pouvaient I’étre par des enzymes de la famille des dioxygénases alpha-cétoglutarate dépendantes
chez d’autres plantes. C’est le cas notamment de la F3H, une flavone synthase, qui est un P450 de la
famille CYP93 chez certaines plantes comme le soja et une dioxygénase chez le persil (Bredebach et
al., 2011; Fliegmann et al., 2010). L absence des familles CYP71AJ et CYP71AZ chez les Psoralées et

les Rutacées est un argument supplémentaire pouvant renforcer cette hypothese. De plus, des résultats
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récents au laboratoire ont montré la présence d’une activité marmesine synthase chez N. benthamiana
lorsque les feuilles sont infiltrées avec de la DMS. Ces résultats sont probablement le reflet d’une
métabolisation opportuniste de la DMS et laissent penser a une activité de type dioxygénase. Il pourrait
donc étre intéressant de ne pas se limiter a I’exploration des fonctions de P450s chez ces 2 plantes. Si
cette hypothése venait a étre vérifiée, elle confirmerait I’apparition de cette voie de biosynthese chez

différentes familles botaniques par le biais d’une évolution convergente.

Pour finir, les furanocoumarines représentent des molécules trés intéressantes pour 1’industrie
pharmaceutique. En effet, elles sont utilisées pour traiter des affections de la peau comme le psoriasis et
le vitiligo (Dominguez et al., 2004; Pathak and Fitzpatrick, 1992), mais également dans le traitement de
lymphomes cutanés a cellules T (Chiesa-Fuxench and Gonzalez-Chédvez, 2010). Ces molécules semblent
¢galement avoir un avenir prometteur dans 1’industrie pharmaceutique avec leur potentielle utilisation
dans le traitement de la dépression (Chen et al., 2007), dans le traitement de certains cancers de par leur
activité antiproliférative et apoptotique (Sigurdsson et al., 2004; Sumiyoshi et al., 2014), et leur
propriétés bactériostatiques, fongicides et antimicrobiennes (Adams et al., 2006; Girennavar et al., 2007,
Sardari et al., 1999). A ce jour, les furanocoumarines utilisées dans I’industriec pharmaceutique
proviennent essentiellement de 1’extraction d’huile de bergamote (Citrus bergamia), car leur synthese
chimique reste un processus trés onéreux. Or, la culture de la bergamote se fait de plus en rare de nos
jours et il devient nécessaire de trouver des plantes alternatives pour la production de furanocoumarines.
Le panais pourrait étre une plante adaptée a la production de ces molécules d’intérét étant donné qu’elle
produit en grande quantité de nombreuses furanocoumarines a la fois linéaires et angulaires. Il serait
intéressant de développer un protocole de transformation stable de P. sativa en vue de surexprimer les
différents génes déja caractérisés et impliqués dans la voie de biosynthese des furanocoumarines afin de
déterminer si cette transformation entralne une augmentation significative de la production de ces
molécules in planta. De plus, lorsque toutes les enzymes de cette voie de biosynthese seront identifiées
et caractérisées fonctionnellement, il serait intéressant de reconstituer cette voie de biosyntheése chez une
plante qui ne produit pas naturellement de furanocoumarines, comme par exemple chez la plante modele
A. thaliana. De 1la méme maniere, lorsque toutes les enzymes de cette voie seront identifiées, il sera alors
possible de produire ces molécules dans des organismes hétérologues (levure, plante, insecte...). La
production de nouvelles plantes produisant des furanocoumarines présenterait un avantage agronomique
grace a leur potentiel allélopathique et/ou permettrait de produire en plus grande quantité ces molécules
utilisées dans 1’industrie thérapeutique. Enfin, les furanocoumarines contenues dans les agrumes et plus
particulierement dans le pomelo et le pamplemousse peuvent engendrer des phénomenes de toxicité

lorsqu’elles sont ingérées avec certains médicaments. D’autres plantes comme le céleri contiennent de
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fortes concentrations en furanocoumarines dans les feuilles pouvant engendrer de sérieuses
photodermatites lorsqu’elles sont manipulées. Il serait donc intéressant de créer des plantes dépourvues
de furanocoumarines par ingénierie métabolique afin d’assurer la sécurité des consommateurs et de

celles des producteurs de plantes contenant ces molécules.
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SUMMARY

Coumarins are important compounds that contribute to the adaptation of plants to biotic or abiotic stresses.
Among coumarins, umbelliferone occupies a pivotal position in the plant phenylpropanoid network. Previous
studies indicated that umbelliferone is derived from the ortho-hydroxylation of p-coumaric acid by an
unknown biochemical step to yield 2,4-dihydroxycinnamic acid, which then undergoes spontaneous
lactonization. Based on a recent report of a gene encoding a 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase from
Arabidopsis thaliana that exhibited feruloyl CoA 6'-hydroxylase activity (Bourgaud ef al., 2006), we combined a
bioinformatic approach and a cDNA library screen to identify an orthclogous ORF (Genbank accession number
JF799117) from Ruta graveolens L. This ORF shares 59% amino acid identity with feruloyl CoA 6’-hydroxylase,
was functionally expressed in Escherichia coli, and converted feruloyl CoA into scopoletin and pcoumaroyl
CoA into umbelliferone with equal activity. Its bi-functionality was further confirmed in planta: transient
expression of JF799717 in Nicotiana benthamiana yielded plants with leaves containing high levels of
umbelliferone and scopoletin when compared to control plants, which contained barely detectable traces of
these compounds. The expression of JF799117 was also tightly correlated to the amount of umbelliferone that
was found in UV-elicited R. graveolensleaves. Therefore, JF799117 encodes a p-coumaroyl CoA 2’-hydroxylase
in R. graveolens, which represents a previously uncharacterized step in the synthesis of umbelliferone in
plants. Psoralen, which is an important furanocoumarin in R. graveolens, was found to be a competitive
inhibitor of the enzyme, and it may exert this effect through negative feedback on the enzyme at an upstream
position in the pathway.

Keywords: umbelliferone, 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, coumarin, furanocoumarin, Ruta graveo-
lens, scopoletin.

INTRODUCTION

Coumarins (1,2-benzopyrones} are ubiquitous in higher bursts (Chong et al., 2002) and tolerance to abiotic stresses
plants, where they display important biological and eco- (Gutierrez et al., 1995). Furanocoumarins (also known as
logical functions. They contribute to the environmental furobenzo-o-pyrones or furocoumarins) constitute a sub-
adaptation of plants, and are primarily involved in defense class of coumarins that are generally found in four higher
against phytopathogens (Kuc, 1982), limitation of oxidative plant families: Apiaceae, Rutaceae, Moraceae and Fabaceae.
460 © 2011 The Authors
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These compounds demonstrate stronger allelochemical
properties than the simple coumarins, and have also been
characterized for their contribution to resistance against
plant pathogens {Beier and Oertli, 1983), insects {Schuler
and Berenbaum, 2003) and environmental stresses {Zobel
and Brown, 1393).

Umbelliferone (Figure 1) is a coumarin that is found in all
higher plants; it is a pivotal intermediate in the synthesis of
more complex derivatives, such as poly-hydroxylated/metho-
xylated/prenylated coumarins, furanocoumarins and pyra-
nocoumarins (Bourgaud et al, 2006). Early investigations
were based on plant feeding and use of radiolabeled
precursors; these studies provided data concerning the
synthesis of umbelliferone in various model plants. Indeed,
the first such experiment, performed on Hierochioe odorata
and Melilotus officinalis (Brown et al., 1960}, as well as a

Figure 1. Schematic representation of the
umbelliferone/furanocoumarins and scopoletin
biosynthetic pathways.

Muttiple arrows represent multi-enzymatic steps.
Dashed arrow: ortho-hydroxylation step to
umbeliiferone.

CZ'H invoived in umbelliferone synthesis 461

complementary study also performed on M. officinalis (Ellis
and Amrhein, 1971}, demonstrated incorporation of cinnam-
i¢ acid into coumarin and 7-hydroxycoumarins (i.e. umbel-
liferone derivatives). In addition, other tracer experiments
were performed on Lavandula officinalis, and clearly
showed that para-hydroxylation was a prerequisite for
ortho-hydroxylation {Brown, 1962). This result unequivo-
cally demonstrated that umbelliferone is formed after the
ortho-hydroxylation of p-coumaric that leads to synthesis of
2,4-dihydroxycinnamic acid, which is subsequently trans-
formed into umbelliferone following the spontaneous
closure of the lactone ring by a non-enzymatic reaction that
occurs under acidic or neutral conditions ({(Figure 1)
{reviewed by Bourgaud et al, 2008). In another set of
pioneering experiments, double-labeled (ortho-*H, ring-
1-*C} cinnamic acid was fed to Melilotus alba or Gaultheria
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procumbens, and retention of the label was monitored upon
its conversion to o-coumaric acid, which is the immediate
precursor of coumarin (Ellis and Amrhein, 1571). The
significant decrease in the ®H:"C ratio was interpreted as
an indication of a cytochrome P450 mono-oxygenase reac-
tion mechanism. Another study of M. alba assigned the
ortho-hydroxylation of cinnamic acid to the chloroplast;
again, the results suggested the involvement of a P450-
dependent mechanism (Gestetner and Conn, 1974). Unfor-
tunately, these in vitro results could not be reproduced, and
the enzyme family involved in the ortho-hydroxylation of
p-coumaric acid remained a missing link in the process
of phenylpropanoid biosynthesis.

The first evidence demonstrating the pivotal role of a
2-oxoglutarate-dependent dioxygenase (2-OGD)} in the
ortho-hydroxylation of cinnamic acid derivatives was only
obtained recently, when the biosynthetic pathway of scopo-
letin {6-methoxy,7-hydroxy-coumarin) was established in
Arabidopsis thaliana. The first set of experiments utilized
T-DNA insertion mutants within the gene that encodes
CYP98A3, which is a P450-dependent enzyme that catalyzes
the 3-hydroxylation of pcoumaroyl CoA shikimate or
quinate (Kai etal, 2006). Transgenic knockout plants
exhibited dramatic decreases in scopoletin, confirming its
origin from ferulic acid in A. thaliana (Figure 1). The feruloyl
CoA 6”-hydroxylase (F6’H) that is responsible for conversion
of feruloyl CoA into scopoletin was then isolated and
characterized as a 2-OGD enzyme (Kai et al,, 2008). Because
scopoletin is structurally similar to umbelliferone, it is
tempting to assume that the ortho-hydroxylation of
p-coumaric acid that facilitates the formation of umbellifer-
one may be catalyzed by an enzyme that is similar to F&'H.
However, F6&'H displayed a narrow specificity; feruloyl
CoA was the only substrate that was accepted among
cinnamic acid derivatives. This finding left the method of
ortho-hydroxylation of pcoumaric acid unresolved, and the
process of synthesis of umbelliferone continued to be
debated.

Here we describe the identification of a gene that
encodes a 2-OGD in R. graveolens, which is a furanocoum-
arin-producing plant; it catalyzes the conversion of feruloyl
CoA into scopoletin and p-coumaroyl CoA into 2,4-dihydr-
oxycinnamic acid. This latier activity corresponds to a
pcoumaroyl CoA 2-hydroxylase {(C2’H), which is the
missing step of umbelliferone synthesis in plants. This
bi-functional activity was confirmed in vitro using a purified
enzyme that was heterologously produced in Escherichia
coli and in planta following transient expression of the
corresponding gene in Nicotiana benthamiana. Further
in vitro studies revealed that this enzyme is negatively
regulated by psoralen, which is a furanococumarin with high
toxicity potential in R. graveolens; this result demonstrates
possible feedback control by this compound upstream of
the pathway.

RESULTS

Involvement of a 2-0GD in the furanocoumarin pathway
of Ruta graveolens and identification of a candidate gene
from this plant

The occurrence of a 2-OGD in a R. graveolens furanocoum-
arin pathway was investigated in plantlets that had been
sprayed with prohexadione-caleium, which is an inhibitor of
this enzyme family (Puhl et al., 2008). The decrease in
furanocoumarin content was statistically significant in the
leaves of treated plants when compared to control plants:
the levels in the control and treated plants were 22.6 + 2.6
and 15.1 + 7.1 mg g—' FW {fresh weight) for bergapten
(P < 0.05), 1.0 = 0.2 and 0.6 £ 0.3 mg g~' FW for psoralen
{P<0.05) and 67 +05 and 59+ 06mgg' FW for
xanthotoxin (P < 0.05), respectively. The umbelliferone con-
tent also decreased significantly (P < 0.05) between control
and treated plants (0.05 + 0.02 and 0.03 + 0.01 mg g™ FW,
respectively), which are unexpectedly low concentrations.

As the first attempt to identify a putative 2-OGD from
R. graveolens, the Arabidopsis thaliana F6'H nucleotide
sequence {At3g136170) (Kai et al, 2008} was used as a
template to identify in silico candidates in the Rutaceae
family that shared a high level of homology. The first
tBLASTn search performed in the GenBank EST database
revealed no R. graveolens accessions because only a small
number of genes are available for this plant species.
However, the same in silico analysis identified several
candidates belonging to the Rutaceae family, and two gene
fragments {GenBank accession numbers CX667249 and
CX667579) that corresponded to opposite ends of the same
sequence revealed the presence of a putative 2-0GD in a
Citrus paradisi x Poncirus trifoliata hybrid. The ORF was
amplified from cDNAs prepared from RNA isolated from
Citrus fimetta, using primers based on the two gene
fragments. The resulting sequence (GenBank accession
number JN245615) was not completely identical to the gene
described in the EST database (93% nucleotide identity and
94% amino acid identity), but it showed 63% nucleotide
identity and 61% amino acid identity with A. thafiana
At3g13610. To determine its activity, the gene was
introduced into a bacterial expression system. Although
the corresponding protein was expressed efficiently in this
heterologous system {data not shown), no reaction products
of cinnamic acid derivatives were detected.

Based on its high level of identity with the citrus and
A, thaliana genes previously described, the JN245675
sequence was used to screen a bacteriophage library to
identify an orthologous 2-OGD-encoding gene. The bacte-
tiophage library contained ¢DNAs prepared from RNA
extracted from R. graveofens leaves that had been exposed
to UV light. This experiment enabled isolation of a new gene
{GenBank accession number JF799117, which is hereafter
referred to as RgJF799117) (Figure 2).
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Figure 2. Sequence alignment of the Ruta graveolens putative 2-0GD (Rg 2-OGD GenBank accession number JF799717) and the Arabidopsis thaliana 2-0GD
{A13g13610). The sequences were aligned using Clustal W. Asterisks indicate identity betwaen the two sequences; colons indicate conservative substitutions; dots
indicate semi-conservative substitutions. The dots and triangles above the alignment indicate amino acids (highlighted) that are involved in recognition sites for

oxoglutarate and ferrous iron, respectively.

A phylogenic analysis of 2-OGD sequences (Figure 3}
revealed that this enzyme family is organized in clusters, and
that each cluster is associated with a specific enzymatic
function. In this phylogenic tree, the cloned RgJF799117
sequence belongs to the same cluster as the two A. thaliana
sequences that were previously described as F6'Hs (Kai
et al,, 2008). RgJF799117 shares 59% amino acid identity
with At3g13610 (Figure 2} and 81% amino acid identity with
citrus JN245615.

In vitro functional characterization

The coding region of the candidate gene RgJF7339117 was
cloned and fused with a histidine tag in E. coli. Protein
extracts were purified by affinity chromatography and
incubated in the presence of cinnamic acid, caffeic acid,
p-coumaric acid, ferulic acid, cinnamaoyl CoA, caffeoyl CoA,
pcoumaroyl CoA or feruloyl CoA. HPLC analysis of the
incubations revealed that no conversion occurred with
either the four acids or the cinnamoyl and caffeoyl esters.
However, the incubations with p-coumaroyl CoA and feru-
loyl CoA led to the accumulation of two products, P1 and P2
(Figure 4a,d), that were absent from the control samples.
The UV and MS/MS spectra of P1, which formed from
pcoumaroyl CoA, perfectly matched the spectra from a
commercial umbelliferone standard (Figure 4b,c), whereas

© 2011 The Authors

P2, which formed from feruloyl CoA, was identified as
scopoletin (Figure 4e.f).

Kinetic assays revealed a similar affinity and efficiency for
p-coumaroyl CoA (K, = 50 + 10 pM, Kzt coum/Km = 0.85 pmol
min™} and feruloyl CoA (Kn =37 + 13 pm, kot te/Kim =
0.75 umaol min~") {Table 1). To complete the kinetic study,
inhibition tests were performed using umbelliferone, psor-
alen, xanthotoxin, bergapten and isopimpinellin, Only psor-
alen had a competitive inhibitory effect on the reaction,
characterized by an increase in the K, in a concentration-
dependent manner, and no modification of the V., (Table 1).
The estimated K; values were 111 pm for pcoumaroyl CoA
and 122 um for feruloyl CoA.

In planta functional characterization

Further functional characterization of RgJF799117 was
achieved by its transient expression in Nicotiana benthamiana.
The RgJF7939117 ORF was introduced into a pBIN binary
plasmid under the control of the CaMV 35S promoter. The
recombinant plasmid was then introduced into Agrobacte-
rium tumefaciens strain LBA4404, and was co-inoculated
into N. benthamiana leaves with an Agrobacterium strain
expressing the P19 silencing suppressor viral protein of
tomato bushy stunt virus (Voinnet ef al., 2003). Phenolic
extracts from 3-day-old infiltrated leaves contained significant
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Figure 3. Phytogenetic tree of the 2-OGD family.

The accession numbers in GenBank/EMBL/DDBJ database are given in
parentheses: Ruta_20GD (JF799117); Citrus_20GD (JN245615); At1978440_-
GAZox (NM_106431); At1g15550_GA3ox [NM_101424); At4g25420_GA200x
(NM_118674); At1g12010_ACCox (NM_101073); At3g13610_F6°'H1
{NM_112207); At1g55290_F6'H2 {NM_104404); At3g51240_F3H (NM_114983);
At4g22880_LDOX (NM_118417); At5g08640_FLS1 [(NM_120951); Atd-
g03070_AOP1 (AF417855); Zea mays DIBOA 7-hydroxylase (NM_001111630)
{Frey et al., 2003); Cath hus roseus di yvindoline-4-hydroxylase
(AF008597) (Vazquez-Flota et al., 1997); Chrysosplenium americanum flavo-
nol 6-hydroxylase (AY605048) (Anzelotti and Ibrahim, 2004); Papaver som-
niferum thebaine 6-O-demethylase (GQ500139) (Hagel and Facchini, 2010)
and Hyoscyamus niger hyoscyamine 6p-hydroxylase (HYSHBH) (Matsud
et al., 1891).

levels of umbelliferone and scopoletin, as revealed by UV
and mass spectral analyses; only traces of these products
were detected in the control plants (Figure 5}. These results
from N. benthamiana are consistent with the in vitro enzy-
matic investigations, and support the bi-functionality of the
enzyme encoded by RgJF799117 in synthesis of umbellifer-
one and scopoletin.

Given the potential bi-functionality of RgJF799117, the
umbelliferone/scopoletin balance was investigated in
R. graveolens tissues. Scopoletin was not detected by
HPLC-DAD in any tissue, but umbelliferone was present in
the leaves (0.4 + 0.1 mgg™' FW) and petioles (0.5 £
0.1 mg g~' FW), and in trace amounts (<0.05 mg g~' FW)
in the stems and roots. Complementary experiments using
HPLC-MS on the same plant tissues indicated that scopoletin
was present at low concentrations (<10 ng g™ FW) in
addition to scopolin and skimmin, which are the glycosylated
derivatives of scopoletin and umbelliferone.

Previous experiments indicated that UV light can induce
the production of furanocoumarin in R. graveolens seed-
lings (Zobel and Brown, 1993; Zobel etal, 1998). To
determine whether there was a correlation between the
accumulation of umbelliferone/furanocoumarins and the
expression of RgJF99117, 3-month-old plantlets were irra-
diated with UV-B light {312 nm) for 24 h, and compared to

non-irradiated control plants. Quantification of the tran-
scripts by real-time PCR revealed a significant induction of
RgJF799117 in the treated leaves and petioles (Figure 6), but
no change was detected in the other vegetative tissues
(roots and stem). Similarly, the umbelliferone concentration
was significantly enhanced (P < 0.01} in the UV-treated
leaves (1.4 + 0.1 mg g~ FW) compared to the control plants
(0.4 £ 0.1 mg g™’ FW). However, the levels were only
slightly increased (0.1 > P> 0.05) in the UV-treated petioles
(0.8 £ 0.2 mg g™’ FW) compared to the control plants
(0.5 + 0.1 mg g™' FW), and did not change in the roots
and stems {<0.05 mg g~ FW). No significant difference was
observed for the levels of furanocoumarins between the
UV-treated and control plants. Together, these results show
a correlation between the expression of RgJF799117 and the
increase in umbelliferone content in R. graveolens leaves
and petioles. in a second set of experiments, we analyzed the
effect of prohexadion-calcium in UV-treated plants. The
results confirmed a decrease in umbelliferone and
furanocoumarins for plants treated with both UV and
prohexadion-calcium compared to plants with a single UV
treatment (umbelliferone, 0.04 + 0.02 versus 0.08 = 0.01
mg g~' FW, P < 0.01; xanthotoxin, 6.1 + 0.7 versus 6.8 £
0.4 mg g~ FW, P<0.05; bergapten, 16.8 + 5.9 versus 24.4 +
1.5mg g~ FW, P<0.01; marmesin, 1.2 + 0.3 versus 1.8 + 0.4
mg g ' FW, P<0.01; psoralen, 0.7 + 0.3 versus 1.1+
0.2 mg g~ FW, P < 0.01).

DISCUSSION

Umbelliferone is an important coumarin that is ubiquitously
produced in plants. Previous studies have demonstrated
that umbelliferone is formed following the ortho-hydrox-
ylation of p-coumaric acid, but molecular evidence
regarding its synthesis was unavailable until recently.
Elucidation of this ortho-hydroxylation step began in 2008
with studies demonstrating the role of a 2-0GD in
hydroxylation of feruloyl CoA (F6'H), leading to the
formation of scopoletin in A. thaliana (Kai et al, 2008).
However, it was shown experimentally that A. thaliana
F6'H is not committed to the formation of umbelliferone
{Kai et al.,, 2008), and the method of biosynthesis of this
compound remains unresolved.

Due to obvious structural similarities between scopoletin
and umbelliferone, we decided to examine the possible
involvement of a 2-OGD in the synthesis of umbelliferone.
Investigations were performed in R. graveolens, a plant that
synthesizes large amounts of furanocoumarins (Milesi et al.,
2001), and far which umbelliferone is an important inter-
mediate (Figure 1). The occurrence of a 2-OGD in the
furanocoumarin pathway of R. graveolens plants was inves-
tigated in experiments that utilized prohexadione-calcium, a
2-0GD inhibitor (Puhl et al., 2008), with or without UV
treatment. The prohexadione-calcium-treated plants showed
a significant decrease in leaf umbelliferone and furanocoumarin
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Figure 4. In vitro functional characterization of the enzyme encoded by RgJF759717.
{a,d) HPLC analysis of p-coumaroyl CoA {a} and feruloyl CoA {d) metabalites P1 and P2, respectively.

ibe) UV and MS spectra of the products P1 (b} and P2 {e).

ic,f} UV and MS spectra analysis of authentic umbelliferone {c) and scopoletin {f) standards.

