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Depuis ma nomination en septembre 2013, j’ai pleinement rempli mes obligations de
service d’enseignement au cours de chaque année universitaire. Entre les années universitaires
2013-2014 et 2017-2018, je suis intervenu dans les différents niveaux (L1, L2, L3) de la licence
Sciences du Vivant et de I’Environnement (SVE) mais également dans les trois masters de
biologie présents a Nancy de septembre 2013 a septembre 2018. Il s’agit du master FAGE
(Biologie et ecologie pour la forét, I’agronomie et I’environnement), du master BioMANE
(Biotechnologies, Microbiologie, Aliment, Nutrition, Environnement) et du master BSIS
(BioSciences et Ingénierie de la Santé). Je suis également intervenu dans un module de la
licence professionnelle LP BAE (Biologie Analytique et Expérimentale) et dans un module
scientifique pour les doctorants de I’école doctorale RP2E (Ressources Procédes Produits
Environnement). Le détail de la répartition des différents enseignements assurés est indique
dans le tableau ci-dessous.

Filiere Matiére 2013- | 2014- | 2015- | 2016- | 2017-

2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018

L1 SVE Biologie végétale 20 h 40 h 22 h 24 h 22 h

L2 SVE Physiologie végétale 30 h 30 h 46 h 60 h 58 h

L3 SVE Cycle cellulaire et mort 32h 24 h 24 h 32h 32h
cellulaire

Différenciation, motilité 16 h 8h 8h 16 h 16 h
Réponse et signalisationen | 17 h 11h 17 h 17 h 17 h
conditions de stress

LP BAE Extraction, purification et 24 h 24 h 24 h 24 h 24 h
caractérisation de protéines

M1 FAGE Expérimentation en 15h 15h 15h - 15h
biologie vegétale

M1BioMANE Modifications des 8h 10 h 10 h 16 h 16 h

protéines et signalisation
M2 Microbiologie et 26 h 6h 26 h 10 h -
BioMANE Ingénierie protéique

M2 BSIS Projet intégré 24 h 24 h - - 24 h

Ecole Module de Formation 20 h - - - 20 h
doctorale Scientifique Ciblé

Total Heures 232h | 192h | 192h | 199h | 244h

(Eq TD)




Depuis septembre 2018, du fait de la nouvelle maquette de formation, I’offre
d’enseignement a quelque peu évolué, principalement au niveau des masters. Comme lors des
années précédentes, je suis intervenu dans les différents niveaux (L1, L2, L3) de la licence
Sciences du Vivant et de I’Environnement (SVE) et dans les trois masters de biologie, le
master AETPF (Agrosciences, Environnement, Territoires, Paysage, Forét), le master
Microbiologie et le master SV (Sciences du vivant). Je suis également intervenu dans un
module de la licence professionnelle LP BB prot (Bioindustries et Biotechnologies — protéines
recombinantes). Le détail de la répartition des différents enseignements assures est indiqué dans

le tableau ci-apres.

Filiere Matiére 2018- 2019-
2019 2020
L1 SVE Biologie végétale 30 h 2h
L2 SVE Physiologie végétale 66 h 62 h
L3 SVE Stratégies expérimentales en biologie 375h 49 h
Réponse et signalisation en conditions de 17 h 17 h
stress
LP BB Extraction et purification de protéines 24 h 24 h
M1 AETPF Expérimentation en biologie végétale 15h 15h
M1 Microbiologie Genomique structurale et fonctionnelle 3h 3h
Fonctions métaboliques : régulation et 16 h 13 h
signalisation
M2 AETPF Ingénierie protéigue 6h 22 h
M2 SV Genie génétique et purification 24 h 24 h
Interactomique: méthodes in vivo et in vitro 6h 6h
Ecole doctorale Module de Formation Scientifique Ciblé - -
SIReNa
Total Heures 2445 h 237 h
(Eq TD)

Depuis septembre 2017, je suis le responsable pédagogique d’un module de formation
doctorale (Expression de protéines recombinantes dans la bactérie Escherichia coli et
purification, 20H Travaux Pratiques, Ecole SIReNa). Depuis septembre 2018, je suis également
responsable du I’unité d’enseignement « Experimentation en biologie végétale » du master 1
AETPF. Parallélement, je participe au jury de soutenance de recherche bibliographique du
master AETPF (anciennement master FAGE) chaque année depuis janvier 2015. J’ai également
participé a trois jurys de soutenance de mémoire de master 2 (master FAGE, BioMANE et
BSIS) en septembre 2015, 2016 et juillet 2018 et deux jurys de soutenance de projet tuteuré
master 1 AETPF en juillet 2019 et 2020. Pour finir, j’ai présidé un jury du Baccalauréat en
juillet 2015.



ENCADREMENTS SCIENTIFIQUES

Depuis ma nomination, j’ai encadré plusieurs doctorants, étudiants en master 1 et 2 et des
étudiants de licence. J’ai également supervisé trois chercheurs post-doctorants. Ci-dessous sont
listées les périodes ainsi que le contexte scientifique et les objectifs propres a chacun de ces
encadrements. Concernant les étudiants de master, chaque période de stage (M1 et M2) s’est
conclue par la rédaction d’un rapport (15 pages pour le M1 et 25 pages pour le M2), rapport

suivi d’une soutenance orale de 15 minutes.

1. Doctorants

Jonathan Przybyla-Toscano, doctorant (octobre 2013 — février 2017)

Etude des protéines NFU, ISCA et FDX, impliquées dans la maturation des centres fer-soufre
dans les mitochondries d’Arabidopsis thaliana

Co-encadrement (50 %) avec Nicolas Rouhier

Mélanie Roland, doctorante (octobre 2016 — décembre 2019)

Etude fonctionnelle de facteurs de maturation tardifs des protéines fer-soufre chloroplastiques
chez Arabidopsis thaliana

Co-encadrement (50 %) avec Nicolas Rouhier

Flavien Zannini, doctorant (octobre 2016 - décembre 2019)

Analyse fonctionnelle de protéines métal- ou redox dépendantes chez les plantes
Co-encadrement (50 %) avec Nicolas Rouhier

Actuellement je co-encadre, avec Nicolas Rouhier, deux étudiants en thése qui ont débuté le 1¥
octobre 2019. Damien Caubriére travaille sur le développement de nouveaux biosenseurs redox
pour les composés soufrés et Loick Christ s’intéresse a la dissection des interactions
moléculaires de la glutarédoxine S15 mitochondriale chez les plantes.

2. Etudiants de master

Flavien Zannini, stage master 1 (avril - juin 2014)
Caractérisation de I’activité endonucléase des protéines BolA seules ou en complexe avec les
glutarédoxines.

Mélanie Roland, stage master 1 (avril — juin 2015)
Caractérisation de I’activité des sulfurtransferases d’Arabidopsis thaliana.

Flavien Zannini, stage master 2 (février— juillet 2015)
Caractérisation biochimique de la glutarédoxine S16 d’Arabidopsis thaliana.

Xavier Marbehan, stage master 1 (avril - mai 2019)

Caractérisation biochimique d'une protéine de la famille des sulfurtransférases chez
Arabidopsis thaliana

Co-encadrement (50 %) avec Benjamin Selles




Karine Vincenot, stage master 1 (avril-juin 2020)

Caractérisation biochimique de la protéine fusion FTR-STR de Sulfurovum.

3. Etudiants de licence

Au cours de cette période j’ai encadré deux étudiantes, Léa Marson (février-mai 2018) et
Morgane Ziesel (février-mai 2020) qui ont effectué un stage de fin d’études de 4 mois dans le
cadre de leur licence professionnelle. Chacun de ces stages s’est conclu par la rédaction d’un
rapport (25 pages), suivi d’une soutenance orale de 15 minutes.

Enfin, j’ai supervisé des étudiantes de L3, pour lesquelles la durée du stage oscillait entre 3 et
8 semaines : Anais Makos de juin a juillet 2017, Fanny Vautrin et Camille Becker en juin 2019.
Ces stages prenaient place dans le cadre d’une UE optionnelle « Stage » proposée au semestre
6 de la licence SVE. lls ont donneé lieu a la préparation d’un poster présenté lors d’une

soutenance de 10 minutes suivie de questions diverses.