Table 1 Kinetic constants for Rg 2-0GD heterologously expressed in
Escherichia coli

Feruloyl CoA p-coumaroyl CoA

Kinetic constants

Vimax (5667 0.46 + 0.05 0.71 £ 0.06

K (pm) 37+13 50 £ 10

Koot/ Ky (umol min™) 0.75 0.85
Inhibition with 50 pm psoralen

Vinax app (5607") 0.47 £ 0.05 0.69 £ 0.08

Kin app (HM) 64 + 14 7749
Inhibition with 100 pum psoralen

Vinax app (58C77) 0.45 + 0.05 0.69 + 0.08

K app (EM) 73+14 96 + 9
Inhibition with 200 um psoralen

Vinax app {s€€™") 0.46 + 0.06 0.65 + 0.08

Ko app (um) 107 £ 17 108 £ 9

contents compared to untreated plants, supporting the
hypothesis that a 2-0OGD is involved in this pathway. In silico
studies and a screen of a R. graveolens cDNA library based
on the F6'H sequence revealed a putative 2-OGD gene
{GenBank accession number JF799117) that was 59%
identical to the A. thaliana F6'H sequence. Heterclogous

@ 2011 The Authors

expression of RgJF799117 in E. coli enabled an in vitro
screen for enzymatic activity, and clearly showed that the
corresponding enzyme accepts two substrates, feruloyl CoA
and p-coumaroyl CoA, leading to the formation of scopoletin
and umbelliferone, respectively, with almost the same
efficiency for each substrate {Table 1). The bi-functionality
of this enzyme was also tested in N. benthamianatransiently
expressing the gene under the control of the CaMV 35S
promoter. It is well known that tobacco accumulates scopo-
letin and scopolin, which is the glycoside derivative of
scopoletin, but not umbelliferone {Chong et af,, 2002; Costet
et al., 2002). Treated plants harvested 3 days post-infection
had similarly high levels of umbelliferone and scopoletin,
and these compounds were both absent in the inoculated
control plants. The accumulation of coumarin products
observed in N. benthamiana clearly indicates that the
enzyme encoded by RgJF799117 is fully functional in plants,
and that it can synthesize scopoletin and umbelliferone. The
high level of umbelliferone found in tobacco plants express-
ing RgJF799117 is particularly interesting with respect to the
role of this enzyme in the synthesis of umbelliferone,
because this plant does not normally accumulate umbellif-
erone. In addition, quantification of RgJF799117 transcripts
in R. graveolens demonstrated that expression of this gene

The Plant Journal ©® 2011 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, {2012), 70, 460-470
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Figure 6. UV-B effects on the RgJF799117 expression level in Ruta graveolens
vegetative tissues.

Error bars represent the SE for three replicates. The statistical significance
was assessed by Student’s t test. Asterisks indicate a statistically significant
difference (P < 0.01} compared to the control.

is positively correlated with the accumulation of umbellifer-
one in UV-exposed leaves and petioles of this plant. Taken
together, the in planta results confirm the bi-functional
activity of the enzyme. Therefore, RgJF799117 encodes a
2-0GD that displays both F&'H and C2'H activities in
R. graveolens. Because the umbelliferone produced by this
2-0OGD is derived from p-coumaroyl CoA rather than free
p-coumaric acid, this enzyme probably operates closely with
a 4-coumarate CoA-ligase (4CL) that is responsible for
synthesis of the p-coumaroyl CoA ester. This theory is
consistent with other studies in R. graveolens, in which two
different 4CLs were described (Endler et al., 2008). One of
the two R. graveolens 4CLs, which is specifically induced by
elicitation of the cells, has been suggested to be specifically
engaged in coumarin biosynthesis {Endler et al,, 2008), and
may operate in tandem with the C2'H described above.
Previously, Lukacin efal. {2003} also identified a
bi-functional 2-0OGD that is involved in citrus flavoneid
metabolism (Lukacin et al., 2003). Multi-functional enzymes
are essential elements that explain the complexity of the
metabolic grids found in plants {(Schwab, 2003). In addition
to F6'H, the presence of C2'H activity in R. graveolens

allows the generation of umbelliferone and more complex
7-hydroxycoumarin derivatives, such as furanocoumarins,
which have important defense functions in plants. These
furanocoumarins are absent from A. thaliana, which
contains only a mono-functional F6'H (Kai et al., 2008). The
presence of scopoletin, which is the immediate product of
F6’H activity, was investigated, but it was not detected at
significant levels in any R. graveolens tissues.

The lack of scopoietin in our experiments is puzzling in
light of the F6'H activity observed for RgJF799117 because
F6'H was found to be equivalent to C2'H in terms of its
activity in vitro (heterologous expression in E. coli,
Table 1) and in planta (transient expression in A. benth-
amiana, Figure 5); it would be reasonable to expect
co-occurrence of scopoletin and umbelliferone in R. graveo-
fens. The formation of associated products downstream of
scopoletin may explain the lack of scopoletin itself.
However, scopolin {the glycosidic end-product that is
synthesized from scopoletin} was also present in only
trace amounts in R. graveolens, contradicting the above
hypothesis. Other phytochemical studies bave confirmed
the low level of scopoletin in R. graveolens: scopoletin
has frequently been described to be a minor coumarin in
R. graveolens {Steck et al., 1971; Paszkiewicz et al,, 2008),
and a recent report revealed that its concentration is
below the HPLC-UV quantification limit (<2.5 pg g~' FW)
{(Adam et al, 2009). Although the F6'H activity of the
protein that is encoded by RgJF799117 seems to be fully
functional, the reason for the absence of significant levels
of scopoletin in R. graveolens is currently unresolved, and
will require further investigation.

Phylogenetic analyses facilitated the construction of a tree
in which 2-OGDs are organized according to their functional
diversity (Figure 3). To product of RgJF99117 shares the
highest identity with a peptide sequence isolated from Citrus
limetta {NCBI accession number.JN245615). For an unknown
reason, functional characterization of this gene could not be
achieved using the E. coli heterologous expression system.
However, the fact that this citrus gene is the closest neighbor
of RgJF93117 is consistent with the observation that citrus
plants synthesize large amounts of furanocoumarins and
other umbelliferone derivatives; therefore, it is probably
necessary for these plants to possess a C2'H function similar
to that in R. graveolens. Our sequence corresponding to a
C2’H and the two A. thaliana F6'H sequences are grouped
together and constitute a separate clade.

Kinetic experiments with various coumarins and
furanocoumarins revealed that psoralen is a competitive
inhibitor of the C2’H/F6'H encoded by RgJF93717 {Table 1).
Furanocoumarins are natural compounds with potent allo-
chemical functions because of their severe cellular toxicity.
The severe genotoxicity of linear furanocoumarins (i.e.
psoralen derivatives) is a consequence of their ability to
intercalate with double-stranded DNA and create covalent
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cross-links between thymine residues (Dall'Acqua et af.,
1978). Linear furanocoumarins are therefore potentially toxic
to any living organism, including plants that synthesize large
quantities of these compounds, such as A. graveciens. The
K; that was experimentally determined for psoralen using
the R. graveolens C2’H/F6'H enzyme was approximately
twice the K, value {Table 1). Although the enzyme affinity
is less pronounced for psoralen than for its two substrates
{feruloyl and p-coumaroyl CoA), psoralen may exert a
feedback inhibition on C2'H at higher concentrations, and
this may down-regulate the general umbelliferone/furano-
coumarin pathway. In R. graveofens, this down-regulation
pattern is consistent with reports showing constitutive
synthesis of furanocoumarins in all the tissues from this
plant (Eilert, 1989; Milesi et al., 2001) and the UV elicitation
experiments reported here, in which furanocoumarin con-
centrations in vegetative organs did not significantly
increase. In contrast to most plants that accumulate fur-
anocoumarins and exhibit a highly inducible biosynthetic
pathway (Hamerski and Matern, 1988) based on differen-
tially expressed genes {Larbat ef al., 2007), R. graveolens
may have developed an alternative regulation system, such
as enzyme retro-inhibition.

Finally, two independent studies from the 1960s and
1970s hypothesized that the ortho-hydroxylation of p-coumaric
acid leading to formation of umbelliferone was controlled
by a P450-dependent mono-oxygenase. Here, we provide
evidence that a 2-OGD is committed to this synthesis in
R. graveolens, and describe the first pcoumaroyl CoA
2-hydroxylase to have been characterized in plants. In
addition to the formation of umbelliferone, this enzyme
converts feruloyl CoA into scopoletin (F&'H activity) with
equivalent efficiency, and the enzyme is therefore fully
bi-functional. The C2'H and F6'H activities are equally
repressed by psoralen, which is a competitive inhibitor
located downstream of the umbelliferone pathway. Psor-
alen down-regulates the C2'H function, subsequently
reducing the metabolic flux through the umbelliferone/
furanocoumarin pathway and preserving the plant tissues
from excessive psoralen concentrations. Some higher
plants display enzymatic function that may be controlled
by a P450 or a 2-OGD enzyme. In Apiaceae {Martens et al.,
2001) and Eqguisetum arvense (Bredebach et al., 2011), [25]-
naringenin is converted into apigenin by a flavone
synthase | that belongs to the oxoglutarate-dependent
dioxygenase family. However, in Fabaceae species such
as Glycyrrhiza echinita {Akashi et al., 1998} and soybean
(Glycine max} (Fliegmann et al, 2010}, this flavone forma-
tion is performed by enzymes of the CYP93B P450 family.
Further investigations are required to determine whether
C2’H is encoded by the 2-oxaloglutarate-dependent dioxy-
genase superfamily alone, or whether other mono-oxy-
genase enzymes (such as P450s) are also involved, as
previously assumed.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant material

Ruta graveolens and Nicotiana benthamiana seeds were sown and
germinated in a greenhouse on potting soil. The seedlings were
grown for 1-2 months before being used in the experiments.

UV-B light elicitation of the plants was achieved as follows: 15 cm
tall R. graveolens plants were cultured under greenhouse condi-
tions, and were irradiated for 8 h in the dark using a mono-
chromatic lamp {312 nm} that was placed 25 cm from the plants.
The plants were rotated every 2 h within the irradiation area to
minimize any positional effects prior to RNA extraction.

In vivo inhibition of 2-oxoglutarate-dependent
dioxygenases

Prohexadione-calcium (Regalis; BASF, http://www.basi.fr} is a
non-specific inhibitor of 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases
(2-OGD} (Puhl et al, 2008). Prohexadione-calcium was diluted
with ultrapure water to a final concentration of 500 ppm, and was
administered to the aerial parts of the plant by spraying. Two
treatments were administered with a 6 h interval. The control
plants were sprayed with ultrapure water. Furanocoumarins were
extracted from leaves 4 days post-inoculation, and analyzed by
HPLC-DAD and LC-MS. Each treatment was performed on six
plants.

Substrate synthesis

Enzymatic synthesis of the CoA substrates cinnamoyl CoA, caffeoyl
CoA, feruloyl CoA and p-coumaroyl CoA was performed using
A. thaliana 4-coumarate CoA ligase {4CL) produced in E. coli M15
transformed with the pQE30/4CL plasmid {Lee and Douglas, 1996).
LB medium {Bacto-Tryptone, 10 g/l; Bacto-yeast extract, 5 g/l; NaCl,
10 g/l) {100 ml) was supplemented with ampicillin (100 mg L"),
and then inoculated at 37°C with transformed bacteria until the
QODggp reached 0.7. Induction of 4CL synthesis was achieved by
adding isopropyl-p-pb-thiogalactopyranoside to a final concentration
of 1 mm for 20 h at 30°C. 4CL was purified using the Ni-NTA puri-
fication system (Qiagen, hitp:/f/www.giagen.com/) according to the
manufacturer’s instructions.

The CoA esters were synthesized in a final volume of 1 ml at room
temperature frem the corresponding acids (0.2 mwm): ferulic acid,
p-coumnaric acid, caffeic acid and cinnamic acid (Sigma, http://
www.sigmaaldrich.com/}. The reaction mixture contained 0.2 mm
coenzyme A, 2.5 mm ATP, 1 mm DTT, 2.5 mm MgCl; and purified
enzyme (20 mg protein mI™"). The kinetics of the chemical reaction
were followed spectrophotometrically at 346 nm for feruloyl CoA
and caffeoyl CoA, at 333 nm for p-coumaroyl CoA, and at 311 nm
for cinnamoy| CoA.

¢DNA library screening

Total RNA was extracted from R. graveolens leaves that had been
exposed to UV light for 24 h using an RNeasy plant mini kit
{Qiagen). The total RNA (600 ng} was reverse-transcribed and used
to construct a Lambda TriplEx2 cDNA library using a SMART ¢cDNA
library construction kit (Clontech, http:/iwww.clontech.com/) according
to the manufacturer’s instructions.

The protein sequence of A. thaliana F6'H identified by Kai et al.
{2008} was used to perform a tBLASTn search on the Expressed
Sequence Tags Databases available in GenBank. This in silico
screen permitted the reconstruction of a citrus gene that had a high
degree of hamology with A. thaliana F6'H. Primers were designed
to amplify this gene from RNA extracted from Citrus limetta
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{CitrusFwd, 5-CCATATGGCACCAACAAATGGCT-3; CitrusRev, 5-CG
GATCCTCACCTATCTTTGCAAAGCT-3). Additional Ndel and BamHl|
restriction sites {underlined) were added at the 5" and 3" ends to
facilitate subsequentcloning into an expression plasmid. Total RNA
was extracted from Cilrus limetta leaves using an RNeasy plant
extraction kit {Qiagen) according to the manufacturer’s instructions,
The gene was amplified using SuperScript™ One-Step RT-PCR with
Platinum® Tag polymerase {Invitrogen, httpZAwww.invitrogen.com/).
The reverse transcription step was performed at 45°C for 30 min.
The PCR amplification was performed with an initial step of 94°C for
6 min, five cycles of 94°C for 15 sec, 40°C for 30 sec and 72°C
for 2 min, then 25 cycles of 94°C for 15 sec, 52°C for 30 sec and 72°C
for 2 min, and a final step at 72°C for 10 min. The resulting amplified
product was cloned into the pCR8® plasmid f{Invitrogen) and
sequenced (accession number JN245615). This gene was then used
to synthesize a probe using an AlkPhos Direct™ labeling and
detection systems labeling kit {GE Healthcare, hitp:ffwww.gelifes-
ciences.com). Library screening was performed using the cDNA
library from A. graveolens. The bacleriophages were inoculated
into E. coli XL1 Blue, and spread on an LB plate that contained
10 mm MgS0O, to generate 200 000 lysis plagues {150 mm Petri
dishes). The bacteriophages were blotted onte Amersham
l-iv‘rl:n:m:l'm membrane, denatured for 2 min in 0.5m NaOH and
1.5 m NaCl, neutralized for 3 min in 10 mm Tris/HCl and 1.5 s NaCl,
and washed in 2% SSC for 3 min. Finally, the phage DNA was linked
to the membrane using a BIO-LINK BLX254 crosslinker {Fisher
Scientific - http/fww.fr.fishersci.com) at 254 nm and 0.12 J for
20 sec. The probe was hybridized at 52°C ovemnight, and two
washes with 2x SSC for 10 min were performed at 55°C. Detection
was achieved by chemiluminescence using CDP Star {Amersham}.
The plasmids were extracted from lysis plates that were identified
as positive as described in the protocol for the SMART cDNA library
construction kit using a Cre/Lox excision system in E. coli BM25.8.
The isolated gene was sequenced (GenBank accession number
JE799117).

Bacterial heterologous expression of Rg 2-0GD

The coding sequence for the R. graveolens RgJF799117 gene was
amplified from the pTriplEx plasmid using PCR with primers
Rg20GDFor {5-CGGATCCATGGCACCGACAAAAGA-3) and Rg20
GDRev (5-CCTCGAGTTAATTCATCAAAGCGAAGTCGACAGTITTC-3).
An additional EcoRl site at the 5’ end and an additional Xhol site at
the 3" end {underlined) were added to facilitate sub-cloning into the
bacterial expression vector. PCR amplification was performed with
an initial step of 94°C for § min, five cycles of 94°C for 15 sec, 40°C
for 30 sec and 72°C for 2 min, then 25 cycles of 34°C for 15 sec, 52°C
for 30 sec and 72°C for 2 min, and a final step at 72°C for 10 min. The
gene was cloned into pET28a plasmid {Clontech) to preduce a gene
that allowed expression of a fusion protein with a C-terminal histi-
dine tag. JN245675 was sub-cloned from the pCR8 plasmid and
introduced into the pET3a plasmid using the Ndel and BamHl
restriction sites that had been added to the 5’ and 3" ends during the
RT-PCR step. The recombinant plasmids were finally introduced
into the E. colf BL21 (DE3) strain.

To produce the recombinant proteins, the bacteria were cultured
in 100 ml LB medium supplemented with kanamycin {80 pg ml™")
until the ODgy reached 0.7. Protein synthesis was then induced by
adding isopropyl-thio-f-p-galactopyranoside to a concentration of
1 mnafor20 h at 26°C. The culture was then centrifuged at 5000 gfor
10 min at 4°C. The cell pellets were resuspended in 5 ml cold PBS,
sonicated using a Bandelin Sonopuls HD 2070 ultrasonic homo-
genizer {Sigma) type MS 73 ata sound intensityof 200 W cm ™2, three
times for 30 sec each on ice, and centrifuged at 16 100 g for 10 min
at 4°C, The His-tagged RgJF799117 proteins present in the superna-

tant were purified using an Ni-NTA purification system kit {Invitro-
gen) according to the manufacturer’s instructions. After three
column washes, the adsorbed proteins were eluted in 300 pl of a
solution containing 500 mm imidazole, 300 mm NaCl and 50 mm
NaH;PO, at pH 8. The concentration of the purified proteins was
determined by fluorometry using the Invitrogen Qubit system. The
purified recombinant proteins were visualized by SDS-PAGE. The
proteins were revealed by staining the gel using Coomassie brilliant
blue R-250, The proteins were stored at —80°C for further analyses.

Enzymatic assays and HPLC analysis

The enzyme assay reaction contained 1 pg of protein, 0.1 mm Tris/
HCI pH 7.2, 0.2 mm FeSO, 5 mm s-ketoglutarate, 10 mm sodium
ascorbate and substrate at concentrations from 2 to 200 pm to
determinate the kinetic parameters, For the inhibition assays, three
concentrations of psoralen (50, 100 and 200 jm) were added to this
enzymatic assay reaction. The kinetic and inhibition assays were
performed in triplicate. The reaction was performed for 3 min at
30°C, stopped by addition of 20 pul of 3 mm NaOH, before neutral-
ization with 10 pl glacial acetic acid. This treatment resulted in lysis
of the CoA esters and therefore did not permit visualization of these
esters; only the corresponding acids could be visualized. The enzy-
matic mixture was centrifuged for 10 min at 16 000 g, and the
supernatant was analyzed by HPLC-DAD on a Cosmosil 5C18-AR-ll
column (Nacalai Tesque Inc., httpifwww.nacalai.co.jp) on a linear
gradient of 10-70% methanol for 35 min at 1 ml min™". The UV
spectra and retention times of the products formed were compared
te commercial standards. The products formed were also analyzed
by mass spectrometry. The kinetic parameters were calculated
using the sicmapLoT software program {Systat Software Inc.,
hitp JAwvww.sigmaplot.com/)

Heterologous expression in V. benthamiana

The pBIN-GW plasmid was obtained using pBIN-mGFFSER {Hasel-
off et al., 1997) in which the mGFP5ER gene was replaced by a Multi
Cloning Site linker that contained BamH|, Smal, EcoRl, Kpal and
EcoRl sites, producing the plasmid pBIN-Linker. To obtain pBIN-
GW, the pBIN-Linker was digested with BamH|, and an RfB cassette
was introduced to generate a Gateway destination vector as
described by the manufacturer {Invitrogen). The gene enceding Rg
2.-0GD was first cloned into the pCR8®/GW/TOPO® TA plasmid
{Invitrogen, http:/Avww.invitrogen.com). It was then transferred into
the destination plasmid pBIN-GW by LR recombination using
Gateway® technology according to the manufacturer’s instructions,
to produce pBIN-Rg 2-0GD.

The three recombinant plasmids pBIN-Rg 2-0GD, pBIN-GW and
pBIN-mGFP5ER {Haseloff et al, 1997) were introduced into Agro-
bacterium strain LBA4404 to produce three Agrobacierium strains.
In parallel, Agrobacterium strain C5851 containing pBIN61-P19 was
generated (Voinnet et al, 2003). All of these strains were individ-
ually grown in YEB culture medium {5.0 g sucrose. 5.0 g peptone.
5.0 g beef extract. 1.0 g yeast exiract. 0.043 g MgS04 . 7H20. pHto
7.2) for 24 h at 30°C. The bacterial cultures were centrifuged for
5 min at 5000 g, and the pellets were washed three times with
sterile distilled water. Finally, the bacterial pellet was resuspended
in water to obtain an ODgyp between 0.3 and 0.4. To avoid gene
silencing during the transient expression experiment, each LBA4404
strain {containing the various plasmids) was infilirated together
with the C58517 pBIN61-P19 strain in N. benthamiana leaves. Leaves
transformed with the three plasmid combinations were harvested
3 days post-inoculation. The leaves of the GFP-transformed plant
were used as a positive control to ascertain the agroinfection
efficiency, and were observed under UV light. The leaves from
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plants transformed with the empty pBIN-GW plasmid {used as a
negative control) or pBIN-Rg 2-OGD were analyzed for their
coumarinffuranocoumarin content. All the infiltrations were repro-
duced in triplicate.

Coumarin extraction and analysis

The leaves, petioles, stems and roots of R. graveolens seedlings
and the leaves of N. benthamiana were harvested, frozen in liquid
nitrogen and crushed immediately. Fresh material {200 mg) was
collected for each organ. Extraction of the compounds was per-
formed in 1.5 ml of 80% ethanol, followed by an initial grinding step
in liguid nitrogen and a subsequent grinding step using a henchtop
hemogenizer Polytron PT2100 (Kinematica, http://www.kinematica.
ch} for 1 min. After centrifugation at 16 000 g for 10 min, the
supernatant was collected and concentrated by overnight ethanol
evaporation in an RC10.10 speed vacuum (Jouan, http:/fwww.ther-
moscientific.com). The pellet was resuspended in 200 pl methanol
and analyzed by HPLC-DAD {Shimadzu, http://www.shimadzu.fr} on
a Cosmosil 5C18-AR-l column ({Nacalai Tesque Inc., http:/
www.nacalai.co.jp). The mobile phase consisted of a binary solvent
system of water (solvent A} and methanol (solvent B), each
containing 0.1% v/v formic acid. The gradient {0-5 min, 10%
solvent B; 5-45 min, 20-60% solvent B; 45-75 min, 60-75%
solvent B; 75-76 min, 75-100% sclvent B) was eluted at a flow rate
of 0.7 ml min™". Scopoletin was detected at 346 nm and umbellif-
erone was detected at 330 nm. To determine statistical significance,
Student's ttest was performed on the data using the MS Office Excel
software program {Microsoft, http://www.microsoft.com/}.

Real-time PCR

Total RNA was extracted from the leaves, roots, stems and petioles
of R. graveolens. Extractions were performed on three independent
plants. The extraction was performed using the RNeasy plant mini kit
{Qiagen) according to the manufacturer's instructions. High-capacity
RNA-to-cDNA master mix {Applied Biosystems, httpifiwww.
appliedbiosystems.com/} was used for first-strand ¢cDNA synthesis
with oligo{dT) as the primer. The resulting cDNAs were diluted 100-
fold before use for real-time PCR under the conditions described
below, Ribosomal 165 RNA from R. graveolens was used as an
internal control for data normalization {forward primer, 5-CAT
TCGGCCCGTCTTGAA-3’; reverse primer, 5-CCGTTGACTCGCACA
CATGT-3'). Real-time PCR was performed using the primer pair
qPCRD4Dir (5"-CCACCTCTCAGAGCGACTATCA-3') and qPCRD4Rev
{5-CCCATGTGAATGACGGAGTCT-3") designed using the Primer
Express Software program ({(Applied Biosystems, http:/fwww.
appliedbiosystems.com). The efficiency of the probes was checked
using a standard linear curve method. The relative transcript level of
the same gene in the various organs was expressed as the log; ratio
ofthe 16S normalized transcript levels in a given organ relative to the
mean expression of the gene in organs tested. Student’s f test was
performed on the data using MS Office Excel.

MS analysis

The HPLC-MS system comprised a binary solvent delivery pumnp
and a linear ion trap mass spectrometer (LTQ-MS, Thermo Scien-
tific, http://ivww.thermoscientific.com}. The LTQ linear ion trap was
equipped with an atmospheric pressure ionization interface and
operated in ESI positive ion mode. The data were processed using
the xcaLiBur software program {version 2.1, http:/fwww.thermos-
cientific.com). For the mass spectrometer, the spray voltage was
5 kV, and the temperature of the heated capillary was set at 300°C.
The flow rates for sheath gas, auxiliary gas and sweep gas were set
to 40, 10 and 10 arbitrary units min™", respectively. The capillary
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voltage was 38 V, the split lens was —44 V, and the front lens was
—3.25 V. All of the parameters were optimized by infusing a stan-
dard solution of isopimpinellin (0.1 g 17} in the mobile phase [wa-
ter + 0.1% acetic acid/methanol + 0.1% acetic acid (ratio 90/10}] at a
flow rate of 5 m! min™", The coumarins and furanocoumarins of
interest were monitored by specific M5/MS scans in addition to a
full scan (50-2000 myz): MS%(163) for umbelliferone and MS?(193}
for scopoletin.