4. Chercheurs post-doctorants
Elena Hego (septembre 2015 — ao(t 2016)
Identification des partenaires des ferrédoxines mitochondriales mFDX1 et mFDX2

d’Arabidopsis thaliana.

Anna Moseler (janvier 2017-aujourd’hui)
Caractérisation biochimique des 3-mercaptopyruvate sulfurtransférases d’Arabidopsis thaliana

et développement de biosenseurs redox spécifiques a certains composés soufres.

Benjamin Selles (septembre 2018-aolt 2020)

Caractérisation de protéines impliquées dans le transfert de soufre chez Arabidopsis thaliana.
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ACTIVITES DE RECHERCHE DOCTORALE

Etude de quelques mécanismes de transport impliqués dans I’absorption et la

remobilisation de I’azote chez le peuplier

Mon doctorat de biologie forestiere a été réalisé au sein de I’équipe « Physiologie et
génomique fonctionnelle du transport » du Professeur Michel Chalot (UMR1136 INRA/UHP,
Université Henri Poincaré, Nancy). Les principaux themes de recherches abordés au cours ce
travail de these concernaient le métabolisme azoté chez le peuplier et notamment I’absorption
et la remobilisation de I’azote.

Bien qu’il se trouve en quantité importante dans les sols, I’azote est un des éléments
principaux limitant la croissance des plantes, puisqu’il se trouve majoritairement sous des
formes non directement assimilables par les plantes. Ainsi, I’ammonium et le nitrate constituent
les principales sources d’azote pour la croissance des plantes méme s’ils ne représentent qu’une
tres faible partie de I’azote du sol. Au niveau des sols forestiers, I’ammonium représente la
principale source d’azote inorganique pour les plantes (Marschner & Dell, 1994). Toutefois, les
plantes présentent généralement une croissance optimale lorsque le nitrate et I’lammonium sont
présents. Un nombre important de transporteurs permettant d’importer efficacement ces deux
composés azotés sur de larges gammes de concentrations a été mis en évidence chez différentes
plantes. D’autre part, I’ammonium constitue également un intermédiaire central généré lors de
differents processus comme la réduction du nitrate, la fixation de I’azote atmosphérique, la
photorespiration et le catabolisme protéique (Joy, 1988). En situation extréme, les plantes sont
également capables d’absorber les acides aminés (Persson et al.,, 2003), mais ceux-cCi
représentent surtout la principale forme de transport a longue distance de I’azote organique. Les
acides aminés jouent par ailleurs des réles fondamentaux dans une multitude de processus
métaboliques incluant la synthese protéique, la croissance cellulaire, la signalisation cellulaire,
I’adaptation a certains changements environnementaux, la germination et la sénescence (Ortiz-
Lopez et al., 2002). L’existence d’un nombre important de transporteurs d’acides aminés était
suggerée par la complexité du métabolisme azoté intracellulaire et la multiplicité des types
cellulaires impliqués dans le transport a longue distance.

L’absorption d’azote organique et inorganique, ainsi que le transport de I’azote
organique synthétisé au niveau des organes « source » vers les organes « puits », constituent
des mécanismes essentiels a la physiologie et au développement des plantes. Ceci est d’autant

plus vrai chez les especes pérennes qui presentent des variations saisonniéres au niveau du
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contenu en azote dans leurs tissus, notamment au cours de la sénescence automnale et de la
remobilisation printaniere. Les précédentes études avaient principalement porté sur la mise en
réserve de I’azote sous forme de protéines de stockage au cours de I’hiver et sur la
remobilisation sous forme d’acides aminés de cet azote stocké au cours de I’hiver. Ces deux
périodes avaient été principalement étudiées en se focalisant sur les flux printaniers d’acides
aminés et la synthese puis la dégradation des protéines de réserves. En ce qui concerne les
aspects moléculaires de ces phénoménes et notamment les mécanismes de transfert et de
translocation au niveau des différents tissus de I’arbre, peu de donnees existaient.

Les principales études portant sur la caractérisation moléculaire des transporteurs
d’ammonium et d’acides aminés chez les plantes s’étaient focalisées sur des espéces herbacées
et plus particulierement Arabidopsis thaliana, la premiére plante dont le génome a été
entierement sequencé. Le séquencage du génome du peuplier permet a présent de mieux
appréhender les mécanismes de transport d’une espéce pérenne, et en particulier ceux de
I’ammonium et des acides aminés.

L azote est un des éléments limitant la croissance des arbres et par conséquent la
productivite forestiére. L’azote est essentiel pour I’utilisation du carbone, la croissance et le
développement des racines, ainsi que pour le transport d’autres nutriments entre les différents
organes des plantes. L’ application de fertilisants azotés est une des approches utilisées pour
augmenter la croissance et la production des plantations forestiéres. Toutefois, les phénoménes
de remobilisation de I’azote chez les arbres constituent une stratégie efficace pour I’économie
et une meilleure utilisation des ressources azotées. Ces phénomenes étant peu caractérisés, mes
travaux avaient pour but d’obtenir une meilleure compréhension de ces différents mécanismes
pouvant aider & mieux appréhender les mécanismes utilisés par le peuplier pour absorber mais
également transférer les principaux eléments azotés nécessaires a sa croissance et son
développement et a plus long terme augmenter la productivité d’une des essences les plus

cultivées en France.

1. Analyses bio-informatiques et annotation du genome du peuplier

La premiére partie de mon travail a consisté a identifier les génes putatifs codant pour
des protéines impliquées dans le transport de composés azotés mais également dans
I’assimilation de I’azote inorganique. Ces analyses entraient également dans le cadre de la
participation de notre équipe a I’annotation du génome du peuplier. Celui-ci fat le premier arbre

pour lequel le séquencage et I’assemblage du genome ont été réalisés (Tuskan et al., 2006, P2).
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Ce travail a permis d’identifier environ 45 000 genes putatifs répartis sur 19 groupes de liaison.
L’analyse du génome assemblé a également mis en évidence un événement de duplication
entiére du génome, a I’issu duquel environ 8 000 paires de genes dupliqués ont été conservées
dans le génome du peuplier. Un second évenement de duplication plus ancien, coincide avec la
divergence entre Populus et Arabidopsis. Le peuplier présente ainsi un nombre plus important
de génes codant des protéines qu’Arabidopsis, avec en moyenne 1,4 a 1,6 homologues putatifs
présents chez le peuplier pour chaque gene chez Arabidopsis. Les génes surreprésentés chez le
peuplier incluent des genes associes avec la biosynthése de la paroi ligno-cellulosique, le
développement du méristeme, la résistance aux maladies ainsi que le transport des métabolites.
Pour les génes reliés aux mécanismes de transport, environ 1800 genes ont été répertoriés dans
le génome du peuplier. Cela représente un peu moins du double du nombre de genes présents
chez A. thaliana. Néanmoins, une étude détaillée des différentes familles révele I’expansion de
certaines d’entre elles chez le peuplier. Ainsi pour les familles de transporteurs de composés
azotés, le peuplier possede plus du double de génes pour la famille des transporteurs
d’ammonium (AMT) mais également pour les deux superfamilles principales de transporteurs
d’acides aminés (ATF et APC) (Figure 1).
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Figure 1. Comparaison de nombre de génes modeles codant des transporteurs de certains
composés azotés répertoriés chez le peuplier et Arabidopsis thaliana. Les abréviations
utilisees sont : ATF, amino acid transporter superfamily ; APC, amino acid polyamine choline
: AMT, ammonium transporter ; ProT, proline transporter ; LHT, lysine histidine transporter ;
AAP, amino acid permease ; AUX, auxin transporter; ANT like, aromatic and neutral amino
acid transporter like ; CAT, cationic amino acid transporter ; LAT, L-type amino acid
transporter.
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Une fois les génes répertoriés, un travail plus approfondi d’analyse in silico de I’expression des
différents génes d’intérét via les banques d’ESTs disponibles a permis de mieux cerner les
conditions expérimentales a utiliser pour la caractérisation de chacun de ces genes. La mise en
évidence d’une expansion du nombre de génes codant des transporteurs d’ammonium et
certains transporteurs d’acides aminés nous ont amené a nous focaliser sur ces familles de génes

et a entreprendre la caractérisation des membres de ces familles.