Phylogenetic analysis

Multiple sequence alignment of the amino acid sequences of the
2-0GD family members was performed at the Bioinformatics
Center, Institute for Chemical Research, Kyoto University, Japan
{http://www.genome.jp/} using the ClustalW program (http://
www.genome.jp/tools/clustalwy/). A. thaliana AOP1 was included in
the alignment as an outgroup. Based on the alignment, a molecular
phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining
method. The statistical significance of the neighbor-joining tree
topology was evaluated using bootstrap analysis with 1000 iterative
tree constructions. The tree was visualized using the TREE VIEW
software program (http:/taxonomy.zoology.gla.ac.ukfrod/treeview.
html).
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Annexe 2 : Liste des substrats disponibles au laboratoire.

ik Numéro CAS

ou InChIKey

Structure moléculaire

(g/mol)

SN
Coumarine @\/\AL 146,15 91-64-5
0" o
Cinnamate ©_\\_(° 148,16 140-10-3
OH
X
Umbelliférone 162,14 93-35-6
HO 0} (6]
OH
4-hydroxycoumarine ©\)1 162,14 1076-38-6
0" Yo
0
p-coumarate J@/\)LOH 164,16 501-98-4
HO
OH
o-coumarate Qﬁ o) 164,16 614-60-8
OH
MeO N
6-méthoxycoumarine 176,17 17372-53-1
0 0O
X
7-méthoxycoumarine 176,17 531-59-9
MeO O @]
CH,
5-méthylumbelliférone = 176,17
HO (0] (0]
X
Daphnétine HO oo 178,14 486-35-1
OH
OH
4,7-dihydroxycoumarine m 178,14 1983-81-9
HO 0”0
HO N
Esculétine 178,14 305-01-1
HO (0] (0]
/ X
Psoraléne 186,16 523-50-2
0 0" o
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Structure

Poids
moléculaire

(g/mol)

Numéro CAS
ou InChIKey

Angélicine

Ayapine

7-méthoxy-3-méthylcoumarine

5,7-dihydroxy-4-
méthylcoumarine

Scopolétine

Isoscopolétine

Daphnétine 7-méthyléther

Dictamnine

8-méthylpsoraléne

Xanthotoxol

Bergaptol

Isobergaptol

S
0) O 0]
ST
O 0”0
MeO o” o
OH CH,

N
0]
HO o "0
BOS!
MeO o "0

OH
OMe
Zandd |
\§
0™ SN
J A
0 0" o
CH,
/ AN
0 o” o
OH
OH
@éfi
0 0" o
OH
S
o} (2]
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186,16

190,15

190,20

192.17

192,17

192,17

192,17

199,20

200,19

202,17

202,17

202,17

66-97-7

494-56-4

2107-76-8

05-10 3067

776-86-3

19492-03-6

484-29-7

15912-88-6

486-60-2

2009-24-7

21339-45-7
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Poids

T Numéro CAS
Structure moléculaire ou InChIKey
(g/mol)
Sphondinol o N0 202,17 61265-07-4
CH,
4-méthyl-7-éthoxycoumarine m 204,22 87-05-8
HC™ Y0 0o
X
Daphnétine diméthyléther MeO o o 206,20 2445-80-9
OMe
MeO N
Scoparone 206,20 120-08-1
MeO 0" "0
OMe

Limettine m 206,20 487-06-9
MeO (@]
MeO N

Fraxétine Homo 208,17 574-84-5

(@)

OH
/ X
Xanthotoxine o) o0 X0 216,19 484-20-8
OMe
OMe
Bergaptene (/m 216,19 298-81-7
0 0”0
MeO N
Sphondine o oo 216,19 483-66-9
OMe
X
Isobergaptene 216,19 482-48-4
0 (O]
OH
X
5,8-dihydroxypsoralene 4 218,17 14348-23-3
0 oo
OH
OH
HO N
5,6-dihydroxyangélicine 218,17 857019-99-9
0 0" "0
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Structure

Poids
moléculaire

Numéro CAS
ou InChIKey

5,7-diméthoxy-3-
méthylcoumarine

Déméthylsubérosine

Osthénol

5-hydroxanthotoxine

8-hydroxybergaptene

Osthole

Subérosine

Isopimpinelline

Pimpinelline

(+)-Marmésine

AN
HO 0”0
I
OH
J A
o 0" Yo
OMe
OMe
/ AN
0 o” Yo
OH
AN
MeO 0”0
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(g/mol)

220,22

230,26

230,26

232,19

232,19

244,29

244,29

246,22

246,22

246,28

21422-04-8

484-14-0

7471-73-0

1603-47-0

484-12-8

581-31-7

482-27-9

131-12-4

13849-08-6
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P’mds . Numéro CAS
Structure moléculaire ou InChIKe
(g/mol) y
X
(+)-Columbianétine ° o0 24628 1147-29-1
HY
OH
OH YVFCHGMDKP
HoJ GYIK-
X
; Azl UHFFFAOYSA-

5-hydroxymarmésine
H o 0o N

)\L
Isoimpératorine 0 270,28 482-45-1
C@fi
o o” o

\Q
270,28 61265-06-3

Hératomine 0 X
0 o "0
J/A
o}
Lanatine 270,28 76026-24-9
AN
0 o” "o
Vi X
0 0" o
Impératorine O 270,29 482-44-0
g
J/*
Cnidiline ? 300,31 14348-22-2
Vi AN
0 0" Yo
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Poids

> . Numéro CAS
Structure moléculaire ou InChIKey
(g/mol)
/ AN
L . 0 0" o
Phelloptérine 5 300,31 2543-94-4

6-isopentényloxyisobergaptene % N 300,31 24099-29-4
0 (O e]
CH, o)
HCT
Bavachinine 338,40 19879-30-2
MeO o)

Bergamottine (m 338,41 7380-40-7
7
o 0" o

Rutine 610,50 153-18-4
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Annexe 3 : Annotations des champs de Gene Ontology obtenus pour les cytochromes P450 identifiés a partir des trois banques d’ ADNCc.

Annotation GO P. sativa R. graveolens C. cinereum
2-methylbutanal oxime monooxygenase-like 4

3-epi-6-deoxocathasterone 23-monooxygenase-like 3
7-ethoxycoumarin o-deethylase-like 3
13-hydroperoxide lyase 1

aba 8-hydroxylase 3

aba 8-hydroxylase cyp707al 1

aba 8-hydroxylase cyp707a3
aba 8-oxidase

abscisic acid 8 -hydroxylase 1
abscisic acid 8 -hydroxylase 2 1

abscisic acid 8 -hydroxylase 4-like 2
af092915_1cytochrome p450-dependent fatty acid hydroxylase 1

af258262_1cytochrome p450-like protein 1
af264037_1cytochrome p4501a 1

af332974_1p450 monooxygenase

af426451_1cytochrome p450

allene oxide synthase

c¢71a8_menpi ame: full=cytochrome p450 71a8

c76a2_solme ame: full=cytochrome p450 76a2 ame: full=cyplxxvia2 ame: full=cytochrome p-450eg7
c¢77al_solme ame: full=cytochrome p450 77al ame: full=cyplxxviial ame: full=cytochrome p-450eg6
c85a_phavu ame: full=cytochrome p450 85a ame: full=c6-oxidase 1
¢93el_soybn ame: full=beta-amyrin 24-hydroxylase ame: full=cytochrome p450 93¢l ame:
full=sophoradiol 24-hydroxylase

carotene epsilon- chloroplastic-like 1 4

[\ RN

—_—= N =

cinnamate 4-hydroxylase 3 2
coniferaldehyde 5-hydroxylase 1
cytochrome 1 1 3
cytochrome family subfamily polypeptide 3 2 1
cytochrome family subfamily polypeptide 13 1
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Annotation GO P. sativa R. graveolens C. cinereum
cytochrome partial 1

cytochrome p450 137 155 35
cytochrome p450 1al 1
cytochrome p450 2¢23-like 1
cytochrome p450 2j2-like 2
cytochrome p450 2j6-like 1
cytochrome p450 2ul- partial 1
cytochrome p450 4g15-like 1
cytochrome p450 4v2-like 1

cytochrome p450 71 family protein 2
cytochrome p450 71al-like
cytochrome p450 71a2-like isoform 1
cytochrome p450 71a4

cytochrome p450 71a9 precursor 1
cytochrome p450 71a22 1

cytochrome p450 71a24 1

cytochrome p450 71a24-like 1
cytochrome p450 71a26-like 5
cytochrome p450 71a28

cytochrome p450 71b2

cytochrome p450 71b9

cytochrome p450 71b10

cytochrome p450 71b34-like
cytochrome p450 71b35-like
cytochrome p450 71b35-like isoform 2
cytochrome p450 71b37 2
cytochrome p450 71d8-like 1 3
cytochrome p450 71d10
cytochrome p450 71d10-like 2 1
cytochrome p450 71d11-like 11 10
cytochrome p450 cyp72a129 4

N — O
—
3

DO = = DN =

—
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Annotation GO P. sativa R. graveolens C. cinereum
cytochrome p450 76a2 1
cytochrome p450 76a2-like 1
cytochrome p450 76c1-like 1
cytochrome p450 76c4 1
cytochrome p450 76c4-like 1 1
cytochrome p450 77a2
cytochrome p450 77a3
cytochrome p450 77a3-like
cytochrome p450 78a3-like
cytochrome p450 78a4 isoform 1
cytochrome p450 78a4-like 1
cytochrome p450 81d1
cytochrome p450 81f1-like 1
cytochrome p450 82al-like 1
cytochrome p450 82a3
cytochrome p450 82a3-like
cytochrome p450 82a4-like
cytochrome p450 82c4
cytochrome p450 82c4-like
cytochrome p450 83b1
cytochrome p450 83b1-like
cytochrome p450 85a
cytochrome p450 85a-like 2
cytochrome p450 86a2
cytochrome p450 86a2-like
cytochrome p450 86b1
cytochrome p450 86b1-like
cytochrome p450 87a3-like 1
cytochrome p450 89a2
cytochrome p450 89a2-like 7 2 1
cytochrome p450 90al 2

N = = =
\]

W = AN =

— U OO
= B
—
BN

—_—— N W
9]

—_—
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Annotation GO P. sativa R. graveolens C. cinereum
cytochrome p450 90al-like 3
cytochrome p450 90b1-like 2

cytochrome p450 93al-like 1 2
cytochrome p450 94al 3

cytochrome p450 94al-like 4 3
cytochrome p450 94a2-like 1 1 2

cytochrome p450 704c1-like

cytochrome p450 710al-like 3
cytochrome p450 716b1-like

cytochrome p450 716b2-like

cytochrome p450 734a6-like 3
cytochrome p450 716b2

cytochrome p450 734al-like 1
cytochrome p450 734a2 1
cytochrome p450 734a4

cytochrome p450 734a6

cytochrome p450-1

cytochrome p450 like_tbp

cytochrome p450 like protein

cytochrome p450-type monooxygenase 97a29

cytochrome p450-type monooxygenase 97c11

cytochrome p450 5-hydroxylase for coniferyl alcohol and ferulic acid
cytochrome p450 allene oxide synthase

cytochrome p450 monooxygenase 4
cytochrome p450 monooxygenase cyp51gl

cytochrome p450 monooxygenase cyp72a61

cytochrome p450 monooxygenase cyp72a65

cytochrome p450 monooxygenase cyp72a67

cytochrome p450 monooxygenase cyp97al10 1
cytochrome p450 monooxygenase cyp704g7

cytochrome p450 monooxygenase cyp704g9 1 1

[OSRROSRIEN RIE e
W N = =
N

— = = 0NN

— = DN
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Annotation GO P. sativa R. graveolens C. cinereum
cytochrome p450 monooxygenase cyp706al2 1
cytochrome p450 monooxygenase cyp710al5
cytochrome p450 a
cytochrome p450 chloroplastic
cytochrome p450 cyp736a12
cytochrome p450 cypm3r9 1
cytochrome p450 obtusifoliol 14-alpha-demethylase
cytochrome p450 probable 6-deoxocathasterone to 6-deoxoteasterone or cathasterone to teasterone 1 4
cytochrome p450 probable 6-deoxoteasterone to 3-dehydro 6-deoxoteasterone or teasterone to 3-
dehydro teasterone
cytochrome p450 probable campestanol to 6-deoxocathasterone or 6-oxocampestanol to cathasterone
cytochrome p450 probable ent-kaurenoic acid oxidase 1 1
cytochrome p450 reductase 1
cytochrome p450-dependent monooxygenase-like protein
ent-kaurene oxidase
ent-kaurenoic acid 13-hydroxylase
ent-kaurenoic acid oxidase
ent-kaurenoic acid hydroxylase 1 1
fatty acid hydroperoxide lyase
ferulate 5-hydroxylase
ferulate 5- partial 1
flavonoid 3- 2
flavonoid 3-hydroxylase 3
flavonoid 3 -monooxygenase
flavonoid 3 -monooxygenase-like 7
geraniol 8-hydroxylase-like 1
geraniol 10-hydroxylase 12
histone deacetylase 1
hydroperoxide lyase 1 1
isoflavone 2 -hydroxylase
isoflavone 2 -hydroxylase-like 1 5

—_— N

—_
\S]

DN = p— e TN
—

DN = = W
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Annotation GO

isoflavone synthase 1

licodione synthase

low quality protein: cytochrome p450 71a4-like
low quality protein: cytochrome p450 71d10-like
low quality protein: cytochrome p450 71d11-like
low quality protein: cytochrome p450 82c4-like
low quality protein: cytochrome p450 83b1-like
low quality protein: secologanin synthase-like
obtusifoliol 14-alpha demethylase

p-coumaroyl quinate shikimate 3 —hydroxylase
p-coumaryl- 3 -hydroxylase

premnaspirodiene oxygenase-like

probable cytochrome p450 49al-like

protein lutein deficient chloroplastic-like
secologanin synthase

secologanin synthase isoform 1

secologanin synthase partial

secologanin synthase-like

steroid c-6 oxidase

thromboxane-a synthase-like

trans-cinnamate 4-monooxygenase

unnamed protein product [Vitis vinifera]
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Annexe 4 : Séquences complétes correspondant a des P450s isolées a partir de la banque d’ADNCc de P.
sativa.

N Longueur Changement
contig (nt) cadre de lecture
P_sat_rep_c169 trans-cinnamate 4-monooxygenase 1793 Non
P_sat_rep_c588 cytochrome p450 83b1 1774 Non
P_sat_rep_c729 cytochrome p450 83b1 1681 Non
P_sat_rep_c1089 | cytochrome p450 1717 Non
P_sat_rep_c2306  cytochrome p450 77a3-like 2069 Oui
P_sat_rep_c2505  cytochrome p450 86a2 1899 Non
P_sat_rep_c2542  cytochrome p450 1554 Non
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Annexe 5 : Séquences complétes correspondant a des P450s isolées a partir de la banque d’ADNc de R.
graveolens.

Contig P Longueur Changement de
contig (nt) cadre de lecture
R_gra_c89 cytochrome p450 71d11-like 1676 Oui
R_gra_c149 1701\:71 IO?Ezlelty protein: cytochrome p450 1679 Non
R_gra_c578 flavonoid 3 -monooxygenase-like 1685 Non
R_gra_c643 cytochrome p450 71d11-like 1967 Non
R_gra_c696 cytochrome p450 1881 Oui
R_gra_c1526 isoflavone 2 -hydroxylase 1925 Non
R_gra_c1542 secologanin synthase-like 1682 Non
R_gra_c1672 cytochrome p450 1728 Non
R_gra_c1737 cytochrome p450 83b1 1804 Non
R_gra_c1884 cytochrome p450 86b1 1652 Non
R_gra_c2181 cytochrome p450 83bl 1873 Non
R_gra_c2737 cytochrome p450 1930 Oui
R_gra_c3128 cytochrome p450 1999 Oui
R_gra_c3135 flavonoid 3 -monooxygenase-like 1778 Non
R_gra_c3823 secologanin synthase 1875 Non
R_gra_c4163 cytochrome p450 1898 Non
R_gra_c4541 cytochrome p450 1933 Oui
R_gra_c5032 cytochrome p450 1559 Oui
R_gra_c5041 cytochrome p450 1831 Non
R_gra_c6403 secologanin synthase-like 1827 Non
R _gra_c7149 secologanin synthase-like 1701 Non
R_gra_c7779 ent-kaurene oxidase 1595 Non
R_gra_c10009  cytochrome p450 1695 Non
R_gra_c12789 | cytochrome p450 monooxygenase 1648 Non
R _gra_c31430  flavonoid 3 -monooxygenase-like 1668 Oui
R_gra_c33406 cytochrome p450-type monooxygenase 1672 Oui

97cl11

297



Annexes

Annexe 6 : Séquences complétes correspondant a des P450s isolées a partir de la banque d’ADNc de C.

cinereum.

Contig

P_cin_c9

P_cin_cl17
P_cin_c96

P_cin_c475
P_cin_c843

P_cin_c877

P_cin_c2997
P_cin_c3613
P_cin_c4080
P_cin_c4264
P_cin_c5419
P_cin_c5649
P_cin_c6189
P_cin_c6257
P_cin_c7100
P_cin_c8594
P_cin_c8834

P_cin_rep_c9422
P_cin_rep_c9447
P_cin_rep_c9476
P_cin_rep_c9592
P_cin_rep_c9657
P_cin_rep_c9698
P_cin_rep_c9737
P_cin_rep_c9822
P_cin_rep_c9915
P_cin_rep_c9972
P_cin_rep_c10023

Annotation

7-ethoxycoumarin o-deethylase-like
cytochrome p450 71a26-like
protein lutein deficient chloroplastic-
like

ent-kaurenoic acid oxidase
cinnamate 4-hydroxylase
cytochrome p450 monooxygenase
cypSlgl

cytochrome p450 71a26-like
cytochrome p450 2j6-like
cytochrome p450 chloroplastic
cytochrome p450 85a-like
cytochrome p450

cytochrome p450 86a2-like
cytochrome p450

cytochrome p450 77a3-like
flavonoid 3 -hydroxylase
cytochrome p450 78a3-like
cytochrome p450 78a4-like
secologanin synthase-like
cytochrome p450 71d11-like
cytochrome p450 83b1-like
cytochrome p450 83b1-like
cytochrome p450 liketbp
cytochrome p450

flavonoid 3 -monooxygenase-like
7-ethoxycoumarin o-deethylase-like
licodione synthase

cytochrome p450 82a4-like

isoflavone synthase 1

298

Longueur

contig (nt)

1837
1715

2161

1628
1817

1934

1929
1663
1684
1886
1997
2155
1793
2146
1621
1624
1636
1870
2083
1919
1824
1713
2222
1872
1713
1953
1815
1763

Non
Non

Non

Non
Non

Non

Non
Oui
Oui
Non
Oui
Non
Non
Oui
Non
Oui
Oui
Non
Non
Non
Oui
Oui
Oui
Non
Non
Non
Non
Non

Changement de

cadre de lecture
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Longueur Changement de
Annotation

contig (nt) cadre de lecture

P_cin_rep_c10482 cytochrome p450 89a2-like 2073 Non
P_cin_rep_c10498 cytochrome p450 716b2-like 1727 Non
P_cin_rep_c10705 flavonoid 3 -monooxygenase-like 1699 Non
P_cin_rep_c10717 cytochrome p450 94a2-like 1957 Non
P_cin_rep_c11026 cytochrome p450 94al-like 1764 Oui
P_cin_rep_c11200 cytochrome p450 71al-like 1720 Non
P_cin_rep_c11261 cytochrome p450 71al-like 1674 Non
P_cin_rep_c11530 cytochrome p450 1615 Non
P_cin_rep_c11636 13-hydroperoxide lyase 1618 Non
P_cin_rep_c11713 carotene epsilon- chloroplastic-like 1914 Oui
P_cin_rep_c11978 cytochrome p450 83b1-like 1714 Oui
P_cin_rep_c12074 cytochrome p450 82a4-like 1831 Oui
P_cin_rep_c12157 cytochrome p450 83b1-like 1888 Non
P_cin_rep_c12308 cytochrome p450 82a4-like 1944 Oui
P_cin_rep_c13071 cytochrome p450 1669 Oui
P_cin_rep_c13417 cytochrome p450 1971 Oui
P_cin_rep_c13565 cytochrome p450 76c4-like 1697 Non
P_cin_rep_c16429 secologanin synthase-like 1675 Non
P_cin_rep_c21518 cytochrome p450 71d11-like 1878 Non
P_cin_c24241 cytochrome p450 716b1-like 1654 Oui
P_cin_c25341 cytochrome p450 4v2-like 1911 Oui
P_cin_c35496 cytochrome p450 86b1-like 1607 Oui
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Annexe 7 : Séquences peptidiques completes de cytochromes P450 isolées a partir de la banque d'ADNc
de Pastinaca sativa.

>P_sat_rep_c169_pep 506 aa
MDFLLLEKALLGLFVATIVAITISKLRGKKLKLPPGPIPVPVFGNWLQVGDDLNQRNLVDYAKKFGDL
FLLRMGQRNLVVVSSPDLARDVLHTQGVEFGSRTRNVVFDIFTGKGQDMVFTIYSEHWRKMRRIMT
VPFFTNKVVQQYRFGWEDEAARVVADVKANPEAATNGIVLRNRLQLLMYNNMYRIMFDRRFESVD
DPLFLKLKALNGERSRLAQSFEYNFGDFIPILRPFLRGYLKLCQEIKDKRLKLFKDYFVDERKKLESSL
KRVDNNSLKCAIDHILEAQEKGEINEDNVLYIVENINVAAIETTLWSIEWGIAELVNNPEIQKKLRHEM
DTVLGVGVQICEPDVQKLPYLQAVIKETLRYRMAIPLLVPHMNLHDAKLAGYDIPAESKILVNAWWL
ANNPAHWNNPDEFRPERFLEEESKVEANGNDFKYIPFGVGRRSCPGIILALPILGITIGRMVQNFELFPP
PGQSKIDTAEKGGQFSLQILKHSTIVCKPRSF*

>P_sat_rep_c588_pep 506 aa
MDPAAIFLILAIPIASVYLLFYHKKRVNGLSSPPGPRGLPFIGHFYQIYKSECAHEYISNLSKQYGSLMT
LHLGSVPALVVSSPKMAQEVLKTQDLVFCSRAQMTGSGKLSYNGLEMAFAPYGEHWRNVRKMCTL
ELFTQKRAQFNFRPVREDEVSRMVGRLSEAAAASEDVNAYECFTNFATSIISRVAFGKRYDEDNLGK
EKFQRMVADIEAMFAAFFVSDFFPMFGWIDRLSGVKAVLDRNFNEMDTFYQELIDEHXKPDRPESLN
GDLIDVMLKNKGSFLTMDSIKAILLNVFSGGIGTTGSALVFAMTALLRNQRVMKKAQEEVRSVIGKK
EIVDEDDIQKLPYLRAVVKETLRLYPPGPLLIPRVAMESCVLGEDEDHMYMIKPNTIVYVNTWGIGRD
PKYWKNPLEFMPERFFERPDLNYTGQQFEYLPFGSGRRICAGIIIGQNNVEVGLANLLYSFDWEPPTG
KTFEDIDDQPCNGLTLAKKNPLYIRPKIYVHP*

>P_sat_rep_c729_pep 506 aa
MEPVFLFLILAFPIASVYLLFYHKKRVVGLSAPPGPPGLPFIGNFHQLYKASSTHEYLWSLSKQYGSLV
TLRMGSVPILVVSSPKMAKEVLQTQDLIYCSRPAMTGMQKLSYNGLDVAFSPYTDQWRHTRKFCTL
ELFTQKRAQLNFRPVREQEVSRMIARLSETAAASKDVNAYEWFSNLATCIISRVAFGKRYDEDGIGKE
RFQRMLSEIDAMFIGFFVSDFFPMFGWIDKLSGMRDRLDRTFKDLDMFY QELIDEHLKPNRLESPTED
LIDVMLKNEGSSLTKDSMKAILLNVENGGTGTTATVLAWAMTALLRNQGVMKKAQEEIRSVIGKKG
KVDEDDFPSLPYLRAVVKETMRLYPPAPVLVPRETMESSIIGEDKDHMYMVKPKTVVYISMWAIGRD
PKTWKNPMEFVPERFLERPDINYKGQQFEYVPFGAGRRICAGINLGVTTVELALANLLYTFDWEPPA
GMRFEDIDDETTNGLALQKKNALYIRPKKYMFP*

>P_sat_rep_c1089_pep 506 aa
MEFPSPFSIISSLIFILVIFQLVTKSKRKAKSNLPPGPWKLPILGNLLQVAGKIPHLGLRELAKIYGPLMH
LQLGEISAIVISNPRVAKEVLRTNDLCFADRPELILGTIILANCRDIVLAIYGDYWRQMRKICTLELLSS
HKVRSFRFIREDEAWQLIQSIKSSSGLPVNISDKVSKVSNAITCRSTIGEKCKYQDELIELVEEIAHWGS
GFFMADLFRSVKFLPQLTGMKPALKKIRSKLDVIFDSIIKEHKERLNKRKEGTEYANEEEDLVDVLLRI
NESQRLEFPISSGDIQGLVLDMFTAGTDTSSAVLEWAMSELMKHPRVMKKVQSEVREVVKGKERIEE
TDIQKMSYLKLVVKETLRLHAPVPLLLPRECRKECEVDGYTIPVGTKVIVNAWAIGRDPEYWADSESF
IPERFENSSIDYIGANFEFIPFGAGRRMCAGISFGVATVELPLAQMLYSFDWKLPNEMKPEDLDMDET
NAATSKRKNNLYLLATEYPIEVVE*

>P_sat_rep_c2505_pep 545 aa
MDASTVMMVLAMMAAYLMWFRTMVRPLKGPRVWPLVGSLPGLIENSNKMHDWIAENLRACGGT
YQTCIAAVPFLAQKQGLVTVTCDPKNLEHILKLRFENYPKGPTWQGVFHDLLGEGIFNSDGDTWKFQ
RKTAALEFTTRTLRQAMARWYVSRAIKLRFCPILKTAQLEGKPVDLQDLLLRLTFDNICGLAFGKDPET
LSPGLPENHFASSFDRATEATLQRFILPEMIWKLRRWLRLGMEVSLSESIGHVDKYLTNVINTRKLELI
TQQNGGGGIPHDDLLSRFMKKKESYTDQFLQHVALNFILAGRDTSSVALSWFFWLVTKNPRVEEKIL
MEICAVLMETRGKDISKWLDDPLVFEEVDRLVYLKAALSETLRLYPSVPEDSKHVTADDILPDGTXV
LAGSSITYSIYSSGRMKFIWGEDCLEFRPERWLTGDGTKFETKDQFKFVSENAGPRICLGKDLAYLQM
KSIAAALLLRHRLTVAAGHRVEQKMSLTLFMKYGLKVDLHPRDLTPIVAKIGENYACMGNTCDEELE
YVKLVAEVA*

>P_sat_rep_c2542_pep 500 aa
MKMLEQNPLYLYFFSLFLVTIFLYKWLAKKTPSKNLPPSPPRLPIIGNLHQIGPDLHISLRDLARKYGPL
MQLQLGRIPVLVVSSAEATREVLKTHDVVFESQRPITSAIDKLCYKGRDVAFSRYSEYWRQVRSTCVT
QLLSNSRVHSFHNIREEEVALLIQNIENSASEVINLGEQLIQLTRNVVCRVSVGSEYLSGHKGKLYQKL
LAEVTEMLAYTYSIGDFIPLLGWVDWLSGSKAKVEKTAKEVDAFLEGALRDHIKTMASNKGSANDD
FLSILLEIREADAGSTLDEECIKAIVWDMILGGTETTSTTLEWIVAAIIKNPDVMFKLQKEVREIGKGKS
KIEEVDLVKMNYLKAVMKESMRLYITAFLLPREAKQDVKLMGYDISSGTQVLINTWETARDPSLWD
NPEEFRPERFLNSPIDYKGLHYEYLPFGGGRRGCPGIQFAMAVNELAVANVVYKFDFKMPDGERFED
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Annexes

Annexe 8 : Séquences peptidiques completes de cytochromes P450 isolées a partir de la banque d'ADNc
de Ruta graveolens.

>R_gra_c149_pep 533 aa
MELHFPSIVFIFSFLVFLFTIVKILLQSKTLQGTSEERLPPGPWRLPLIGNLHQLFGSLPHHRLRDLAKQH
GPLMHLQLGEVSTVVVSSPEVAKEVLKTHDLIFAQRPLLVSAKFTSYDYTNIGLAPYGNYWRQLRRIC
TVELLSANRVQSFRSIREEEVSNLIKAVGSNSEGSAINLSEGIFTMTFGITARAAFGKKCKDQESFINVV
KEFIQIMSGFSIADLYPSVKLLQEISGVRHKLEKLHLESDRIFEEIIDEHKRKRKKAKTEESAEAGEDLV
DVFLNLQEDGDLEFPLTDNNIKAVIWDIFVAGSDTSSTTVEWAMAEMLKNPRVMKEAQAEVRRVEN
GKENVDEIGIHELKFLKLVVKETLRLHPPAPLLLPRESRESCRINGYTIPEKTRVIVNAWAIGRDPEYW
TEAETFCPERFMDSSVDYRGTDFEFIPFGAGRRVCPGITFALPNIELPLAQLLYHFDWELPSAGMKHQD
LDMTEDFGLTIRRKNDLLLIPSSRGXSSDFSNVENNHHCXIVSRCSVFCF*

>R_gra_c578_pep 502 aa
MWYYYSVLLIIPVFLFLLRSKKKLNLPPGPKPWPLIGNLNQIGPLPHMSTHALSRKYGPLMHLKFGLD
PVVVVSSVEMAELFLKTHDLSFSSRPQLLAGKHLTYDYTGMGTAXYSPYWRQARKICVMELLSTKR
LDQFEYMRVEERRIFLNGMFKAANTPVDLKDRLYMLNLSAMSRMVLGKRYTEEDENNIVTPKEFTE
MLEELFLVHGLLDIGDSIPWLAPLDLQGHVKRMKDVNRRLDKFYEHIXDERYARKDSIKKLGAQDM
VDVLIQFADDPTLEVKLQRHQLKAIIQDLLTAGTDTSALNVEWSMSLLLKNPEAFRKANEELDRVIGK
DRWVEEKDIVNLPYIEAIVKETMRLHPVVPLLIPRVAREDCKVAGYDITKGTRVLVNIWTIGRDPALW
ENPTEFQPERFIGKDIDIKGHHYQLMPFGSGRRMCLGYGLGLKLVQTSLANLLHGFEWKLPEGMKKE
DLDMEERFGLTTCKKNPLVVVPKPRLSPHLYTL*

>R_gra_c643_pep 507 aa
MEFLPISIAFLLFAITLLKLVKKSKNRNSCAKPPPPGPWKLPVIGNLHQLAFSDLPHHRLRALSKKYGP
LMLLKLGEVQAVIITSPEVAKEVLKTNDVVFASRPHSDPAEIISWKNSGVVFAPYGESWKQLRKMCA
SLLLTPKRVQSFRAIREEEVSELYDWICSNGGSEINLSDKIYTLMCGITSRAAFGNKTGDSEVFVRIIQE
ATKLISGFNIEELFPSCGILGWFTGMRPKLERLHEKSDIIVENIINEHKKRKAASEDRKVDDSEEDLVDV
LLRIQEQGDLDSILTDDQIRAIIFDMLSAGSETAATTIDWAMCELMKNPRVMKKAQAEVREVFTRRG
KVDEEGTNEMTYLKLICKETLRLHPAAPLLIPRECGERCLINGFEIPEKAKVMVNAWAIGRDPELWTE
PESFMPERFIDDSVDYKAVNFKYIPFGAGRRICPGISFALALMELPLAMFLYHFDWQLPNGLKPGDMD
MTESFGMTVKRKQDLSIVATPTYPLPVA*

>R_gra_c1526_pep 510 aa
MEETTILYSALSLIFLVIALNKLSLIFRRGKNLPPSPPAFPIVGHLPFIKQPMHRILHRFSQKYGPVISLRF
GSRLVIVVSSYQAAEECFTKNDVVFANRPRFLTGKYLGYNYTVLTQASYGDHWRNLRRITAIEVLST
HRLNKFLPIRKQEIQRLLKKLSSSGSGHEDQFSKVEMKSMLSELTENIMMRMIAGKRYYGDDVENEE
EARRFRKIMKEVIAYGGATNPGDFLPILKWIDGGDFEKKIMRFSEAIDGFLQGLIDEHRTNKAGPESNN
TMIDHMLTLQESEPEYYTDQIIKGLILVLLLAGTDTSSLTVEWAMSNLVNNPQVLEKARAELDNKVG
LECLIDEPDLSKLHYLNNIISETLRLYPVGPLLVPHQSSDDCTVGGYHVPAGAILLVSAWSIHRDPKLW
NDPNNFRPERFEEDAGEGETRSKLMPFGLGRRACPGSGLAQRVVGLTLGSLIQCFEWQRIDEDKVDL
TEGRGLTLPKANPLEVMCRARPIVKNVLEHLD#*

>R_gra_c1542_pep 513 aa
MGSLSFAFAVLLIAAASAYAAWKLLNWVWVKPRKLEKLLRQQGFSGNPYRFFHGDMKEFAHLTRQ
AKSKPIGLDDDITHRILPFHNHITAKFGKSSFIWMGPRPNINITDPKMIREVLLKKDIFTKLSSPIDKLLVS
GMAVYEGEQWFKVRKIATPAFHHDKLKNMLPEIHKSCCDMLRKWEISVSKEGSCELDVWPDIQTLT
ADVISRTAFGSSFDEGRKIFQVLREQINLLIRASLLSYIPGWRFLPNRLNRQMKKNYNEMSKLVKAIID
KRQEALKDGKVSTHDDLLGIMMESNKKLIKEKGTGMSIDEVIEECKLFYLAGQETTATLLVWTMVLL
CWYPEWQERAREEVFQVFGVKEPKFDDLNQLKVVSKILNEVLRLYTPAPMLTRVNKEEIKLGEIVLP
PGVALSLPLILVHHDHEYWGDDAKEFNPDRFSEGVSKASKNQISFFSFGGGPRICIGQNFALLEAKLA
MAMILQKFTFQLSPTYAHAPTRGVTLFPQYGANIILHKI*

>R_gra_c1672_pep 526 aa
MALILSPESAVAAATAALLIFLSVSASISRYGVRRNSNNTRKLARDQAPKARGAWPLIGHLHLLAGSEP
AHRVLGNMADKYGPIFTIKLGINPALVVSNWELAKECFTTNDRAFANRPKTMAMELLGYNFLVFAFS
QYGHYWRQSRXIATAELLSNHRLEKLKHVFEHEVKGSIKKLCENCRDSSSSKVFVEMKHWLEGLTL
DIILSIIVGKSHDSLEGKDWRQKMANFFALSGKFVVSDALPFLGWLDIGGDERLMRKTAKEFDIFLQQ
WLDEHKMKRASGQVKGDEDLMYVLLSLLDGNAEQLTDHDADTVIKALCLNLMLAASETTTTTMT
WAISLLLNNRDVLKKAQAEIDTQVGTERQVNELDMKNLIYLHAIIKETMRLYPAAPLFIPHECREECT
VGGYHVPIGTQLYVNAWKIHRDPRVWEEASEFKPERFLTTHKDIDYRGQNPELIPFGSGRRMCPGISF
GIHVMQLVLASLLHGFDLATPSGEEVDMGERAAITIVKATPVEVALTPRLAGSLYG*
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Annexes

Annexe 8 : Séquences peptidiques completes de cytochromes P450 isolées a partir de la banque d'ADNc
de Ruta graveolens.

>R_gra_c1737_pep 507 aa
MEVVSLLVVTALFFLFITHMVMRYRSTNRRLKSTKALPLPPGPRGLPFIGNLHQFSNSNPHLYLLKLSK
QFGPLLSLRLGSVPVIVVSSAKMAEQVLKVHDLQFCSRPAQLGLQKLSYNGSDLGFAPYNSYWREIR
KICVVHLENSSRTRSFRPVREDEVSRMIEKVSRSVVASKPVNLSEATVSLACSITSRIGFGKKYEEEGSG
RSRFHTLLNEAQALLASFFFTDYFPSIGFWVDKLTGMISRLERIFKELDAFYQALIDDHLDPKRIRTDQ
QETIVDVLLEAQKEHGKVDLTYDNIKGVLMNVFLAGTDTIAATMVWAMSYLMKFPRAMKKVQEEI
RSSMGTKGFVDEDDLKNLSYLRAVVKETLRLQPALIARETMETCIIDGYEIPRKTQVLVNSYAVGRDP
DAWECPDEFYPERFIDSSVDFKGQHFQFIPFGAGRRICPGMTMGVATVDLALANLLYKFDWEMPPGM
DKEEIDFDVLPGVTMHKKNLLSLMAKHHNSSC*

>R_gra_c1884_pep 495 aa
MIESSAFLQYLIFPVIFFAFLYGFPKFNSTSWNMPLIGMIVSLILNINQLHDRVAEMLERKKGSFMIKCS
WIAQKDMFLTSDPANVQHIMSTNFSAYHKGSEVKKRFDIFGDTGLFNSDFDEWKNQRKLARAFINHH
TFQQLMAKIVPEMIENGLIPVLDHVCEEKMVVDLQDLLKRSTFDFACMIATGCNPNSLSVGFPKMEFP
DAVDDACEAILIRHLVPESLWKLQSWLGFGKEQKLANGWRTIDQFWEKQKSVKLLDPDHNYSLLDC
YLSGHEVTGPTPSEKVMRDNITGLIFATEGTTSIALTWFFWLISKNPFAECKIREELQRNNFPQEGSLKL
VYLHAALCETLRLYPPVPFEIRIPLQDDVLPSGHQVNRNTNVLISAYSMARMSSVWGEDCREFKPER
WITEDGLRIKHEPAHKFFSFNAGPRICIGKDVAFTLMKAMAANIIHNYDVKVEKNHPVTYNLSVSFRM
KYGLLARIYKRSDVKKTES*

>R_gra_c2181_pep 505 aa
MAVVSLLVVPALFFLFVTHMIMRYRSTNRRVKSTKALPLPPGPRGLPFIGNLHQFHNSNPHQYLLKLS
KQFGPLLSLRLGSVPVLVVSSAKMAEQVLKVHDLQFCSRPALLGLQKLSYNGSDLAFAPYNSYWREI
RKICVVHIFNSSRTRSFRPVREVEVSRMIKKVSRSVAASKPVNLSEATLSLACSITYRIGFGKKYEDQGS
ERSRFHTLLNDLLASFFFTDYFPSIGSWVDKLTGTISRLDRIFKELDAFYQAVIDEHLDPKRIRTDQQQT
IVDVLLEAQKEHGLKVDLTYDNIKAVLMNVFIAGTDTSAATLVWAMSYLMKFPRAMKKVQEEIRSS
MGTKGFVDEDDLKNLSYLRAVVKETLRLQPALIVRETMETCIIDRYEIPRKTQVLVNAYAVGRDPDA
WESPDEFYPERFIDSSVDFKGHHFQFIPFGAGRRICPGMSMGMAAVDLALANLLYKFDWEMPPGMD
KEEIDFDVLPGVTMHKKNLLSLMAKHRNSSC*

>R_gra_c3135_pep 508 aa
MEKLAVCCYSILFLIPVLLLLLRRRKNKPNLPPGPKPWPFIGNLNLIGPLPHVSIHSLSQKYGPLMHLKF
GLSSVVVGSSVDVAQLLLKTHDISFASRPPLLAGKYTTYDFSGMGTAPYGPYWRQARKICVMELLSP
KRLDQFEYIRVEERKSFLFELXKSASNPVHLKDRLYTLNLTSICRMTLGKRYTDESEGNAITPKEFTEM
LEELFLLNGVLDIGDSIPWLAPLDLQGQVKRMKAVAKKLDGFYESILDEHFARRKSVRDHGIRDMVD
VLVQLSDDPSLEVKLERHHIKALIQDLLTAGTDTSAINVEWAMSELLKNPEAIKKATEELDRVIGKDK
WVEEADIVKLPFIEAIVKETMRLHPVAPLLVPRIAREDCKVAGYDIPKDTRVLINVWAIGRDPTVWEN
PNEFKPERFIGKAIDVKGHDYELLPFGSGRRMCLGYGLGLKVVQSSLANLLHGFEWELAGDMKGXD
LNMDDKFXLTMSRKIPLVVVPXPRLPLHLYXCQ*

>R_gra_3823_pep 513 aa
MGSLSFAFVVLLIAAASAYAAWKLLNWVWLKPRKLEKLLRQQGFSGNPYRFLHGDMKEFAHLTKQ
AKSKPIGLDDDITHRILPFRSHITAKFGKNSFIWMGTRPNINITDPKMIREVLLKQDIFTKLRSPIGELLLT
GMLVYEGEQWFKVRKVVTPAFHHDKLKNMLPEIHKSCCDMLRKWEILVLKEGSFELDVWPDIQTLT
ADVISRTAFGSSFEDGRKIFQVLREQINLVFRASLVSYIPGWRFLPNRINRQMKQNYNDMSKLVKAIID
KRQEALQDGKASTHDDLLGIMMESNKKLIEEKGAGMSIDEVIEECKLFYLAGQETTATLLVWTMVLL
CKHPEWQERAREEVFQVFGVCEPKFDELNQLKVVSRILYEVLRLYSPAPVVNRVTKREVKLGEIVLPP
GLSLTLPLIVVHHDHEYWGDDAKEFNPDRFSEGVSMASKNQISFFSFGGGPRICIGQNFALLEAKLAM
AMILQKFSFQLSPTYAHAPTRGVTLYPQYGVNIILHKI*

>R_gra_c4163_pep 530 aa
MSSPLSWLCNANGSTDKCQNLMAITASLVLVSAAVVWFTKKSKKESSFRLPPGPRGLPLVGFLPFLGT
DLHKSFTDLAGAYGHIYKFWLANQLWVVVSSPELAREVVRDKDTIFGNREATIAARLSTFGGNDIVW
CPYGAHWRKLRKVMVGEMMSNSILDSCSALRKQELKNAIRDLHANKIGKPVDIGEFATSASINVLQN
MLWGGVHDLGDDRQGTNVNAEVKQMLEDIMDLIGTPNISDIFPVLSWLDLQGIESKTKKIALWFENF
FNTVVEKRKNLIAKGKLDFHGGKDFLQTFLELLDGEDSSTSLTKIQLMALLMDVITGGTDTTTTILEW
TMTMLLQYPEEMKKVQAELAEVVGKTNIVEESQLPRLKYLDAVVKETFRLHPPSKLLPPRTPSRETTI
GGYSIPKGASVIINLGAIQLDPQLWDNPLEFRPERFLMGGPDKFDYTGNNFQYMPFGSGRRICAGLPL
AERLVMYLLASLLHSFDWELPHGENLDLSDKYGLVVKKKKPLVAVPTPRLANAELYN*
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Annexes

Annexe 8 : Séquences peptidiques completes de cytochromes P450 isolées a partir de la banque d'ADNc
de Ruta graveolens.

>R_gra_c5041_pep 526 aa

MEFSIELQEINAXWGILFAVTCLY VXTKMFIRKRTRGRRPPEAEGAWPFIGHLHLLGANQLLHQTLGE
MADKY GKIFMIRLGIRQALVISSWEVAKECFTTNDKLFSTRPRSLAMKLLGYDHSVLGFAPYGPYWR
DIRKLVSVELLSSHRLELLKHVHDKEVKIFIKELHGLWTQNGGTVSVEMKQRFGNLAMNIIVRVLAG
KRYYGSGTNADDHESRRCQKALGDFFYLIGLFLASDSVPFLGWLDILQGYTSKMKRTAQELDIVLGS
WVREHRCRRINNSITESKQDFIDVMLSVMDDGNVSADVVDNIIKSTCLTLIAGGNDTTVITITWALSLL
LNNRHELKKAQDELDTHVGKHRLVEESDIKNLVHLQAIAKETLRLYPAAPCSVPHEAMEDCTVAGF
HIPAGTRLIANLWKIHRDXRIWAKPSVFIPERFLTENANLDVRGQDFEYLPFGSGRRKCPGISFALQVV
HLTLARLLHAFELGTVSDTLVDMSESPGMTTPKATPLDIVLTPRLPSKLYDEL*

>R_gra_c6403_pep 513 aa
MGSFSFAFAVLLIAAASAYAAWKLLNWVWLKPRNLEKLLRQQGFSGNPYRFLHGDMKEFAHLTKQ
AKSKPIGLDNDITHRILPFHNHIISKFGKSSFIWMGPRPNINITDPKMIREVLLKQDIFTKLRSPIGKLLVS
GMVVYEGEQWFKVRKIATPAFHHDKLKNMLPEIHKSCCDMLRKWEISVLKEGSCELDVWPDIQTFT
ADVISRTAFGSSFEEGRKIFQVLREQISLLIRASLLSYIPGWRFLPNRINRQMKKNYNEMSQLVKAVVD
KRQEALKDGKVSTHDDLLGIMMESNKKLIEEKGTGMSIDEVIEECKLFYLAGQETTATLLVWTMVLL
CRYPEWQERAREEVFQVFGVKEPKFDELNQLKVVSKILNEVLRLYTPAPMLTRVNKEEIKLGEIVLPP
GVVLSLPLILVHHDHEYWGDDAKEFNPDRFSEGVSKASKNQISFFSFGGGPRICIGQNFALLEAKLAM
AMILQKFTFQLSPTYAHAPTRGVTLFPQYGANIILHKI*

>R_gra_c7149_pep 513 aa
MGSFSFGFAVLLIAAASAYAAWKLLDWVWMKPRKLEKLLRQQGFSGNPYRFFHGDMKEFAHLTKQ
AKSKPIGLDDDITHRILPFRSRIIAKFGKKSFIWMGPRPNINITDPRMIREVFMKQDIFTKLRSPIGELLLT
GMLVYEGEQWFKVRKVATPAFHHDKLKNMLPEIHKSCCDMLRKWEILVLKEGSCELDVWPDIQTLT
ADVISRTAFGSSFEDGRKIFQVLREQINLVVRASLVSYIPGWRFLPNRINRQMKKNYNEMSKLVKAIID
KRQEALQDGKACTHDDLLGIMMESNKKLIEEKGAGMSIDEVIEECKLFYLAGQETTATLLVWTMVL
LCKHPEWQERAREEVFQVFGVNEPKFDELNQLKVVSKILYEVLRLYSPAPLVNRVTKKETKLGEIVLP
PGVVLSLPLILVHHDHEYWGDDAEEFNPDRFSEGVSKASKNQISFFSFGGGPRICIGQNFALLEAKLA
MAMILQKFSFQLSPTYAHAPTRGVTLYPQYGVNIILHKT*

>R_gra_c7779_pep 506 aa
MQAVPFATSIAIGXLSVFFFLFLXRRLISXPKRMEAVNLPXVPEVPGRLPLIGNLLQLKEKKPYMTFKK
WAEIYGPIYSIKTGASTMIVLNSTEAAKEAMVTRYQSISXRKLSNALKTLTSDKCMVAISDYDEFHKM
AKRCILTNVLGANAQKKHRIHRDTMMENLSSQFHAHIKDNPLQLVNFRKTFESELFGLSMKQAVGK
VVESIYVKELDATLSKNELLKILVLDIMEGAIEVDWRDFFPYLRW VPNNAVERKIQKLCSRRQAVMN
ALINDAKQRISSGQELNCYVDYLLSEAKSLTEQQLMMLLWETHETSDTTLVITEWAMYELAKDQSR
QERLYQEIQAVCGSNKFTEENISQIPYLGAVFHETLRKHSPAPIVPLRLAHEDTEIGGY SIPAGSEIAINI
YGCNMDKKLWEDPEEWKPERFLNGKYDPADLYKTMAFGAGKRVCAGSLQASLIAGTAIGRLVQEF
QWSLRDGVEESVDTVGLTTHKLHPLHAMIRPRN*

>R_gra_c10009_pep 522 aa

MEFSIDLQEINALWGILFAVTCLY VATKMFIRKRTRGRRPPEAEGAWPFIGHLHLLGANQLLHQTLGE
MADKXGXIFMIRLGIRQALVISSWEVAKECFTTNDKLFSTRPRSLAVKLMGYDHSMLGFAPYGPYWR
XIRKLVSVELLSSHRLELLKHVRDKEIKIFIKELY GLCTQNGGTVSVEMKQRFGNLAMNIIVRVLAGK
RYYGSGTNADDHESRRCQKALGDFFYLIGLFLASDCVPFLGWLDVLQGYSSKMKRTAQELDIVLGS
WVREHRCRRISKSITESKQDFIDVMLSVMDDGNVSAEVDNIIKSTCLSLIAGGNDTTVITITWALSLLL
NNRHVLKKAQDELDTHVGKHRLVEESDIKNLVYLQAIAKETLRLYPALPCSVPHEAMEDCTVAGFHI
PVGTRLIANLWKIHRDPRIWAKPSEFIPERFLTENANLDVRGHDFEYLPFGSGRRKCPGISFALQVVHL
TLARLLHAFELGTVSDTLVDMSESPGMTTPKATPLDVVLTPRLPSELY *

>R_gra_c12789_pep 475 aa
MAGTLTILYHLLLCISISLIAFFLLKRSRTRRLRLPPGSLGLPFLGETLQLISAYKTENPEPFIDERVRRFG
SIFTTHVFGEPTVFSTDPETNRFILQNEGKLFDCSYPGSISNLLGKHSLLLMKGSLHKRMHSLTMSFAN
SSIRDHLLVDIDRLVRLHMDSWTDRVLLMEEAKKITFELTVKQLMSFDPNEWTESLRKEY VLVIEGF
FTVPFPLFSTTYRRAIQARTKVAEALSLIVRQRRKERDESGEKKKDMLAALLAGDDGFSDEEIVDFMV
ALLVAGYETTPTIMTLAVKFLTETPLALAQLKEEHDEIRAKKSQQEPLERSDYKSMPFTQCVVNETLR
VANIISGIFRRAMTDINIKGYTIPKGWKVFASFRAVHLDHDHFKDARSFNPWRWQNNSGAASAANVF
TPFGGGPRLCPGYELARVELSVFLHHLVTRFSWVAAEQDKLVFFPTTRTQKRYPIIVQRRNQS*
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Annexes

Annexe 9 : Séquences peptidiques completes de cytochromes P450 isolées a partir de la banque d'ADNc
de Cullen cinereum.