2. Caractérisation des membres de la famille des transporteurs d’ammonium

La seconde partie de mon travail a consisté a caractériser les membres de la famille des
transporteurs d’ammonium impliqués dans I’absorption et le transport de I’ammonium chez le
peuplier (Couturier et al., 2007, P3). La famille de transporteurs d’ammonium (AMT) est
constituée de 14 genes chez le peuplier, contre 6 chez Arabidopsis et 10 chez le riz. L’analyse
par RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) des profils d’expression de
chaque membre AMT dans les différents organes de peuplier a révélé que certains transporteurs

semblent spécifiqguement ou préferentiellement exprimés dans des tissus particuliers (Figure 2).
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Figure 2. Etude de I’expression des AMTs dans différents organes de peuplier.
L’expression des différents genes a été évaluée par RT-PCR apres extraction des ARN totaux
de racine (root), feuille (leaf), fruit (fruit), pétiole (petiole, de bourgeon végétatif (vegetative
bud) et d’étamines (stamen). Le gene ubiquitine (Ubq) a été amplifié et utilisé comme contréle
interne. Les expériences ont été repétées au moins trois fois, avec des résultats similaires
(Couturier et al., 2007, P3).
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Par exemple AMT1;2 est uniqguement exprimé au niveau des racines, AMT1;5 est fortement
exprimé dans les étamines et AMT3;1 est uniquement exprimé dans les feuilles sénescentes.
D’autre part, il a aussi été démontré qu’un événement de duplication a abouti dans le cas de
AMT2;1 et AMT2;2 a une specialisation tissulaire, AMT2;1 étant exprimé dans le limbe et
AMT2;2 plutdt dans le pétiole et les racines. Néanmoins, pris dans leur ensemble, les
transporteurs d’ammonium du peuplier sont exprimés dans la majorité des tissus testés. Pour
compléter ces résultats, des analyses complémentaires d’expression par RT-PCR couplées a des
mesures par GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) des teneurs en acides aminés
au niveau des feuilles et des racines de peuplier carencés en azote ont permis de mettre en
évidence la régulation par I’azote de certains AMTs. Des analyses similaires visant a évaluer
I’influence de la lumiére et des composés carbonés sur I’expression des AMTs ont également
été realisees. L’expression hétérologue de AMT1;2 et AMT1;6 dans le mutant A3mep de levure
a permis de déterminer I’affinité de ces transporteurs d’ammonium et de confirmer que ce sont
bien des transporteurs d’ammonium a haute affinité. Pour conclure, les différents résultats
obtenus permettent d’émettre I’hypothese que de multiples génes AMT, présentant des profils
differents d’expression et de régulation, permettent a la plante de répondre efficacement a des
conditions nutritionnelles environnementales variables. Finalement, cette étude a également
mis en évidence des caractéristiques propres au style de vie pérenne du peuplier, comme la
remobilisation de I’ammonium au cours de la sénescence (AMT3;1) et au sein de la symbiose

ectomycorhizienne (AMT1;2), au travers de I’expression spécifique de certains genes.

3. Etude de la remobilisation automnale de I’azote chez le peuplier

La troisieme partie de mon travail consistait a étudier la sénescence automnale du
peuplier en conditions naturelles, en se focalisant plus particulierement sur les flux d’acides
aminés entre les feuilles et les organes pérennes comme les tiges et les protéines potentiellement
impliquées dans ces flux (Couturier et al., 2010, P10). L’analyse par GC-MS (Gas
Chromatography- Mass Spectrometry) des teneurs en acides aminés dans le limbe, le pétiole et
la tige au cours de la senescence automnale a permis de montrer une remobilisation de I’azote
des feuilles vers les organes pérennes du peuplier. Les acides aminés riches en azote, tels que
la glutamine, sont transportés, via le phloeme, des feuilles sénescentes vers les organes
pérennes, tels que les tiges, ou ils sont utilisés pour la synthése de protéines de réserve. Cette
étude montre une forte accumulation d’arginine au niveau des tiges au cours de I’automne et au