>P_cin_c9_pep 507 aa
MMETETFTCILLFLFSIIFLKCLTSLLTRNHEKPKLPPGPTGLPIVGNLLQLGSKPHQSMATLSKIHGPIMTLKLGQIT
TIVISSAQTAKEVLQIHDQFLSNRKTPDAVTGANHHLYSLPFLPLSHRWRHLRKLCNTLLFSNKTLDANQGPRLNK
LQDLFNHIHYSSIKGEPVDIGRLAFKTTINLLSNTIYSEDLIESTDKAGEFKELAANIMKEIGSPNLADCFPVLKVFDP
HGIRRRTGNYFWKLLTILKGLVDKRLKLRKEVGYCSKNDMLDNILNDAEHNNSQDMYKDKIERLSLDLFVAGTD
TVTSTVEWAMTELLRNPKIMAKAKQELEKTIGKGKIVEESDIGRLPYLEAIVKETFRLHPAAPLLLPRQAEVELEM
HGYTIPKGAQVLVNVWAIGRDPNLWDNPNLFSPERFLGSEIDFKGRSFELIPFGAGRRICPGHPLAIRLLFLMIGLLI
NSFDWELVGGVKPEDMNMDEKFGLTLEKAQPVLV VPIKATNQNIS*

>P_cin_c17_pep 492 aa
MKHSKKGKNNSPPSPRGLPILGNLHQLGSYPHRTLQSLAQKHGPLMLLHLGNSPLLVVSSSAAAREVMKTHDRVF
SDRPHSRIFDVLLYGSKDVAAAPYGEYWRQIRSISVFYLLSSKRVHSFRSVREEEIQTTIQDITTSCTLRQKVSSSSCS
SEDLPVNVSDILSTITSNIICRVALGRKYGGERGREFKKLLLEFTELLGKFTVGDY VPWLGWCDIVSGLYGRANRV
AKEFDEVLNMVIEEHLNREKGDNNNEEHDHFVDVLLWIQRTNAIGFPIDRIVLKALILDIFVAGTDTTSTSLEWAM
TELLRHPIVMKKLQDEITSVVGVDRKHITENDLGHMHYLKAVIKETFRLHPPIPLLVPRQSIQDINLKNNNYHIKAG
TRVIVNAWAIARDPMNWDDPEEFKPERFLNSSIDVKGNDFELIPFGAGRRGCPGIMFAMVVNELVLANLVHQFD
WALLSGDKNLDMSETTGLTMHRKSPLMAVAVPTKK*

>P_cin_c96_pep 651 aa
MASHVALFHAPPLSISSQRFHAKHISINGLKFTTTNSCSSSCSSSSSSCSSSSSFFPCSMTTQRGSCFSVVACSSSNGR
DPKSVKDEDLQQVERILEEKRRAALAAKIASGEFTVKQKSVLRSVLEGLAKVGVPNQVLEFLFSWAEGGGAHPKI
PEAKGSIKAVRSVAFFIPLYELYLTYGGIFRLTFGPKSFLIVSDPSIAKHILRDNAKAYSKGILAEILDFVMGKGLIPA
DGEIWRVRRRAIVPALHQKYVAAMIGLFGKAADRLCQKLDAAASDGEDVEMESLFSRLTLDIIGKAVENYDFDSL
SNDTGIVEAVYTVLREAEDRSVAPIPVWEIPIWKDISPRLRKVNAALKFINDTLDDLIAICKRMVDEEELQFHEEYM
NEKDPSILHFLLASGDDVSSKQLRDDLMTMLIAGHETSAAVLTWTFYLLSKEPRVVSKLQEEVDSVLGDRFPTIED
MKKLKYTTRVINESLRLYPQPPVLIRRSIEEDVLGDYPIKRGEDIFISIWNLHRSPKLWDDADKFEPERWPLDGPNP
NETNQNFKYLPFGGGQRKCIGDLFASYETVVALAMLVRRENFQMAVGAPPVDMTTGATIHTTQGLKMTVTRRTK
PPILPSLQMSTLEVDPSISLSDQEEITQKGEVYQAQPQS*

>P_cin_c475_pep 493 aa
MDLDSNSMKVLVVVATAGALLVLRSILKNVNWWLYESKLGEKQHYLPPGDMGWPVIGVMWSFLSAFKTKNPD
SFMASFYSRFGKTGMYKTLMFGNPSVLVTTPETCKRVLTDDEKFEPGWPQSTVDLVGKRSFISMSFEEHRRLRRL
TSASINGFDALSLYLTYIEKNVKISLDKWSKMGEIEFLTEMRRLTFKIIMHIFLSSESEPVMEALEREYTTLNIGVRS
MRINIPGFAYHNALKARKNLVGVFQSIVDERRSLRKGYSKPGKAKDMMDALVDVEDTDGRKLDDETIIDIMLMY
LNAGHESSGHVTMWATYFLQKYPEYMQKAREEQEEILRKRPPTQEGMTLKEFRQMEFLSKVIDETMRLITFSLVV
FRQAKSDVNINGYLIPKGWKALVWFRSVHLDPEIYPNPKEFNPYRWNKEHKVGEFLPFGAGTRLCPGNDLAKLEI
AVFLHHYVMNYRFVPTNPDGPVRFLPHTRPLDNCLGRFIKCPST*

>P_cin_c843_pep 506 aa
MDLLFLEKTLTGLFLAAVVAITVSKLRGKKFKLPPGPLPVPIFGNWLQVGDDLNHRNLTDLAKKFGDIFLLRMGQR
NLVVVSSPELAKEVLHTQGVEFGSRTRNVVFDIFTGKGQDMVFTVYGEHWRKMRRIMTVPFFTNKVVQQYRQG
WEAEAAAVVEDLKKDPTASTSGSIIRQRLQLMMYNNMYRIMFDRRFESQDDPIFQRLRALNGERSRLAQSFEYNY
GDFIPILRPFLKGYLKICKEVKETRLKLFKDYFVDERKKLGSTKSTNNNNELKCAIDHILDAQKKGEINEDNVLYIV
ENINVAAIETTLWSIEWGIAELVNHPEIQQKVRDEIDRVLGAGKQVTEPDLQNLPYLQAVIKETLRLRMAIPLLVPH
MNLHDAKLGGYDIPAESKILVNAWWLANNPEHWKKPEEFRPERFFEEEKHVEANGNDFRYLPFGVGRRSCPGIIL
ALPILGITLGRLVQNFELLPPPGQSQIDTSEKGGQFSLHILKHSTIVAKPRSF*

>P_cin_c877_pep 487 aa
MEIDGRFLNTGLLIVATILVAKLISAFIVPKSRKRVPXFVKGWPLIGGLIRFLKGPIFMIREEYPKLGS VFSLKLFHKN
ITFLIGPEVSAHFFKAPETDLSQQEVYQFNVPTFGPGVVFDVDYSVRQEQFRFFTEALRVNKLKSYVNQMVAEAEE
YFSKWGPSGEVDLKYELEHLIILTASRCLLGREVRDKLFDDVSALFHDLDNGMLPISVLFPYLPIPAHKRRDQARK
KLAEIFASITASRKSANKSEEDMLQCFIDSRYKDGRPTTEAEVTGLLIAALFAGQHTSSITSTWTGAYLLSNNQYLSA
VQEEQKMLMEKHGDKVDHDVLAEMDVLYRCIKEALRLHPPLIMLMRSSHTDFSVTTREGKEYDIPKGHIIATSPA
FANRLGHIFKDPDRYDPDRFAVGREEDKVAGAFSYISFGGGRHGCLGEPFAYLQIKAIWSHLLRNFELELV SPFPEI
DWNAMVVGVKGKVMVRYKRRELLVNQ#*

>P_cin_c2997_pep 523 aa

MRISNLHDYSSNWFFLSVFTFIILFILRTLLNLFTKWNNNKNS SNSATNSPPSPPKLPIIGNLHQLGTNIHRSLHSLAQ
SYGPSLMLLHFGKVPVLVVSTAESARQVLKTHDAVFANKPHRKMFDILLYGSRDVASAPYGNYWRQTRSICVLH
LLSPKKVQSFCAVRREEIAMMMESIGKCCSSMTPVNLTDLFATVTNDIVCRTALGRRYSGEGGSKLRGPISVMAEL
MGTPVVGDYIPWLDWLGRVNGMYGRAERAAKKVDEFFDEVVDEHVRKGGHDVDDDAKDDDQSDLVDVLLRI
QKTNAMGFEVDRTTIKALIMDMFGAGSETTYTVLGWTMTELLRHPIMMQKLQDEVRNMVSGKSEISEEDLSSMH
YLKAVVKESLRFHPPVSILAPRECMENTKVMGYDIAVGTQVMVNAWAIARDPSYWDNPQEFQPERFLNSSIDVK
GHDFQLIPFGAGRRACPGYTFSIVVIELVIANLVHKFNWKVPTGVVGDQTLDITEAPGLSIQRKFPLIATATPHT*
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>P_cin_c4264_pep 464 aa
MALYMAVLGVVVLVLCFCSALLKWNEVRFRRKGLPPGTMGWPVFGETTEFLKQGPNFMKNKRARY
GSFFKSHILGCPTVVSMDPELNRYILMNEAKGLVPGYPQSMLDILGKRNIAAVHGSTHKYMRGALLSI
ISPTLIRDQLLPKIDEFMRTHLSHWDNKLINIQEKTKEMAFLSSLKQIAGMESSSISQPFMTEFFKLVLG
TLSLPINLPGTNYRRGLQARKSIISILSQLLEERKASQEAHVDMLGCLMNTDGNRYKLTDDEIIDLIITI
MYSGYETVSTTSMMALKYLHDHPKVLEEIRKEHFSIREKKRPEDPIDCNDLKSMRFTRAVIFETSRLA
TIVNGVLRKTTHDMELNGYLIPKGWRIYVYTREINYDPFLYHDPLTFNPWRWLGNSLESQSHFLIFGG
GTRQCPGKELGIAEISTFLHYFVTRYRWEEVGGDKLMKFPRVVAPNGLHIRVSSY *

>P_cin_5649_pep 526 aa
MDASTALMILSAIAAYLIWFTFVTRSLKGPRVWPLLGSLPGLIQHANRMHDWIADNLRACGGTYQTC
ICALPFLARKQCLVTVTCDPQNLEHILKLRFDNYPKGPTWQSAFHDLLGEGIFNSDGDIWLFQRKTAA
LEFTTRTLRQAMARWYVNRAIKHRFCPILATAQNQNNPVDFQDLLLRLTFDNICGLAFGQDPQTLSEGL
PDNDFALSFDRATEATLQRFILPEILWKLKRSLRLGMEGSLSRSLKHIDQYLSHIIKNRKLELLNGTGSL
HDDLLSRFMKKKESYSEEFLQHVALNFILAGRDTSSVALSWFFWLCIKNPHVEENILHELCTVLLSTR
GDNVSTWLEEPLGFEEVDRLVYLKAALSETLRLYPSVPEDSKHVVKDDVLPNGTFVPAGSSITYSIYS
VGRMKFIWGEDCLEFKPERWLSPEGDKIQLQDSYKFVSFNAGPRLCLGKDLAYLQMKSIAAAVLLRH
RLSVAPGHRVEQKMSLTLFMKYGLKVNVYHRDLKPLLEKITSMPTKTVNY *

>P_cin_c6189_pep 498 aa
MVGLFSYLFLSLVFIFTVKSLLQTQLRRLKNLPPGPPTLPIIGNLHHSKQRPHRVYSALSRTYGDIISLW
FGTRLVVVVSSLPLVQECFTKNDTVLANRPRFLAGKYILENYTTVSAISYGDLWRNLRRVITLDVLSN
HRINSFGGVRRDEALRLLRRLRGDGNGGYKKVELRPGLKEMTFNAMMRSISEMKYTGEGEVTDPED
AKEFRKILSEMLLLYGANNKGDFLPILRLFDFEDLEKRLKRIGKRADAFLQNLIEEHRSGKHGSGDSMI
NHLLKLGESQPQYYSVQIIKGLIQAMFLAGTDTTSEAIEWGMGELLNNPEVLKKAKEEIETQIGIDRLV
DEQDLSKLAYLQNIVNETLRLHPPAPLLLPHESAKDCTVGGYNIPQDTIVLINVWHVHRDPKLWSDPT
SFKPERFEKEGEVNKLITFGIGRRACPGSGLAQRIVGLTMALLIQCFEWKRVSEEKIDMMEDHGGATM
PKLIPVEAMCKPLPIVNGIM*

>P_cin_c7100_pep 513 aa
MSLFTVILATLVTAIIVYRILKFITRPISLPLPPGPKPWPILGNXPHMGPVPHHSLAALARVHGPLMHLR
LGFVDVVVAASASVAEQFLKIHDSNFSSRPPNAGAKYIAYNYQDLVFAPYGPRWRLLRKLTSVHLFS
SRAMDEFTHLRQEEVARLTRNLESSHTKAVNLGQLLNVCTTNALARVVIGRRVFDDGNGGCDSRAD
EFKAMVVELMVLAGVFENIGDFIPFLEWLDLQGVQAKMKKLHKKFDAFLSSIIEEHNSSSKNENNKNL
LSILLSLKDVRDDDGNHLTDTEIKALLLNMFTAGTDTSSSTTEWAMAELIRSPRILAQVREELDNVVG
RDRRVKEEDLTHLPYLQAVVKETFRLHPSXPLSVPRVASDSCEIFGYHIPKGSTLLVNIWAIARDPKE
WADPLEFRPERFLPGGEKADVDIRGNDFEVIPFGAGRRICVGLSLGLRMVQLLTATLAHSFDWELKD
GMNPEKLNMDEAYGLTLQRAVPLSVHPRPRLAPHVYSMSS*

>P_cin_rep_c9422_pep 518 aa
MEAAWATILTLIVSLICAWKVLNWLWLKPKRLEKLLREQGLHGNPYTLFVGDSKEFLKMRKDALSK
PINLSDDITPRVVSYDQHSVNKHGKNHFIWLGPIPRVTILDPEQIKDVFNKIYDFPKPKMNPLVKLLATG
LAVYGGEKWSKHRRIINPAFNLEKLKIMLPLFFKSCNDLVCKWEAMLSSEGSCELDAWPFLQNLASD
VIARSAFGSSYEEGRRIFQLQREQAELLIRVVLKIQIPGWRFLPTKTHRRMKEIDRDIKSSLNDMINKRE
KALKAGEATKNDLLGILLESNHKEIQEHGNRNNKNAGMSIDEVIEECKLFYFAGQETTSVLLNWTMV
LLSRHLHWQERARDEVLQVFGNQKPDFDGLSRLKIVTMILYEVLRLYPPAPSMTRSVEKDVKLGSITL
PAGVHVFLPTILVHHDSELWGEDAKQFNPERFSEGVLKATNGKVSYFPFGWGPRICIGQNFSLLEAKM
ALSMILQNFSFELSPAYAHAPTALITLQPQYGAHIILRKVTI*

>P_cin_rep_c9447_pep 514 aa
MDSEVLSSLALVVPFFLFEMVLALKIGNNLKKAESSPIPNIPPGPWKLPIIGSLHHLITSTPHTKLRDLAKI
YGALMHLQLGEIFTIIVSSPEY AKEIMKTHDLTFASRPHILLAEIACFDSTNIAFSPYGNYWRQVRKICA
AELFSQKRVKSFQPIREDELSNLVKMVSSHNGSPINLTEAVPSSIFNIISRAAFGSKCKHQEEFLSVVKE
AILVASGFEIGDLFPSAKWFQVVTGLRPKIERLRRKVDRILEDIINQHKDKNGQGEADHEDLVDVLLK
FQDVHTTNHISLTTTNIKAIIQDVFTAGGESTAATIDWAMAEMVKNPQVMKKAQVEVREVFDMKGM
VDETCIYQLKYLKSVVKETLRLHPPGPLLLPRECAQTCQIDGYQIPVKSKVIVNAWAIGRDPNYWSEA
ERFHPERFIDSSIDYNGTNFQYIPFGAGRRICPGISLALVNVELTLAFLLYHFDWKLPNGMKSEDLNMT
EDFGLTVKRKDDLYLIPVISRPLQVTKAIYNY *
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>P_cin_rep_c9476_pep 527 aa
MTSCISFSSTDIELYDSQLLLSSLVTIMLVTLVLCLTLPLLFLFFIQHLRAFKTPYLPPGPKGLPIIGNLHQ
LDNSILSQQLWQISKKYGPIFSLQLGLRQAIVVSSSKLAKEVLKNHDLEFSRRPKLLPLQKLSYNGSDI
AFSPYNDEYWREMRKICVANIFSSKCVSRFSSIRESEVKLMIKTILGHASSSGVTNLSELLISLSSTIVCR
VAFGRRYEDEGSERSRFHGLLNELQQLMGTFFVSDYIPLTGWIDKLKGFQARLETNFEEFDKFYQEIID
EHMDPNRQHMEEHDMVDLLLRLKNDRSLSIHITFDHIKGVLMNLLAAGTDTTAAASVWAMTALVK
NPRVMKKVQKEIRNVGATKDFLDEDDVQKLPYLKAMIKETLRLHLPSQLLVPRESSQECIIGGYRIPA
KTIVYMNAWAIQRDHNVWKNPLEFFPERFLDSTIDFRGQDFELIPFGAGRRICPGIPMATVTLELVLAN
LLHSFDWELPQGMTKEDIDLEVLPGITQHKKNHLCLCAKTRSHI*

>P_cin_rep_c9737_pep 527 aa
MAIEFPAPNWVPTAATCLAAFAVLLLFIHRLRRHKYNLPPGPKPWPIIGNLNLIGSLPHQSIHALSKKY
GPIMYMWFGSNPVMVGSSVEMAKAILKTHDATLAGRPKYAAGKHTTYNYSDITWSQYGPYWRQAR
RMCLLELFSAKRLEEYEYIRKEELRGVLNELFNSANKTILLKDHLSNLSLNVISRMVLGKKYLEESEN
AIVSPDEFKKMLDELFLLNGVYNIGDFIPWIDFLDLQGYIKRMKALSKKFDRFMEHVLDEHIARKKGV
KDYVAKDMVDVLLQLAEDPTLEVKLERHGVKAFTQDLIAGGTESSAVTVEWAICELLRKPEIFKKAT
EELDRVIGRERWVEEKDIVNLPYVNAIAKETMRLHPVAPMLVPRLAREDCKIGEYDIPKGTQVLVNV
WTIGRDPSVWDNPNEFQPERFLDKEIDVRGHDYELLPFGAGRRMCPGYPLGLKVIQSSLANLLHGFN
WRLPHNVQKEDLNMDEIFGLSTPKKIPLETVAEPRLPPHLYSL*

>P_cin_rep_c9822_pep 491 aa
MDTVLSTTLLVLLACSIMHVLRSLHSRSKKSNYNLPPGPSLLTIIRNSSQLYKKPQQTMAKLAKTYGPI
MRFTIGQSTTVVISSIEATQEILQTQESSFSDRTNPDITTSYNHNRYSLVFLPVSALWQELRKICHGNLFS
VKTLDASTDLRRKKMQELLTDIRERSLKGEVVDIGRAAFMACINFLSYTFLSMDFVPSVGDGEYKHIV
GTLLKATGTPNMVDYFPMLRVFDPQGIRRHTTNYIDKLFDVLDPLIDERMRKRKEKGYVTNHDMLD
SLLDISDQSSEKIHRKQIKHLFLDLFVAGTDTTAYGLERALTELMHNPEVMVKAKKEIAETIGVGKPV
EESDVARLPYLKAVIKETLRMHPPAPMLLPRKAKSDVEVCGYRIPKGTQILINEWAIGRNPDIWEDAH
VFSPERFLNCDIDVKGRHFKLTPFGSGRRICPGSPLAIRMLHNMLGSLINNFDWKLENNMDPNHMNL
DLSLRAIPLIVNAN*

>P_cin_rep_c9915_pep 528 aa
MENEVVLVLVLISGPLLYLLYLNYTKQKGREALPPSPAFQLPVIGHMHILGPLLHHSFQRLSFKHGPLF
SLRFGSVPCVVASSPHFAKQLLQTNELAFNCRIETAAVKRLTYESSLAFAPYGEYWRFIKKLSMNQLL
GSRSISGFQHLRMQETRHFLGLLARKARAHEPVNVTEELLKLTNNVISRMMLGEAEEARDVVRGVTR
IFGEFNVSDFIWVFKKLDLQGFGKRIEDLFQNFDALVERVISKREEMRREKRKVNGDTLNPQGEDEVR
DFLDILLDCVEDAKSEVKINRVHIKALIMDFFTAGTDTTAISTEWALVELIKNPKLLEEARKEIEKVVG
KERLVEESDCANMPYLQAIVKETFRLHPPVPLVSRRCVTDCHENYMIPENTLLFVNVWAIGRNPKYW
DNPLEFRPERFLRSGEEEEEEVSSMATGVIDVRGQHFQLLPFGSGRRMCPGVSLAMQEVPALLGAIIQ
CFDFHVIDSKGQVLKGDDIDVSERPGLTAPRAQDLICIPLQTSTHDKILPS*

>P_cin_rep_c9972_pep 523 aa
MDSVLNFLIATTIGLLFIILFFLYLYRPLKSSDDKIKNPPTVAGAWPILGHLPLLSRSKLIHRTLVALAYE
YGPLFTIKIGSKEALVINNWQLAKECFTTNDIVVSSRPKLIASEHLGYNQALFAMAPYGPYWRELRKV
TTSAILSTHRVEQLRHVFVSEVQISIKELYDVWCGKKNESGIPLELKQWFSHLSLNIILRMVAGKRYSS
DTTVDDEKAQRCIGVVKEFLRLFGVFTVGDAIPFLRWFDFGGHEKAMKETAKEFDEIVGEWLEEHRQ
HKALGENNERDFMDVMFSIFDGKAIEGIDADTLIKSTVVTLIVAATDTTSSTLTWAICLILRNPLVLEK
VKKELDTQVGKERSISESDISKLIYLQAIVKETLRLYPTAPLSTPREFTDDCIISGYNVKKGTRLITNLCK
IHTDPNVWSDPLEFKPERFLTTSKDIDIKGHHFELLPFGSGRRICPGISFGLQVVHLTLASILHSFEILNPS
TEPIDMSEAFGVTNSKATPLEVLVKPHLPPSCFQSV*

>P_cin_rep_c10023_pep 520 aa
MLLEVALGLLVLAVFVYLRPTPTAKSKALRHLPNPPSPTRLPLIGHLHLLKDKLLHYALIDLSKKHGP
LFSLYFGSMPTVVASTPELFKLFLQTHEATSENTRFQTSAIRRLTYDASVAMVPFGPYWKFIRKLIMND
LLNATTVAKLRPLRTQQIRKFLGVMAQSAEAQKPLDVTEELLKWTNSTISMMMLGEAEEIRDIAREV
LKIFGEYSLTDFIWPLKYLKVGKYEKRIDDILNKFDPVVERVIKKRREIVRRRKNGEVIENEASGVFLD
TLLEFAEDETMEIKITKEQIKGLVVDFFSAGTDSTAVATEWALAELINNPRVLQKARDEIYSVVGKDR
LVDEVDTQNLPYIRAIVKETFRMHPPLPVVKRKCTEECEIDGFVIPEGALILFNVWQVGRDPKYWVKP
LEFRPERFLESGGEGEAGPLDLRGQHFQLLPFGSGRRMCPGVNLATSGMATLLASIIQNFDLQVPGPH
GQLLKGDDAKVSMEERGGLTVPRAHSLILVPLARTSVTSKLLS*
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>P_cin_rep_c10482_pep 502 aa
MEAWFLILVSLCLCFLVRAIFLSPIKEKTITTPPGPPNIPIITSFLWIRKSFSELEPILRTLYAKYGPIVTLRI
GHHRSIFICDRALAHKALVHNGSVFSDRPKSLATSRILSSNQHNISSCPYGATWRTLRRNLVSEMLHPS
RVKSFSGIRSSVLHTLIARLKSASESNQSVKVMDHFQHAMFCLLVFMCFGEPLDDGKVRDIERVLRQL
LIGFSRFSVLNFWPSVTRVLFRKRWKLMLRFRREQENVFIPLIRGRKDKRAKEGGEVVAYVDTLLDLE
LPEEDNRKLSDDEMVTLCSELMNAGTDTTSTALQWIMANLVKYPEVQERVVNEIKDNLGERQQNRE
IKEEELQKLPYLKAVILEGLRRHPPGHFVLPHAVTEDVIENDYLIPKNGTVNFAVAEMGWDPKVWED
PMAFKPDRFLNNEGFDITGSKEIKMMPFGAGRRICPGYNLALLHLEYFVANLVSNEDWKVPQGGDVD
FSEKQEFTVVMKNPLQVHLTPRL*

>P_cin_rep_c10498_pep 482 aa
MEVTNLVVLPAVLAFFFLSLHFITKVFRLRKDPNLNLPPGRLGWPIVGETLEFMRTMVEGNMLKFIQE
RKEKYDSRVFKTSLFGDPIAVFCGPAGNKFLFSNENKNVQVWWPSSVKKLLRLSLANRVGNEAKMM
RRLLMSFLNAETLRNYLPKMDTIAQRHIDKYWEGKEQVFVYSVVQLYTFELACCLFLSIEDIDYISKLS
LNFHELLKGLIGFSLNIPGTRFYRAMKAADLLRKEIKTIMNKRKVELEKKRASPTQDILSHMLVTSDPN
GRFMTEMEIIDNILLLLFAGHDTSRSVLSSVMKYLGELPQVYENALKEQVEISEGKEAGELLQWEDVQ
KMKYSWNVVSEVMRLSPPVSGAYREAIKDFTYADYNIPKGWKLHWNTSSSHMDPELFPNPETFDAS
RFEGSGPAPFSY VPFGGGPRMCLGQEFARLEMLVFLHNIVKRFKWDLVIPDEKFKYDPMLEPEKGLAI
RLHPNSHF*

>P_cin_rep_c10705_pep 516 aa

MVAILSVTTWFQNQNLNLVFALCIHIFTVAWY AWLYFLKPNNIQKLPPGPLGFPIFGNLLSLDPELHSY
FAGLAQIHGPIFKVRLGSKLCMVITSPGLAREVLKDQDTVFANHDVPAAGRAATYGGSDIAWTPYGP
EWRMLRKVCVQKMLSNATLDSVYDLRRNEMRKTVAYLHGRVGNPVKVGEQVFLTMMNVITNMM
WGAAVEGAERESLGAEFRQLVAEITRLLGKPNVSDFFPGLARLDLQGVVREIKRLVWQLDEIFEGMIS
ERRKVEKESIERKDFLQFLLKLVLEGRDSKTPLTITHVKAILMDMVTGGTDTSSNTVEFAMAEMMHK
PDIMKRVQEELEAVVGKDNMVEESHIHKLSYLQAVMKETLRLHPVLPLLIPHYPSENTIVGGYTIPKG
SRIFVNVWAVHRDPTIWENPLEFDPTRFLDAKWDFSGNDFNYFPFGSGRRICAGVAMAERTVLYSLA
TLVHLFDWTIPQGEKLDVIEKFGMVLKKKTPLVAIPTPRLSNPDLYT*

>P_cin_rep_c10717_pep 506 aa
MEAETPALLFLVLIATLVWFLVTTLSKRKSAPASSPPPTTTTIPKAYPIIGSVFSIVANKHRRIHWISDIL
HASPSSTFVLHRTFGSRQVFTANPAVVQHILKTNFPVYHKGPTLNRALGDFLGHGIFNSDGSNWKHQ
RQISSHEFNTRALRKFVETVVDAELSDRLLPLLASAAENKTLIPDFQDILQRFTFDNICKIAFGFDPEYL
LPSLPATSFATAFDDATRISSERFNAAFPLFWKIKSLLNLGSEKRLKDAISEVRSLARRIILEKKKEFQEN
KTLDSVDLLSRFLCSGHSDEDFVMDIVISFILAGRDTTSTALTWFFWLLSQHPHVQDEVLREVAEKDA
HTYDQVKEMVYTQAALCESMRLYPPVPVDTKEAMNDDVLPDGTAVKKGWRVAYHIYAMGRSENI
WGSDWKEFRPERWLSWDKTEGRWKFEGVDGFTPVFQAGPRVCLGKEMAFLQMKRMVAGIIKRFKV
VSQVTEPEYSGYLTSFMIGGFPVRIENRI*

>P_cin_rep_c11200_pep 512 aa
MKGIFSSTFYLSLSFLIALFFLFKLARRTKPKSKSNLNLPPSPPKLPIIGNIHQFGTLPHRSLRDLSLKYGD
MMMLQLGKMPTPTLVVSSVDVAMEIIKTHDLAFSDRPQNTAAKILLYGCTDVGFASYGENWRLKRK
ICVLELLSTKRVQSFRAIREEEVAQLVNKLREAISSGAGYVNLSEMIMSTSNNIVCKCALGRIFSENGY
NSVKELARDAMIHLTAFTVRDYFPRLGWIDVLTGKIQKYKATARAMDALFDLAIEEHLTKKREIGEY
SKRKDLVDILLQLQEDNMVGFHLTKNDIKALLTDMFLGGTDTTSTALEWAMSELARNPMIMKKVQE
EVRRVVGHKSNVEENDITQMHYLKCVIKEILRTHPPTPLLAPRLTMSDVKLKGYDIPAKTTVYINSWA
MLRDSRFWESPEEFLPERFENSEVDFRSQEYFQFIPFGFGRRRCPGMNFAIASIEYVLANLLYWFDWK
LPESNTLKQDIDMSEVFGLVVSKKVPLFLKPKAFTF*

>P_cin_rep_c11261_pep 510 aa
MAIPYEQMKLGSSSIFYLYLSIFITILLLFKLATKTKTKTKTDLNLPPYPPKLPIIGNLHQLGTLPHRSLR
DLSLKCGDTMMLQLGQRQTPTLVVSSAEVAMEIMKTHDLAFSNRTQNIAAKIFLYGCIDVAFGPYGE
SWRQKRKICVLQLLRPKMVQSFGSIRVEEVGEMVDKLRGAGSYVNLSEMLTSTSMNIIFKCIFGRKY S
RDDLKRVKELRGVFVELAGFTLSDYFPLLGWVDVLIGNIRKFEASSEALDAVFDKLIEEHLRAKTHSQ
NKDFVDILLQLQEDDAMLNFELTKNDVKALILDMFAAATDTTSVIMEWAISELMRNPIIMKKVQEEV
RNIVGHKSNIEENDISKMHYLKCIHKETLRLHSPGPLLVPRETTSSVKLNGYDIPAKTMVYINAWTIQR
DPKTWDNPEEFVPERFESIQVDFKGKDFQFIPFGFGRRGCPGMNFGLASVEYMLANLLYWFDWELPK
TDTIKQDIDMDEKFGMVVSKKVSLNVKPVVFESF*
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>P_cin_rep_c11530_pep 518 aa
MDLVINLLNSTTIGVASLILLLCVFLYRPFKSKKEAPTVAGAWPILGHLPLLNGSKTPHRTLGDLADKY
GPIFNIKLGVKKALVISNWEMAKECYTTNDIAVSTLPKLLSAELLCYQGTMILVAPYGSYWRELRRIII
SEFLSPTRVEQRQHVRVSEVRDSIKELVNVGKKNESGYALVELKEWYSLLVFNMILRMVIGKRYFGA
AVALDDKAKRCVKAVDEFVRLAGVFMVADAIPSLRWFDFGGYEKAMRETGKELDDIIGEWLEEHR
QNKNSGENVQDFMNVVLSLLEGKTIEGMNVDTVVKSFVLTIIQAGTEASITTLIWTTCLILKNPHVLE
KIKAELDVQIGKERYISESDLSKLTYLQAVVKETLRLYPPGPLSRPREFAEDCTVGGYTVKKGTRLITN
LSKIHIDPNVWSDPLEFKPERFLTTYKDIDIKGQHYQLLPFGSGRMVCPGINLGLQTVQLTLATFFHSF
DILNPSTEPLDMTESFGVTNTKATPLEILIKPRFPPSFYENM *

>P_cin_rep_c11636_pep 473 aa
MSLPPPSLVKAATTTELPIRQIPGSYGFPLLGPMADRLDYFWFQKPESFFRKRMEKYKSSVFRTNVPPS
FPFFLNVNPNVIAVLDVKSFSHLFDMDLVDKKDVLVGDFVPSLAFTGNLRVGVYQDTTEPQHSKVKS
YSMDILKRSSGIWVEELVKNLDIMCNKIEKSLSNSSSVSYLFPLQQFLFSFLCKTIAGADPSLDPKIAES
GYSMLNSWLALQLLPTVSIGILQPLEEIFLHSFAYPFFLVSSNYNNLYNFIKQQGKDTVKRGQVGFGLT
EEEAIHNLLFVLGFNAYGGFSVFLPSLIDAIATNSALQQKLIKEAREKGGETLTFDSVKEMDLINSIVYE
TLRMNPPVPLQYARARKDFRLSSHDSVFDVKKGELMCGFQKLVMRDPVIFDEPERFKPERFTGEKGA
QLLNYLYWSNGPQTGSPSVSNKQCSAKSVVTLTAALIVAYLFRRYDSIKADATSITALQKAN*
>P_cin_rep_c12157_pep 509 aa
MNCKKVGMEAVAYGVIGLAGLLMVCMVLRKKKAAEGGRPPGPRGLPIIGNLHQLDSSKLNYQLHN
LSKTYGPLVSLRLGFKEAIVVSSRKLAREVLKDHDLDVCTRPPSRGPLRLTYNGLELIFSPYSDHWRET
RKICVVHFFSSKRLSSFSHVRLSEVKRMLEIVRGHVLSSKTTNLSELLMSVSGGIICRVAFGRKYDDEA
AEKSSFHHMLNDAQAMFLSFFVSDY VPFLGWIDNLTGMVSRLENTFKALDLFFQRVIDDHLHPNSLT
HIHDDQDIVHLLLQLKNQGRLSIDLTNDQIKAIILDILVAGTDTTAATSVWVMTALIKNPRVMAKVQE
EITSVCGNKEFLEEKDVQKLVYLKAVIKETLRFYPPTPLVPREAIRSFRLEGYEIKAKTIVYVNGWSIQR
DPGAWKDPEEFYPERFLENEIDFKGQDFELIPFGAGRRICPGISLGIASVELITANLLNSFHWELPQGMK
PEHIDTEGLPGLARHKKNHLCLVAKKINKGL*

>P_cin_rep_c13565_pep 499 aa
MEYLLLVLVITIMSISIHVFISSFKPVKSSKKYPPGPHPFPIIGNILELGKQPHQALAKLSQIYGPLMSLKL
GNTNTIVISSPQVAKEVLQKNDQIFANRMVPDSLRALDHHSFSVVWMAPLAQWRNLRRVCATKVFS
SQKLDSTQVLRQRKVQGLMDYVKERCKKGEALDIGEASFTTVLNSISNTFFSMDLAHYSSDKSQEFK
DIIWGVMEEAGRPNVVDFFPILRLLDPQGARRRMNGYFAKLTAFFDGLIDERLRLRALQNESREFNDV
LDSVLEIMLEDDSQVTRPHVLHLFLDLFVAGIDTTSSTIEWAMAELLNNPEKLEKVRRELKEVIAKGE
QLEESHLSKLPYLQAVVKETFRMHPPIPMLVPHKSEVDFELCGFMVPKSSQILVNVWATGRDSSVWS
NPNEFTPERFLECDTDFKGQDFELIPFGAGRRICPGLPLASRTMHIVLASLLYNYDWKLMDGQKPEDM
DMSEKSGITLHKAQPLLVIPIQA*

>P_cin_rep_c16429_pep 514 aa
METCIVVTLTVIVALTLAWRVLNWLWLRPKRLERLLRDQGLQGNPYRLFVGDLKEIMKMQKEVTSK
PMNLSHDIVPRVFSYLQHTLNKHGKNSFIWFGLKPRVIITEPELIKDVLNKIHDFPKPDTNPLVKLLAT
GLINHEGEKWNKHRRIISPAFNLEKLKNMLPIFFKSCNDLIIKWEEMLLSDGSCEMDVWPFLQNLASD
VISRTAFGSSYEEGRRIFQLLEEQAQLATKVAIKVYVPGWRFLPTATHRRMKEIDREIKASLTDMINHR
EKALKEGGATEDDLLGILLESNHKEIEEHGKNKNIGMSLEDVIEECKLFYFAGQETTSALLVWTMVLL
SRYPDWQARARKEVLQVFGKQKPNFEGISHLNIVTMILNEVLRLYPPAVGLSRNVHRDMKIGNLSLP
AGVQVSLPTTVVHHDCELWGDEANEFNPERFSEGVLKATNGRYVSFFPFGWGPRICIGQNFSLLEAKM
ALSTILQRFSFQLSPSYAHAPVTVTTLRPQYGAHVILRKV*

>P_cin_rep_c21518_pep 510 aa
MDSEVLKTLTLTMSFFILITVSLKLGNNLKKAESSPNIPPGPWKLPIIGNIPHLVTSTPHRKLRDLAKVH
GALMHLQLGEIFTIIVSSAEY AKEIMKTHDLIFASRPKILASDIVSYDSTNIIFSPYGNYWRQLRKICTVE
LFTQKRVNSFKPIREEELNNLVKMIDSHKGSPINLTQAVLLSVFENIISRSAFGMKCKDQEDFISLVKEAI
RLGAGFNIGDLFPSSKWLQHVTGLRPKLERMHRQLDRILEDIINEHKEAKEGHGEADEDLVDVLLKF
QDGNDTDQDISLTINNVKAIILDVFGAGGETSATTINWAMAEMVKNPRVMEKAQVEVREVFELKGR
VDEIGISELKYLKSVVKETLRLHPPAPLLLPRECGQSCEINGYHIPAKSKVIVNAWAIGRDPNYWSEAE
RFYPERFIDSTIDYKGTNFEYIPFGAGRRICPGSTFGLINVELALAFLLYHFDWKLPNGTKSGDLDMTE
QFGATVTRKADLYLIPITSSPFLASVAD*
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Annexe 10 : Classification dans le clan 71 des P450s identifiés a partir des trois banques d'ADNCc.

P. sativa R. graveolens C. cinereum
Famille  Sous-famille (nombre de séquences) Total Famille Sous-famille (nombre de séquences) Total Famille Sous-famille (nombre de séquences) Total
AH (1), AJ(18), AP (1), AQ (6), AS AH (4), AL (1), AN (1), AP (1), AS (5), AH (1), AN (14), AP (1), AQ (2),
71 (2), AT (8), AU (4), AZ (10), B (2), 66 71 AT (1), AV (1),B (1), BE (33), BG (2),D 55 71 AR (1), AS (1), BE(13), BF(3),BG = 41
BC(7),D 4),J (1), M(1),N (D) (3), W2 (1, D#)

76 A4),B(5),C2),E@3),F(@®6),S @), 23 82 A(1),D@3),H@O),K(),Q#4),R(1),S 21 82 A (10),D (3),J (2),K (2),Q (3) 20
82 H (10),J (1), K(1),L(5),Q 4) 21 89 A (19) 19 83 E (16), G (3) 19
736 A (16) 16 706 D(1),G©),J(1),K() 12 76 B@),E),F(5),G(1),X4) 15
92 A (11),B (3) 14 81 C),F),Q(6), W () 10 81 E@®).F(2),Q () 11
77 A (7),B 4) 11 83 A/B (2),E (1), F(7) 10 93 A(5),B((),C1),E@®),F() 10
89 A(7),B (1), C3) 11 92 A (6),B (4) 10 706 A(1),B(1),C(),E(),J() 5
706 A(1),B1),G),I@) 10 76 B (1),C(1),F (1), T(1),Z (1) 5 78 A (3),D (2) 5
98 A ) 9 73 A (3) 3 736 A(2) 2
73 A (8) 8 98 A (3) 3 73 A (2) 2
83 E@2).F#4) 6 712 A(2) 2 77 A(2) 2
78 A (3).D(2) 5 79 A(1),D (1) 2 92 A (2) 2
81 B(2),H(1),Q((2) 5 84 A(2) 2 75 B (1) 1
84 A 4) 4 701 A (1) 1 79 B (1) 1
75 B (3) 3 703 A (1) 1 84 A (1) 1
80 D (2) 2 75 B (1) 1 89 A1) 1
701 c@1) 1

712 E (1) 1

79 E (1) 1
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Annexe 11 : Classification dans les autres clans des P450s identifiés a partir des trois banques d'’ADNCc. SF : Sous-famille.

P. sativa R. graveolens ‘ C. cinereum
Clan | Famille SF (nombre de séquences) Total | Clan | Famille | SF (nombre de séquences) | Total | Clan | Famille SF (nombre de séquences) | Total
94 A (5),B(10),C(1),D(5),F () 22 90 A (10),B 4),C (5),D (1) 20 90 A(5),C(3) 8
36 704 A (5), G (6) 11 707 A (11) 11 716 D (5),G (1) 6
96 A@),F@), K1) 9 724 B (3) 3 o5 707 A (5) 5
86 A4),C2),F@1) 7 85 A(3) 3 85 A (4) 4
72 A (11) 11 88 A(3) 3 722 C(1) 1
714 | A(1),E@),F®4) 9 85 718 A(2) 2 38 A (1) 1
- 709 | E (1) 1 87 CcQ) 2 72 A (16) 16
715 | B (1) 1 708 A(D) 1 72 721 A (3) 3
734 A1) 1 716 E (1) 1 714 A(2) 2
735 [ A 1 720 A1) 1 86 A5),B (1) 6
707 A(5),C(1) 6 728 E (1) 1 36 94 A(5) 5
716 | A(1),B(1),D (1), P (1) 4 72 A (15),D (1) 16 704 A1), T (D) 2
87 D (2) 2 - 714 AB3),EQ3),J(5) 11 96 A(1),F(1) 2
85 88 A(2) 2 715 A (2) 2 51 51 G () 1
90 A(),B(1) 2 721 B (2) 2 74 74 A(1),B (1) 2
728 | EQ) 1 94 A(1),B(6),D(3),F(2) 12 97 97 A2),B(1),C4) 7
85 A1) 1 86 704 A®2),B(1),C2),G(®) 10 710 710 A(3) 3
97 97 A(5),B(3),C(1) 9 96 K (2) 2 90 A (5),C(3) 8
51 51 G(3) 3 51 51 G(3) 3 85 716 D (5),G (1) 6
74 74 A(1),B (1) 2 74 74 A(2) 2 707 A(5) 5
710 710 | A Q) 2 97 97 A4),B(3),C() 8 85 A (4) 4
711 711 A1) 1
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Annexe 12 : Classification des séquences prédites completes de P450s isolées a partir des trois banques
d’ADNc. P_sat : P.sativa, R_gra : R. graveolens, P_cin : C. cinereum.