début de I’hiver. Dans les mémes conditions expérimentales, des analyses d’expression, par
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RT-PCR semi-quantitative, des génes codant des enzymes impliquées dans la synthese de
I’arginine laissent supposer que la synthése d’arginine a préférentiellement lieu au niveau des
tiges. D’autre part I’arginine serait également préférentiellement synthétisée a partir du
carbamoyl-phosphate, dérivant lui-méme de la glutamine issue de la remobilisation de I’azote
au niveau des feuilles. Parallelement, des analyses d’expression, par RT-PCR semi-
quantitative, des génes codant des transporteurs d’acides aminés cationiques (CAT) ont mis en
évidence des motifs d’expression variables au cours de la sénescence et que certains pourraient
étre impliqués dans la remobilisation automnale de I’azote. 1l s’agit notamment du transporteur
CAT11 dont I’expression au niveau des tiges, est sujette a de fortes variations qui sont reliées
aux teneurs en acides aminés et notamment la glutamine. De plus, la caractérisation
fonctionnelle de ce transporteur via I’utilisation de deux mutants de levure a montré qu’il

pouvait prendre en charge différents acides aminés et notamment la glutamine (Figure 3).
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Figure 3. Caractérisation fonctionnelle du transporteur PtCAT11 comme transporteur de
glutamine. (A) Complémentation du mutant JA248 de levure par expression hétérologue de
PtCAT11 en présence de glutamine. La souche de levure JA248 a été transformée avec le
vecteur d'expression pYES2 ou pYES2-PtCAT11. La croissance des différentes souches a été
évaluée sur un milieu dépourvu d’azote N supplémenté par 0,5, 1, 2 ou 5 mM de L-glutamine
comme seule source d'azote et 20 g/l de galactose comme source de carbone. Les photos ont
été prises apres 2 jours de croissance a 30°C et sont représentatives de trois répétitions. (B)
Suivi cinétique du transport de glutamine [°H] glutamine par la souche de levure JA248
exprimant PtCAT11 en présence de concentrations croissantes de glutamine (Couturier et al.,
2007, P10).

PtCAT11 jouerait donc un role majeur lors de la remobilisation automnale de I’azote foliaire

en favorisant I’export de la glutamine des feuilles vers les organes pérennes mais également en
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facilitant le transfert de glutamine entre les tissus conducteurs et les cellules des organes

pérennes, la glutamine servant de précurseur a la synthese d’arginine notamment.

4. Etude de la remobilisation printaniere de I’azote chez le peuplier

La derniére partie de mon travail, en relation avec la précédente, était d’étudier la
remobilisation printaniére de I’azote au travers d’un phénomeéne tres visible, le débourrement
des bourgeons. Ce travail s’est notamment attaché a caractériser un transporteur d’acides
aminés principalement exprime au niveau du bourgeon (Couturier et al., 2010, P9).

Des analyses phylogénétiques avaient révélé que le génome du peuplier contient 14
génes codant pour des transporteurs d’acides aminés appartenant a la famille AAP (Amino Acid
Permease). Des études d’expression par RT-PCR montrent qu’un membre de cette famille,
AAP11, est uniquement exprimé au niveau du bourgeon vegétatif. Des analyses
complémentaires ont permis de montrer que ce géne est exprimé au cours de I’hiver, avant le
débourrement printanier. Parallelement, des études histologiques révelent que le xyleme est
progressivement formé au cours de I’hiver au niveau des bourgeons. Aprées transformation de
jeunes plants de peuplier, des analyses complémentaires d’expression par fusion promoteur -
géne rapporteur GUS démontrent une expression spécifique du géne AAP11 au niveau des
cellules du xyléme en différenciation de I’apex des tiges jeunes, des racines et des tiges agées
(Figure 4). La caractérisation fonctionnelle de ce transporteur a I’aide d’un mutant de levure a
également eté réalisée et a démontré que AAP11 était un transporteur d’acides aminés a haute
affinité et plus particulierement pour la proline. Ainsi, la caractérisation fonctionnelle du
transporteur et les différentes études d’expression réalisées suggerent que AAP11 tient un role
majeur dans la xylogenése (mise en place des vaisseaux du xyleme) en facilitant la fourniture
de proline pour la synthese des protéines, riches en proline et en hydroxyproline, présentes au