Pourcentage

d’identité

Meilleur hit avec les
Annotation B2GO

séquences du Dr. Nelson

Trans-cinnamate 4-

P_sat_rep_c169 CYP73AS5 A. thaliana 84 %
monooxygenase
P_sat_rep_c588 cytochrome p450 83b1 CYP71AZ1 A. majus 71 %
P_sat_rep_c729 cytochrome p450 83b1 CYP71AZ1 A. majus 81 %
P_sat_rep_c1089 cytochrome p450 CYP71D97 A. majus 70 %
P_sat_rep_c2505 cytochrome p450 86a2 CYP86AL1 A. thaliana 63 %
P_sat_rep_c2542 cytochrome p450 CYP71AJ1 A. majus 70 %
R_gra_c149 L‘;VSV Jualiy protein: cylOchiome  cyp71BE1 Vs vinifera 62 %
R_gra_c578 flavonod 3 -monooxygenase: . boal zea mays 52 %
like
R_gra_c643 cytochrome p450 71d11-like CYP71BEl Vitis vinifera 51 %
R_gra_c1526 isoflavone 2 -hydroxylase CYP81Q7 Vitis vinifera 58 %
R_gra_c1542 secologanin synthase-like CYP72A61 Glycine max 50 %
R_gra_c1672 cytochrome p450 CYP82HI A. majus 51 %
R_gra_c1737 cytochrome p450 83bl CYP83F1 P. trichocarpus 56 %
R_gra_c1884 cytochrome p450 86b1 CYP96K1 G. hirsutum 46 %
R_gra_c2181 cytochrome p450 83b1 CYP83FI P. trichocarpus 56 %
R_gra_c3135 ﬂizonoid 3 -monooxygenase- CYP92A1 Zea mays 539,
R_gra_c3823 secologanin synthase CYP72A1 C. roseus 47 %
R_gra_c4163 cytochrome p450 CYP706G1 V. vinifera 50 %
R_gra_c5041 cytochrome p450 CYP82HI1 A. majus 55 %
R_gra_c6403 secologanin synthase-like CYP72A61 Glycine max 50 %
R_gra_c7149 secologanin synthase-like CYP72A7 A. thaliana 50 %
R_gra_c7779 ent-kaurene oxidase CYP701A3 A. thaliana 66 %
R_gra_c10009 cytochrome p450 CYP82H1 A. majus 55 %
R_gra_c12789 g;zf)};f;g‘zrﬂtzo CYP90AI A. thaliana 80 %
P_cin_c9 l7ii§:hoxycoumarin o-deethylase- CYP76B4 M. sativa 579,
P_cin_c17 cytochrome p450 71a26-like CYPTIBF1 C. papaya 52 %
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Annotation B2GO

Meilleur hit avec les

séquences du Dr. Nelson

Pourcentage

d’identité

P_cin_c96

P_cin_c475
P_cin_c843
P_cin_c877
P_cin_c2997
P_cin_c4264
P_cin_c5649
P_cin_c6189
P_cin_c7100
P_cin_rep_c9422
P_cin_rep_c9447
P_cin_rep_c9476

P_cin_rep_c9737

P_cin_rep_c9822
P_cin_rep_c9915
P_cin_rep_c9972
P_cin_rep_c10023
P_cin_rep_c10482

P_cin_rep_c10498

P_cin_rep_c10705
P_cin_rep_c10717

P_cin_rep_c11200

P_cin_rep_c11261

P_cin_rep_c11530
P_cin_rep_c11636
P_cin_rep_c12157
P_cin_rep_c13565
P_cin_rep_c16429
P_cin_rep_c21518

protein lutein deficient
chloroplastic-like

ent-kaurenoic acid oxidase

cinnamate 4-hydroxylase

cytochrome p450
monooxygenase cypS1gl

cytochrome p450 71a26-like
cytochrome p450 85a-like
cytochrome p450 86a2-like
cytochrome p450

flavonoid 3 -hydroxylase
secologanin synthase-like
cytochrome p450 71d11-like
cytochrome p450 83b1-like

flavonoid 3 -monooxygenase-
like

7-ethoxycoumarin o-deethylase-

like

licodione synthase
cytochrome p450 82a4-like
isoflavone synthase 1

cytochrome p450 89a2-like

cytochrome p450 716b2-like

flavonoid 3 -monooxygenase-
like
cytochrome p450 94a2-like

cytochrome p450 71al-like

cytochrome p450 71al-like

cytochrome p450
13-hydroperoxide lyase
cytochrome p450 83b1-like
cytochrome p450 76c4-like
secologanin synthase-like

cytochrome p450 71d11-like
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CYP97A3 A. thaliana
CYP88A3 A. thaliana

CYP73A5 A. thaliana
CYP51G1 A. thaliana

CYP71BF1 C. papaya
CYP85A1 A. thaliana
CYPS6AL1 A. thaliana
CYPS1E1 G. echinata
CYP75BI1 A. thaliana
CYP72A61 G. max
CYP71BE1 V. vinifera
CYP83E1 M. sativa

CYP92A1 Z. mays

CYP76X1 T. pratense

CYP93B1 G. echinata
CYPR2A6 P. sativum
CYPI93C4 G. max

CYPR9A2 A. thaliana

CYP716D1 P.
trichocarpus

CYP706J1 V. vinifera

CYP94A1 V. sativa

CYP71ANI1 P.
trichocarpus
CYP71ANI1 P.
trichocarpus

CYP82AG6 P. sativum
CYP74B2 A. thaliana
CYPS3E1 M. sativa
CYP76E1 M. sativa
CYP72A61 G. max
CYP71BEl1 V. vinifera

80 %
64 %

83 %
81 %

54 %
68 %
63 %
58 %
66 %
58 %
54 %
67 %

57 %

66 %

72 %
56 %
88 %
52 %

56 %

53 %
58 %
54 %

53 %

53 %
60 %
56 %
60 %
57 %
55 %
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Annexe 13 : Séquences peptidiques complétes de CPRs isolées a partir des trois banques d’ ADNCc. P_sat
: P. sativa, R_gra : R. graveolens, P_cin : C. cinereum. M : possibles codons initiateurs. X : phénylalanine ou
leucine.

>P_sat_rep_c249_pep 709 aa
MQSEEIKLSPFDFMAGFLKRGSGDLTNSSDSVVSLSPSLALLLENRELLMLLTTSFAVLIGCVFVFVWR
RSNDKSSKSFEPVKLVTPKIEPEEEVDDGKKKVTIFFGTQTGTAEGFAKALAEEAKARYEKATFKVID
LDDYAAEDDEYETKFKKETIAFFFLATYGDGEPTDNAARFCKWFSEGKEKGEWLNNLQYGVFGLGN
RQYEHFNKIAKDVDDGLAEQGAKRLVPVGMGDDDQCIEDDFTAWRELVWPELDQLLRDEEDGAVA
TPYTAAVLEYRVVFHDQTDSSLLDRTFSMSNGHAIYDAQHPCRANVY XKRELHTSESDRSCTHLEFDI
SHTGLTYETGDHVGVYTENLIEIVEEAERLLAISPDTYFSIHAEAEDGTPLSGGSLLPPFPPCTLRQALT
KYADLLSSPKKSALLALAAHASDPTEAERLRFLASPAGKDEYAQWIVASQRSLLEVLTEFPSAKPPLG
VFFASVVPRLQPRYYSISSSPRIAPSRIHVTCALVYERTPAGRIHKGVCSTWMKNAVPLEEGNDCSWA
PIFVRQSNFKLPSDSKVPIIMIGPGTGLAPFRGFLQERLALKESGVELGPAVLYFGCRNRKLDFIYNDEL
KNFVETGAMSEMVVAFSREGPTKEYVQHKMSQKAAEIWDMVSQGAYIYVCGDAKGMAKDVHRML
HTIAQEQGGLDSSKAESLVKNLQISGRYLRDVW*

>R_gra_c3549_pep 713 aa
MQSSASEESGMVKVSPLDLMSAIIRGGKVDPSNISSSGSGLEVASIMLENKEFVMILTTSIAVLIGCVIV
FFMRRSSSSKPKKIEPLKPLVVKEREVEVDDGKQKITVFFGTQTGTAEGFAKALADEAKARYDKAIFK
VVDIDDYAAEEDEYEEKLKKENIVFFFLATYGDGEPTDNAARFYKWFTEQKERDGWLQNLKYGVFG
LGNKQYEHFNKIAKVVDEILADQGAKRLVPVGLGDDDDCIEDDFSAWRELVWPELDSLLRDDDDTT
VSTPYTAAISEYRVVFYDSADASIEKKSSGNANGHAVCDAQHPCRSNVAVRKELHTQLSDRSCTHLE
FDIAGTGLTYETGDHVGVYCENLCETVEEALSLLGLSPDTYFSIHTETEDGTPLGGSSLPPPFPPCSLRT
ALSKYADLLGSPKKSALLALAAHASDPFEADRLRHLASPAGKDEYAQWIVASQRSLMEVMSQFPSA
KPPLGVFFAAVVPRLQPRYYSISSSPRVAPSRIHVTCALVYEKTPAGRVHRGVCSTWMKNAVPMEKS
DDCSWAPIFVRQSNFKLPADAKVPIIMIGPGTGLAPFRGFLQERFAMKEAGTELGHSILFFGCRNRQM
DYIYENELNNFVQSGALSELFVAFSREGPTKEY VQHKMMEKASEIWNMLSQGAYLYVCGDAKGMA
KDVHRTLHTIVQEQGSLDGSKAESMV*

>P_cin_c6685_pep 704 aa
MQDSNSIKISPLDLMSAMIKGKFDPSNISSTATATVLLQNRELVMVLTTSIAVLIGCVVVFIWRRSSAP
KPKPLETPKRVVEKLPEIDLDDGTKKVTILFGTQTGTAEGFAKAIAEEAKVRYEKAKFRVVDMDDYA
ADDDEYEEKFKKETHVLFFLATYGDGEPTDNAATFYKWFTEGGEKGEGWLQNLHYGVFGLGNRQY
EHFNKVAKVVDEMLAEQGGKRLVPVGLGDDDQCIEDDFTAWKEELWPALDQLLRDDDGTTVSTPY
TAAVLEYRVVVHDPLEASVDEKKWHNVNGHAIVDAQHPVRANVAVIKELHTPASDRSCTHLEFDIS
GTGVRYETGDHVGVYCENLSEIVEEAIKLIGLPPDTYFSIHSDDEDGKPLSGSSLPPTFPPCTLRTALAR
YADVLSSPKKSALLALAAHASDPSEADRLRHLASPAGKDEYAEWVIASQRSLLEVMAEFPSAKPPIGV
FFAAVAPRLQPRFYSISSSPRMVPNRIHVTCALVHDKMPTGRIHKGVCSTWMKNSVPLEKSQDCSWA
PIFVRTSNFRLPADNKVPIIMIGPGTGLAPFRGFLQERLALKEGGAELGPSVLFFGCRNRQLDYIYEDEL
NHFSNTGALSELIVAFSREGPTKEYVQHKMMEKASEIWSMISQGAYIYVCGDAKGMARDVHRALHTI
LQEQGSLDSSKAESMVKNLQTTGRYLRDVW *
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Annexe 14 : Séquence nucléotidique de la région des constructions 1 et 2 du plasmide pYeDP60_GW®
contenant la cassette de clonage RfA. Les nucléotides surlignés en jaune correspondent au plasmide pYeDP60,
les nucléotides non surlignés correspondent a la cassette de clonage RfA.

1 CTATACTTCTATAGACACGCAAACACAAATACACACACTARATTACCGGATCATCACAAGTTTGTACAARARAAAGCTGARC 80

1 GATATGAAGATATCTGTGCGTTTGTGTTTATGTGTGTGAT TTAATGGCCTAGTAGTGTTCAAACATGTTTTTTCGACTTG 80

81 GAGRAACGTAAAAT GATATARATATCAATATATTARATTAGATTTTGCAT AARAAACAGACTACATAATACTGTAAARCA 160
81 CTCTTTGCATTTTACTATATTTATAGTTATATAATTTAAT CTAAARCGTATTTTTTGTCTGATGTATTATGACATTTTGT 160
161 CAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGCACCCCAGGCT TTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGG 240
161 GTTGTATAGGTCAGTGATACCGCCGGCGTAATCCGTGGGGTCCGARATGTGARATACGAAGGCCGAGCATATTACACACC 240
241 ATTTTGAGTTAGGATCCGTCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAARAT GGAGAAAARAATCACTGGATATACCACCGT 320
241 TAARACTCAATCCTAGGCAGCTCTARAAGTCCTCGATTCCTTCGATTTTACCTCT TTTTTTAGTGACCTATATGGTGGCA 320
321 TGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCARTGTACCTATAACCAGACCGTTC 400
321 ACTATATAGGGTTACCGTAGCATT TCTTGTAAAACTCCGTAAAGT CAGTCAACGAGTTACATGGATATTGGTCTGGCAAG 400
401 AGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCC 480
401 TCGACCTATAATGCCGGAAAAATTTCTGGCATTTCTTTTTATTCGTGTTCAAAATAGGCCGGAAATAAGTGTAAGAACGG 480
481 CGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTG 560
481 GCGGACTACTTACGAGTAGGCCTTAAGGCATACCGTTACTTTCTGCCACTCGACCACTATACCCTATCACAAGTGGGAAC 560
561 TTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTT TCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATT TCCGGCAGTTTCTAC 640
561 AATGTGGCAAAAGGTACTCGTTTGACTTTGCAARAAGTAGCGAGACCTCACTTATGGTGCTGCTAAAGGCCGTCARAGATG 640
641 ACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAARACCTGGCCTATTTCCCTARAGGGT TTATTGAGAATATGTTTTTC 720
641 TGTATATAAGCGTTCTACACCGCACAATGCCACT TTTGGACCGGATARAGGGATT TCCCAAATAACTCTTATACAARAAG 720
721 GICTCAGCCAATCCCTGGGTGAGT TTCACCAGTTTTGATT TAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTT 800
721 CAGAGTCGGETTAGGGACCCACTCAARGTGGTCAAARCTAAATTTGCACCGGTTATACCTGTTGAAGARGCGGGEGCARAR 800
801 CACCATGGGCARATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGT TCATCATGCCGTTTGTGATG 880
801 GTGGTACCCGTTTATAATATGCGTTCCGC TGTTCCACGACTACGGCGACCGCTAAGTCCAAGTAGTACGGCAAACACTAC 880
881 GCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTARACGCGTGGATCC 960
881 CGARAGGTACAGCCGTCTTACGAAT TACTTAATGT TGTCAT GACGCTACTCACCGT CCCGCCCCGCATTTGCGCACCTAGG 960
961 GGCTTACTAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATT TGCGCGCTGATTTTTGCGGTATAAGAATATATACTGATATGTATAC 1040
961 CCGAATGATTTTCGGTCTATTGTCATACGCATAAACGCGCGACTARARACGCCATATTCTTATATATGACTATACATATG 1040
1041 CCGRAGTATGTCAAAANGAGGTATGCTAT GAAGCAGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAGCTATCAGTTGCTCAA 1120

1041 GGCTTCATACAGTTTTTCTCCATACGATACTTCGTCGCATAATGTCACTGTCAACTGTCGCTGTCGATAGTCAACGAGTT 1120

1121 GGCATATATGATGTCAATATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAGCCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTG 1200
1121 CCGTATATACTACAGTTATAGAGGCCAGACCATTCGTGTTGGTACGTCTTACTTCGGGCAGCAGACGCACGGCTTGCGAC 1200

1201 GAARAGCGGAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTAT TGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGACGAGAACAGGS 1280
1201 CTTTCGCCTTTTAGTCCTTCCCTACCGACTCCAGCGGGCCAAATAACTTTACTTGCCGAGARAACGACTGCTCTTGTCCC 1280

1281 GCTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTT TACACCTATAARAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGT GATAT 1360
1281 CGACCACTTTACGT CAAATTCCAAATGTGGATAT TTTCTCTCTCGGCAATAGCAGACAAACACCTACATGTCTCACTATA 1360

1361 TATTGACACGCCCGGGCGACGGATGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCTCCCGTGAACTTT 1440
1361 ATAACTGTGCGGGCCCGCTGCCTACCACTAGGGGGACCGGTCACGTGCAGACGACAGTCTATTTCAGAGGGCACT TGARA 1440

1441 ACCCGGTGGTGCATATCGGGGATGAAAGC TGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCGGG 1520
1441 TGGGCCACCACGTATAGCCCCTACTTTCGACCGCGTACTACTGGTGGCTATACCGGTCACACGGCCAGAGGCAATAGCCC 1520

1521 GRAGAAGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAARATGACATCARAAACGCCAT TAACCTGATGTTCTGGGGAATATARATGTC 1600
1521 CTTCTTCACCGACTAGAGT CGGTGGCGCTTTTACTGTAGT TTTTGCGGTAATTGGACTACAAGACCCCTTATATTTACAG 1600

1e0l AGGCTCCCTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAGTATTATGTAGTCTGT 1€80
1601 TCCGAGGGAATATGTGTCGGTCAGACGTCCAGCTGGTATCACTGACCTATACAACACARAATGTCATAATACATCAGACA 1680

1681 TTTTTATGCAAAAT CTAAT TTAATATATTGATAT TTATAT CATTTTACGT TTCTCGTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGT 1760
1681 ARARATACGTTTTAGATTAAATTATATAACTATAARTATAGTAAARATGCARAGAGCAAGT CGAAAGAACATGTTTCACCA 1780

1761 GATGATCCATCGATGCATCGATGCCCCGGGTACCGAGCTCGAATT CGCGGGGGAT CTCCCATGTCTCTACTGGTGGTGGT 1840
1761 CTACTAGGTAGCTACGTAGCTACGGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGCGCCCCCTAGAGGG TACAGAGATGACCACCACCA 1840

1841 GCT 1843
1841 CGA 1843
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Annexe 15 - A : Séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues par une réaction de TAIL-PCR grace

a l'amorce dégénérée ADS sur le contig P_sat_rep_c29131. En jaune : intron, en vert :

correspondant au contig P_sat_rep_c29131, en bleu : position du codon intiateur.

Bl

16l
161l

241
241

321
321

401
401

481
451

561
561

641
641

721
721

801
801

881
881

961
961

1041
1041

1121
1121

1201
1201

1281
1281

1361
1361

G C Y CU®PV * 3 CE DV S VPAIE KUDNTISZSTZYTI KNUWVT
GGGCTGCTATTGTCCAGTTTARAGTTGTGAGGATGTTTCGETTCCAGCARAGAACATATCCTACACGARGAATCTAACAG
CCCGACGATARCAGGTCARATTTCAACACTCCTACARAAGCCARGGTCGTTTCTTGTATAGGATGTGCTTCTTACATTGTC

vVK@TL *¥ s RVTDTITIU ETFTIWNUZGCTFHURYU YV ITL S * P L
TTRAARACAATTATARATCACGAGTAACAGACATTATAGAATTTATARATTGCTTTAGATATGTTATATTGTCGTRAACCACTT
AATTTGTTAATATTAGTGCTCATTGTCTGTAATATCTTARATATTTAACGARATCTATACAATATAACAGCATTGGTGAR

E I * L F * T 1 s * K P G A G HOGU PAUZPSTOGQQgQGQQ@WVV V
GAARTTTGACTTTTTTARACGATATCATGARAGCCCGGGGCGEEACACGGCCCGECTCCGAGTACTCAACAGGETTGTGGET
CTTTRAACTGRARARRAATTTGCTATAGTACTTTCGGGCCCCGCCCTGTGCCGEGCCGAGECTCATGAGTTGTCCARCACCA

E K 5 * A T I @@L WV Y NY Y V * T PILE KV HS RE 8§
AGARRRATCTTGAGCTACARTTICAACTGGTATATARTTATTATGTGTAGACGCCATTARAAGTTCATTCARGAGRATCAA
TCTTTTTAGAACTCGATGTTARGTTGACCATATATTAATAATACACATCTGCGGTAATTTTCAAGTAAGTTCTCTTAGTT

K N Y @ E G R Q@ 6L S HE *I YL S CRV L ETLYUWV *
ARARTTATCRAGARGGCCGGCARGGTTTGAGCCATGARATGARTATACCTTTCTTGTAGGGTTTTGCARATTATATGTATAR
TTTTARTAGTTCTTCCGGCCGITCCARACTCGGTACTTACTTATATGGARAGARCATCCCARRACCTTARTATACATATT

FDEKXK KZPC®* VRAEKE P KU PLTLTEFTFOCYT FTI®*TLULD
TTTGACRRRRARARACCATGCTARGTACGGGLGRRAGCCTARRCCTCTTCTTTTTTTTTGTTATTTTATCTAGTTATTAGA
ARACTGTTTTTTTTITGGTACGATTCATGCCCGCTTCGGATTTGGAGRAGRAARRAARRCARTARRATAGATCAATARTCT

F F Y P I ¢C G6GCU XKU1LI F@TULDUVETULTLZETZSU FGUVY L
TTTTTTTTACCCCATTTGTGGTITGCARRCTGTTTCRAGACTT TGGATGTAGAGTTGCTAGRARAAGTTTTGGGGTGIATCTTT
ARAARRRRATGGGETRARACACCARCGTTTGACARAGTCTGARRCCTACATCTCRACGATCTTTCARAACCCCRACATAGRARR

¥y LG R VN L L Y 5§58 KT P EL ¥ 858 L ¥L €CF F 8§ 1L F
ATTTAGGCAGAGTTAACCTTCTGTATAGCAAGAC CGGAGCTATATTCCCTTTATCTATGTTTCTTTTCGITGTTC
TARAATCCGTCTCAATTGGAAGACATATCGTITCTG GCCTCGATATAAGGGAARTAGATACRARGAAAAGCRACALG

F v T VvV F L Y KWL TTG KT ATLI K KT L PP S P RK F

TTTGTCRACAGTTTTTCTCTATARATGGTTAACARCTGGARARRCAGCCTTGRRAARAATTGCCACCTTCTCCTCGTARATT
ALACAGTGTCARAAAGAGATATTTACCAATTGTTGACCTTTTTGTCGGARCTTTTTTAACGGT GGRAGAGGAGCATTTAR

P I I G N L H@Q I ¢6G P DPF HI SULGATLWSAUGQIEKTYTG?P
TCCTATRATCGGRARACCTTCATCAARTTGGTCCTGACCCTCACATTTCACTCGGGEGCCTTGGCTCARARGTATGGCCCET
AGGATATTAGCCTTTGGAAGTAGTTTARCCAGGACTGGGAGTGTAAAGTGAGCCCCGGAACCGAGTTTTCATACCGEGCA

L M L LK F G S5V PV LV V 5 5 ADAAIZRUETIM IETH
TGATGCTACTCRAGTTTGGARGT GTACCTGTACTTGTTGTTTCTTCAGCTGATGCAGCTCGAGAGATTATGARARCGCAT
ACTACGATGAGTTCRARCCTTCRCATGGACATGARACAACARRGARGTCGACTACGTCGAGCTCTCTARTACTTTTGCGTA

p ... vrF A DI RZPIT S I TDIRTIUFUYWNSIRIDUVSGTFAR
GATTTGGTTTTTGCAGATAGRCCTATTACARGTATTACTGATAGAATTTTCTATARCAGCAGGGACGTGGGTTTTGCTCG
CTARRCCRRARRCGTCTATCTGGATARTGTTCATAATGACTATCTTARRRGATATTGTCGTCCCTGCACCCARARCGAGT

Y § E Y W RV K S T CVI @@ LL S S KRV H S F R
TTATAGTGAGTATTGGAGACRAGTGAAGAGTACATGTGTTATTCAGCTTCTARGTAGTARRAGGGTTCATTCATTTCGGA
ALTATCACTCATAACCTCTGTTCACTTCTCATGTACACAATARGTCGAAGATTCATCATTTTCCCARGTARGTRARAGCCT

N VREEEVDILULTIGESTIUET TS SHSE KTIUVNTLSTUDL
ATGTCAGGGRAAGARAGAAGTTGACCTTTTGAT CCAGAGTATTGRATATTCTCACTCGARRATAGTTARTTTGAGTGATTTG
TACAGTCCCTTCTTCTTCARCTGGARARCTAGGTCTCATAACTTATAAGAGTGAGCTTTTATCARTTARACTCACTAARC

L § E L T NNV UV CRV AL GIEKI KYTYGNDIZ KGNS YK
TTATCGGAGTTAACARATARTGTAGTCTGCAGGGTTGCACTTGGGAAGRAATATGGAAATGATARAGGGAATTCGTATAA
AATAGCCTCARTTGTTTATTACATCAGACGTCCCRAACGTGAACCCTTCTTTATACCTTTACTATTTCCCTTARGCATATT

Y L I 6 E L N K L L 6 Y F S5 8 I G¢6GE Y I P L L Y WV
GTACTTGATTGGGGRAATTGARTARGCTGTTAGGTTACTTCAGCAGCATAGGGGAATACATTCCGTTGCTTTATTGGGTTG
CATGAACTAACCCCTTRAACTTATTCGACAATCCRAATGAAGTCGTCGTATCCCCTTATGTRAAGGCRAACGAAATAACCCARC

D ¢c L RGILRGRUWVEIZ KUVADEVDATFTLESVIL G D
ATTGCCTTAGAGGTTTAAGGGGARGGETGCAARAAGTAGCTGATGAGGTTGATGCTTTTCTGGAGAGTGTTCTTGGAGAT
TAACGGAATCTCCAAATTCCCCTTCCCACCTTTTTCATCGACTACTCCAACTACGARAAGACCTCTCACAAGAACCTCTA

H R LGE S DNDUDANIEKU DT FUWVS35IULUILETIGQI KT QN NT

CATCGACTGGGTGAGTCGGATRATGATGATGCARACAAAGACTTTGTATCCATTTTGCTTGARATTCRARAAARCAGARACAC
GTAGCTGACCCACTCAGCCTATTACTACTACGTTTGTTTCTGARACATAGGTAAAACGRACTTTARGTTTTTGICTTGTG

315

séquence

80

160
160

240
240

320
320

400
400

480
480

560
560

640
640

720
720

g00
800

B8O
880

960
960

1040
1040

1120
1120

1200
1200

1280
1280

1360
1360

1440
1440
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Annexe 15 — B : Séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues par une réaction de TAIL-PCR grace
a l'amorce dégénérée ADS sur le contig P_sat_rep_c29131. En jaune : intron, en vert : séquence
correspondant au contig P_sat_rep_c29131, en bleu : position du codon intiateur.

b T F S8 I DR D€ I KA VI L * I T R c S I I S D

1441 AGATACGGGCTTTTCTATTGACAGAGATTGCATTARAGCT GTTATCT TG 1520
1441 TCTATGCCCGARRAGATARCT GTCTCTARCGTAATT TCGACRATAGAAT 1520
1521 1600
1521 1600
DM F F A G
1601 1680
1601 1680
1681 1760
1681 1760
1761 1840
1761 1840
I K F S M R L. Y F T A P L L M P R E A R Q X V E V K G
1841 AT AAARGACAGC AT CCCATTETACT TTACAGC TCCAC N TGCCTAGAGAAGCARGACACGAY GTAAAAGTGAAGGE 1920
1841 1520
Yy D I R 8§ 6 T § VvV L. V N A W A I A R D P S L W N N P
1921 ] - ACATAAGATCAGGTACACAAGTACTAGTTAATC - GCAATTGCAAGAGACCCTTCATT CTGGAACRAATCCE 2000
1921 2000
E E F R PEIRPFILNNUPIDJY KRG LHY E Y L P F G A
2001 T o T e T S e e st e e T ST s 2080
2001 2080
G R R V¢ P I KR F AMATYVYDNZET LA AV ANUVYVYUV HTZRTFD
p— T L T —
2081 2160
F EL P HGEEXKMZEDTLDMMT SV T MTV R R K S
— e —
2161 2240
P L L V I X T P H V *
2241 T i [ 2272
2241 2272
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Annexe 16 — A : Séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues par une réaction de TAIL-PCR grace
a l'amorce dégénérée AD4 sur le contig P_sat_rep_c14511. En jaune : intron, en vert : séquence
correspondant au contig P_sat_rep_c29131, en bleu : positions potentielles du codon initiateur.

W R T R D K * P K G K K Y E ¥V F L HE V L Q Q E D
1 TCTGEGAGGACCAGAGACAACGTGACCCARAGGARAAGAAGTAT TTTCTACATGTACTACAGCAAGAAGAT 80
T ACACCTCCTGGTCTCTGTTCACTGGGTTTCCTTTCTTCATACT CARRARAGATGTACATGATGTCGTTCTTCTA 80
A R L L. ¢ H L F L A I L P L L L L L FF L V K W I F F
B1 GCAA TGCTTGCAACATCTGTTCCTTGCTATACTACCAT TACTCCTCTTACTCTTCCTTGTCARATGGATATTCTT 160
81 CGTT ARCGTTGTAGACAAGGAACGATATGAT GGTAAT GAGGAGAATCGAGAAGGAACAGT TTACCTATAAGAR 160

N A P V 5 N K N L P P S8 P A RF P V L G N FH QL G
1el CAATGCCCCAGTAAGCAACARAAACTTGCCACCTTCACCAGCAAGATT CCCAGCTACTAGGARACTTCCATCAACTAGGTT 240
1el GTTACGGGETCATTCGTTGTT TT TGAACGGTGGAAGT GGTCGT TCTAAGGGTCATGAT CCTTTGAAGCGTAGT TGATCCAA. 240

L L P R R N L. QS L. AR K H G S V M L L. #H L G 858 Vv P T
241 TGCTTCCGCGCCEGAARATCTCCAGTCTTTGGCTCGAAAACATGGCTCCGTCATGCTTI CTTCACCT TGGTAGTGTGCCTACA 320
241 ACGAAGGOGCGECTTTAGAGGTCAGARACCGAGCTTT TGTACCGAGGCAGTACGARAGAAGT GGAACCATCACACGGATGET 320

L vV L s s A DA AR EWV M EK I Q D I F F C DR P E 5 5
321 CTTGTGCTCTCCTCTGCTGAT GCAGCTCGCGAAGTCATGAAAATTCAGGACAT TTT CTTTT GTGACAGGCCTGAATCGAG 400
321 GAACRARCGAGAGGAGACGACTACGTCGAGCGCTTCAGTACTTTTAAGTCCTGTAAAAGAARACACTGTCCGEGACTTAGCTC 400

¥ 6 R R L L ¥ DM R b I s A A L ¥ G E ¥ W ROQQUIL EK S
401 TGTTGGCAGACGATTGCTCTATGACATGAAGCGATATATCTCGCAGCGCT TTATGGAGAGTACTGCGAGGCAGCTGAARAGCA. 480
401 ACAACCGTCTGCTAACGAGAT ACTGTACTTCCTATATAGACGTCGCGAAATACCTCTCATGACCTCCGTCGACTTTTCGT 480

I F I L. Q I A 8 N KR WV Q 8 F R KV REEETSATLMYV
481 TCTTTATTCTCCAGATAGCAAGCAACAAAAGGGTACAGTCATT TCGTARAGTAAGAGAGGAAGAARCTGCTCTTATGGTG 560
481 AGAAATAAGAGGTCTATCGTTCGTTGTTTTCCCATGTCAGTAAAGCATTTCATTCTCTCCTTCT TTGACGAGAATACCAC 560

N N I K DL 5§ 8 8 8 L P VvV D L 8 EL F MT L T NDV S
56l AACAATATTARAGACTTGTCTTCTTCCTCAT TACCCGTGGATCTCAGCGAGTTGTT CATGACACTAACTAATGACGTATC 640
561 TTGTTATAATTT CTGRAACAGAAGAAGEAGTAATGGEGCACCTAGAGTCGCTCAACAAGTACT GTGATT GATTACTGCATALG 640

¢ R 8§ A F G R K Y §8 E G G S G R E F K K L L R E F L
641 CTGTAGATCTGCGTTCCGGARAGEARAGTACAGCT GAAGGAGGAACTCCEACAGARTTCAAARAANCTATT GAGGEGAGTTTTTGG 720
641 GACATCTACGACGCAAGCCTTCCTTCATGTCACTTCCTCCTTCACCCTCTCTTAAGT TTTTTGATARCTCCCTCAARARACT 720

E L L 6 6 L §8 F ¢ D F I P W L R W V DR I &8 G L D A G
721 AGTTACTAGGTGGTCTAAGTTTTGGGGATTT TAT TCCAT GGCT TAGAT GGGTCGAT CGART TAGCGEGTTT GGATGCTGGA 800
721 TCAATGATCCACCAGATTCAARAACCCCTAAAATAAGGTACCGAATCTACCCAGCTAGCTTAATCGCCAAACCTACGACCT 800

L D R VvV 58S K Q L DD F L Q G vV ¥V Q E H I Q L G Q 8 N I
801 CTGGACAGAGTT TCTAAGCAACT TGATGACT TTCTCCAAGGTGTTGTT CAAGAACACATACARACTTGCGTCARAGCARCAT 880
801 GACCTGTCTCAAAGATTCGTTGARACTACT GAAAGAGGTTCCACAACAAGTTCTTGT GTATGTTGAACCAGTTTCGTTGTA 880

H T E B K E D F v D I L. L R I Q@ K E T T H G I 5 I D
BE1 TCATACTGAACATAARGAAGACT TTGTTGATATCTTACTTAGGAT TCAGAAGGARACTACT CATGGGATATCAATCGACA Se0
881 AGTATGACTTGTATTTCTTCTGAAACRACTATAGAATGAATCCTARAGTCTTCCTTT GATGAGTACCCTATAGTTAGCTGT 560

961 1040
961 1040
8 & N 85 W % It K D G S M & M * v F M I P QL I I S
1041 GO TAG TCT T TG TAR T T AR A A TCATE COT CAR A C AT G G ATC T C AT G T TATCATTCCOCARCTARTCATTIC] 1120
1041 CACAGAACCATTARTTTCCTACT CTTTCT 3 1120
1121 1200
1121 1200
1201 1280
1201 1280
1281 1360
1281 1360
T L R L. H P P I P L L V P R 8 A R E DV KV N G ¥ D
—— e e A R R T
1361 1440
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Annexe 16 — B : Séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues par une réaction de TAIL-PCR grace
a l'amorce dégénérée AD4 sur le contig P_sat_rep_c14511. En jaune : intron, en vert : séquence
correspondant au contig P_sat_rep_c29131, en bleu : positions potentielles du codon initiateur.

I A A G T M VvV I I N A WA I GR D P ATW D EP E E F
1441 TTGCTECTCEARCAATGETTATAATTAAT GCCTEGECAATAGGAAGAGACCCTGCARCATGGEATGAACC AGAGGASTTT
1441

1520
1520

Q P E R F L. N 8 s I b F K GG QDVF QQ L I P F G A G R R
1521 A GCCAGACGAGETTC TTCAR PCTA SATTTCAAAGGAC AAGAT TT TCAN ATT TGGAGCTGGCAGARG
1521

1600
1600

G C B G I A F § M-A: T N E F ¥ L A N L L H K EFE D W K
1601 T EC COT CCART CCC T T T TT CCATEECCACC ART CART T CT G T CECAR AT C T T CTCCAT ARAT T T CACTCCARC]
1601

1680
1680

R

L P DG R N GEDILDM S ER P S5 L T I Q K VvV P L L
1681 TGCCTGACGETAGAAACGGCGAGGAT TTAGACAT GAGTGARAAGGCCTAGT TTAACAAT CCA] AACTTCCTCTCCTT

le81

1760
1760

AV AT 8 T € *

176l
176l

1787
1787
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Annexe 17 - A : Séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues par des réactions de TAIL-PCR grace
a l'amorce dégénérée AD3 sur le contig P_sat_rep_c5642. En jaune : intron, en vert : séquence correspondant
au contig P_sat_rep_c5642.

vV EF GV G T F TP WL A WTINTV S G F NG KV KN
1 GTCGAGTTTGGTGTTGGAACCTTTACTCCATGGCTTGCATGGATCAATACTGTTTCAGGTTTCAATGGCAARGTARRRRA 80
1 CAGCTCARACCACAACCTTGGRAATGAGETACCGAACGTACCTAGTTATGACAAAGTCCAAAGTTACCGTTTCATTTTTT B0

I A K ENDEVFF ER I V EEHTIWNURZZSTUERIEKIEKIEK G
81 CATTGCRARRAGAGARCGATGRATTTTTCGRAACGGATTGTGGARGAGCACATARATGCTTCAACARGARARAGARGRRAAGGGE 160
B1 GTRAACGTTTTCTCTTGCTACTTARARAGCTTGCCTAACACCTTCTCGTGTATTTACGRAGTTGTTCTTTCTTCTTTCCCC 160

G E K I K ETUE V F L P I L L G A gEDATIUGGUFHTI
16l GTGAGARAARTTARAGRRARCAGRAGGTTTTTCTCGATATCTTGCTTGGAGCACAAGAGGATGCCATCGGTGGCTTTCATATT 240
161 CACTCTTTTAATTTCTTTGTCTCCARARARGAGCTATAGRACGRRACCTCGTGTTCTCCTACGGTAGCCACCGRRAGTATAR 240

D RDGIKATLTITLUVNSZ XTTULUHTFI K* H D T K F R F

241 GATAGAGATGGCATCARAGCTCTGATCCTGGTARATTCTARRACACTTCATTTCARATGACE 320
241 CTATCTCTACCGTAGTTTCGAGACTAGGACCATTTAAGATTTTGTGAAGTAARGTTTAC 320
P_T D_H- N __T T - TR 1 (S -l SIS HNSSG] - (] oy T ! I * Y F M K T G
321 CCCAACGGACCATAACATCTTTCTGTCTGTCARETATETTCBTBTTCAGBATTGTTGATBCTTCATGABACTCGGBGTTAn 400
321 GGGTTGCCTGGTATTGTAGARAGACAGACAGTITATATAAGTATARGTCTTAACAACTATGARGTACTTTGAGCCTCRAAT 400
N_T * = N_N—T H S S b Fiy L H B E E H B2k V- £ N__T k] K
401 ATTTATBGAECAATBACTTACATTCTTCTTCTGCCECRBATTTCTTTAAGBATAAGGTGCATCAITGCEATCTTTCECTC; 480
401 480
481 560
481 560
D M I A G GGTDTT Y TAUILUEWTMTETLTLURH P K
56l GGATATGATTGCTGGTGGRAACTGACACTACCTACACAGCTCTAGAATGGACRATGACGGAACTTTTARGGCACCCGARRG 640
561 CCTATACTRACGACCACCTTGACTGTGATGGATGTGTCGAGATCTTACCTGTTACTGCCTTGRARARATTCCGTGGGCTTTC &40
A M K E V g NE I RNTIOCURSGIZ K SWNTIS Y P DDILE N
641 CCATGRAGGAAGTGCARRATGAGATRAGGAATATTTGCAGAGGAARATCTARCATATCTTATCCAGATGACTTGGARARC T20
641 GGTACTTCCTTCACGTTTTACTCTATTCCTTATARACGTCTCCTTTTAGATTGTATAGRATAGGTCTACTGRACCTTTTG 720
M H Y L K A V I KE T
121 ATGCACTACTTGAAAGCAGTGATTARAGAGACACT J 800
721 BOO
801 880
801 880
881 960
881 960
961 1040
961 1040
N & Fe BK B OB WK B B NG M™M B 85 boE & N MNP B & T .G
1041 1120
1041 1120
1121 1176
1121 1176
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Annexe 17 — B : Séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues par des réactions de TAIL-PCR
grice a l'amorce dégénérée AD3 sur le contig P_sat_rep_c5642. En jaune : intron, en vert : séquence
correspondant au contig P_sat_rep_c5642.

I EF GV 6T FTP W LAWTINTVVS G FDNUBAQI KV KN
1 ATCGAGTTTGGTGTIGGARCCTTTACTCCATGGCTTGCATGGATCARTACTGTITTCAGGTTTCAATGCCRAARGTRAARRRA 80
1 TAGCTCAAACCACAACCTTGGAAATGAGGTACCGAACGTACCTAGTTATGACRAAGT CCAAAGTTACGGTTTCATTTTTT 80

I A K ENUDZEVFU FEURTIUVETEUHTIWNA A STUZ RIEKIEKIKSG
81 CATTGCARAAGAGRACGATGRAATTTTTCGAACGGATTGTGGARGAGCACATARATCCTTCAACRAAGRRAGRAGRRAGGGE 160
81 GTAACGTTTTCTCTTGCTACTTARAAAAGCTTGCCTARCACCTTCTCGTGTATTTACGAAGTTGTTCTTITCTTCTTTCCCC 160

G E K I K ETEV FLDITULULG- A GQET D SBTIUGTGT FHI
161 GTGAGRRAATTARAGAARRCAGAGGTTTTTCTCGATATCTTGCT TGGAGCACARGAGGATGCCATCGGTGGCTTTCATATT 240
161 CACTCTTTTAATTTCTTTGTCTCCARARAGAGCTATAGRACGRAACCTCGTGTTCTCCTACGGTAGCCACCGARAGTATAR 240

DRDGTIIKA ALTITLV VNS SZ KTTLEHTFIEK* HDUILZKTFZRF

241 GATAGAGATGGCATCARAGCTCTGATCCTGGTGAATTCTARAACACTTCATTTCARATGA 320

241 CTATCTCTACCGTAGTTTCGAGACTAGGACCACTTAAGATTTTGTGAAGTARAGTTTACTGT 320

321 400

321 400

401 480

401 480
T L O - (i P i ) e S L R P N F * . C T 2 T I 'V 2 0

481 . ‘: T 7 » f"““"““‘?"_ [CAAD A A TR - ST T T " 560

481 560

D M I A G G TDTTVYTAULUEWTMTETLTULUZ RUZBRPK

561 GGATATGATTGCTGGTGGAACTGACACTACCTACACAGCTCTAGAATGGACAATGACGGAACTTTTARGGCGCCCGARAG 640

561 CCTATACTAACGACCACCTTGACTGTGATGGATGTGTCGAGATCTTACCTGTTACTGCCTTGARRATTCCGCGGGCTTTC 640
A M K E V 0 N E I RNTTI CRGI K S NI s Y P D DULEN

641 CCATGRAGGAAGTGCAARATGAGATAAGGAATATTTGCAGAGGARRATCTAACATATCCTATCCAGATGACTTGGARARC 720

641 GGTACTTCCTTCACGTTTTACTCTATTCCTTATRAAACGTCTCCTTTTAGATTGTATAGGATAGGTCTACTGAACCTTTTG 720
M H Y L K 2 VvV I K ETLRULHU&PZPL P L LV P BRTOAR

721 ATGCACTACTTGAAAGCAGTGATTARAGAGACAC BOO

721 TACGTGATGARCTTTCGTCACTAATTTCTCTGT 800

D vV K vV M 6 Y DI A A GG T MUV I I NAWG I G R D
801 880
801 880

P S S W D E PDEVFRPE®RFILWNS5T I D Y RGHDF
881 960
881 960
L I P F GAGRWRGCUPGI S FAMGSNYEYV L A

561 1040
961 1040

N L L H K F D W KL P NGMUEKSDEILWNMMTDEGT G

1041 1120

1041 1120
L T C H R KV PL LV VAT?PI 5 C ¥

1121 1176

1121 1176

320



Annexes

Annexe 17 - C : Séquences nucléotidiques et peptidiques obtenues par des réactions de TAIL-PCR grace
al'amorce dégénérée AD3 sur le contig P_sat_rep_c5642. En jaune : intron, en vert : séquence correspondant
au contig P_sat_rep_c5642

vV EF 6 V VvV ¢QLL NN KGVV EDMGTTIZ RETEUZETS?ATF

1 GTCGAGTTTGETGTTGTCCAGCTTTTGAATAACAAAGGGGT TGARGATATGGGARCGATAAGAGAGGARGARACTGCTTT 80
1 CAGCTCARACCACRACAGGTCGRRRACTTATTGTTTCCCCARCTTCTATACCCTTGCTATTCTCTCCTTCTTTGACGARA B0
L LKNTITLUDSNSSVVYNTLSETLTILTITTLTFN.L
81 TCTACTGARARATATTCTAGACTCTAATTCTTCGGTTGTGARCTTGAGTGAACTGTTAATCACACTCACATTCAATCTTG 160
81 AGATGACTTTTTATAAGATCTGAGATTAAGAAGCCAACACTTGAACTCACTTGACAATTAGTGTGAGTGTARGTTAGRAC 160
V STABATFGXXVDEUWGZ XGRIEKTLTUWMILTIZEKTETHE
161 TTTCTACAGCAGCTTTTGGGAARARAGT TGATGAAT GGGGGARAGGCAGRRAGTTATGGATGCTRATARAGGAGACAGRG 240
161 AAAGATGTCGTCGARARCCCTTTTTTCAACTACTTACCCCCTTTCCGTCTTTCAATACCTACGATTATTTCCICTGTCTC 240
ELLGRTEFDYVYGTTFTZPWLAWTINTTVSGFNRZRAEK
241 GAATTACTTGGCCGATTTGATGT TGGAACCTTTACTCCATGGCTTGCATGGATCAATACTGTTTCAGGTTTCRATGCCAR 320
241 CTTAATGARCCGGCTARRCTACAACCTTGGARATGAGGTACCGARCGTACCTAGTTATGACARAGTCCARAGTTACGGTT 320
VKNIAZKENDETFTFERTIV VETEHTINA ASTRK
321 AGTAARAAACATTGCARAAGAGAACGATGAATTTT TCGAACGGATTGTGGAAGAGCACATARATGCTTCAACAAGARRGA 400
321 TCATTTTTTGTAACGTTTTCTCTTGCTACTTAAARAGCTTGCCTARCACCTTCTCGTGTATTTACGAAGTTGTICTTICT 400
K K G 6GE KIKETEVTFTLDTITILLGAT QETDA RTIG G
401 AGRARGGCGGTGAGARAATTAARGAAACAGAGGTTTTTCTCGATATCTTGCTTGGAGCACAAGAGGATGCCATCGGTGGC 480
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Identification moléculaire et caractérisation fonctionnelle d une nouvelle sous-famille de cytochromes P450,
CYP71AZ, impliquée dans la synthese de furanocoumarines et de coumarines chez Pastinaca sativa.

Les furanocoumarines (FCs) sont des métabolites secondaires principalement synthétisés chez quatre
familles botaniques et dérivent de la voie de biosynthese des phénylpropanoides. Ces phytoalexines
interviennent dans les processus de défense de la plante et présentent un fort potentiel thérapeutique. Des
travaux réalisés dans les années 1960 sur des cultures cellulaires en paralléle de 1’utilisation de précurseurs
radiomarqués ont permis de démontrer que de nombreuses enzymes impliquées dans cette voie appartenaient
a la famille des cytochromes P450 (P450s). Seules deux d’entre elles avaient pu étre identifiées d’un point
de vue moléculaire au début de ce travail de these.

Afin de générer des informations concernant le génome de plantes productrices de FCs, nous avons fait
séquencer les ARNm extraits de feuilles de Pastinaca sativa, de Ruta graveolens et de Cullen cinereum.
L’analyse in silico de ces trois banques de données a permis d’identifier prés de 800 fragments d’ADNc
codants pour des P450s. Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire et 1’analyse comparative des
transcriptomes de ces 3 plantes nous ont amenés a nous focaliser sur la sous-famille CYP71AZ au travers
d’une étude fine de CYP71AZ3 et CYP71AZ4.

La caractérisation fonctionnelle de ces enzymes a été réalisée dans un systeéme d’expression hétérologue
eucaryote : Saccharomyces cerevisiae. Les résultats obtenus ont permis de montrer que CYP71AZ4 avait une
spécificité de substrat assez large puisqu’elle pouvait métaboliser au moins une FC et 4 coumarines.
L’analyse et la comparaison des constantes cinétiques pour chacun de ces substrats indiquent néanmoins que
le psoralene est le substrat préférentiel. La caractérisation fonctionnelle de CYP71AZ3 a mis en évidence
que cette enzyme pouvait hydroxyler I’esculétine, une coumarine, mais ne jouait aucun role dans la synthese
de FCs.

Ces travaux mettent en évidence la diversité fonctionnelle au sein d’une méme sous-famille enzymatique et
permettent d’émettre des hypothéses nouvelles quant a 1’apparition de cette voie de biosynthése chez les
Apiacées d’une part, et chez les autres familles botaniques d’autre part.

Mots clefs : cytochrome P450, psoralene 8-monooxygénase, métabolite secondaire, Pastinaca sativa, Ruta
graveolens, Cullen cinereum, banque d’ADNc, furanocoumarines, psoraléne, xanthotoxol, esculétine.

Molecular isolation and functional characterization of a novel cytochrome P450 subfamily, CYP71AZ,
involved in the biosynthesis of furanocoumarins and coumarins in Pastinaca sativa.

Furanocoumarins (FCs) are secondary metabolites mainly synthetized in four botanical families deriving
from the phenylpropanoid biosynthetic pathway. These phytoalexins are involved in plant defense
mechanisms and present strong therapeutic potential. Early studies in the 1960s based on cell cultures and
the use of radiolabeled precursors have shown that many enzymes involved in this pathway belong to the
cytochrome P450 family (P450s). Only two of them had been identified from a molecular point of view at
the beginning of this thesis.

In order to generate information regarding the genome of plants producing FCs, we sequenced the mRNA
extracted from leaves of Pastinaca sativa, Ruta graveolens, and Cullen cinereum. In silico analysis of these
three libraries identified nearly 800 cDNA fragments encoding for P450s. Previous studies in the laboratory
and comparative transcriptome analysis of these three plants have led us to focus on the subfamily CYP71AZ
through a detailed study of CYP71AZ3 and CYP71AZA4.

Functional characterization of these enzymes was performed in an eukaryote heterologous expression system:
Saccharomyces cerevisiae. The results showed that CYP71AZ4 had a broad substrate specificity enough as
it could metabolize one FC and 4 coumarins. The analysis and comparison of the kinetic constants for each
of these substrates indicate, however, that the preferred substrate is psoralen. The functional characterization
of CYP71AZ3 showed that this enzyme could hydroxylate esculetin, a coumarin, but played no role in the
synthesis of FCs.

This study highlights the functional diversity within a single enzyme subfamily and allows to issue new
hypotheses about the emergence of this biosynthetic pathway in Apiaceae on one hand, and among other
botanical families on the other hand.

Key words : cytochrome P450, psoralen 8-monooxygenase, secondary metabolite, Pastinaca sativa, Ruta
graveolens, Cullen cinereum, cDNA databank, furanocoumarins, psoralen, xanthotoxol, esculetin.
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