niveau des parois cellulaires des cellules du xyléme.
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Figure 4. Analyses histo-chimiques de I’expression du transporteur AAP11 par fusion du
promoteur du géne AAP11 avec le gene rapporteur GUS. Ces analyses ont été réalisées a
partir de plantes agées de 3 semaines (A-C) et de 6 mois (D-G). (A) Dans la partie aérienne des
plantes, l'expression de PtAAP11-GUS est limitée a I'extrémité de la pousse au niveau du
bourgeon (Bu), de la jeune tige (St) et du pétiole (Pe). (B) Dans I'apex de la pousse (coupe
longitudinale), I'expression PtAAP11-GUS est localisée au niveau du méristeme apical de la
pousse (M) et a la base du primordium de la feuille (LP), plus particuliérement dans les
vaisseaux du xyleme (X) et dans le xyleme en différenciation (dX). (C) L’observation d’une
coupe longitudinale du protoxyléme situé a la base d'un primordium de feuille montre que
I'expression de PtAAP11-GUS est limitée aux trachéides en différenciation (dT) proches du
procambium (Pc). (D) Dans la partie basale des tiges, I'expression de PtAAP11-GUS est élevée
dans le xyléme secondaire en différenciation (dX) et faible au voisinage des cellules du
sclérenchyme (Sc). (E) Dans les jeunes racines, I'expression de PtAAP11-GUS est trés élevee
a lI'apex de la racine (PR) et plus faible et restreinte a certaines zones dans le cylindre vasculaire
(fleches bleues). (F) PtAAP11-GUS est exprimé a la jonction racine parentale (pR) - racine
latérale (IR) lors de I’émergence de cette derniere (fleche noire). (G) Une forte expression de
PtAAP11-GUS est observée au niveau du meristeme apical de la racine (RM), mais pas dans la
partie la plus externe de la racine (Rc). Abréviations supplémentaires : C, cortex ; L1, L2, L3,
feuilles numérotées par ordre d'apparition ; Ph, phloeme ; Pi, moelle ; T, trachéide ; W, bois.
Barres (A, D, F, G) 1 mm ; (E) 0,5 mm ; (B, C) 0,05 mm. Des résultats identiques ont été
obtenus avec quatre lignées transgéniques indépendantes (Couturier et al., 2007, P9).

5. Principales conclusions et perspectives

L azote est un des éléments limitant la croissance des arbres et par conséquent la
productivite forestiére. L’azote est essentiel pour I’utilisation du carbone, la croissance et le

développement des racines, ainsi que pour le transport d’autres nutriments entre les différents
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organes des plantes. L’ application de fertilisants azotés est une des approches utilisées pour
augmenter la croissance et la production des plantations forestiéres. Toutefois, les phénoménes
de remobilisation de I’azote chez les arbres constituent une stratégie efficace pour I’économie
et une meilleure utilisation des ressources azotées (Figure 5). Les différents travaux effectués
au cours de mon travail de thése s’inscrivaient dans des études plus globales visant a mieux
comprendre les mécanismes utilisés par le peuplier pour absorber mais également transférer les
principaux éléments azotés nécessaires a sa croissance et son développement. Ainsi, une
meilleure compréhension de ces différents mécanismes pourrait aider a mieux apprehender les
transferts d’azote de I’arbre et a plus long terme augmenter la productivité d’une des essences

les plus cultivées en France.
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Figure 5. Principaux mécanismes moléculaires de la remobilisation saisonniére de I’azote
chez le peuplier. Ces mécanismes identifiés au cours de mon doctorat portent a la fois sur la
remobilisation printaniére (partie gauche du schéma) que la remobilisation automnale (partie
droite du schéma) et concernent les parties aériennes uniquement.
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ACTIVITES DE RECHERCHE POST-DOCTORALE

Analyse biochimique, structurale et fonctionnelle des glutarédoxines de plantes

En février 2008, j’ai integré I’équipe Réponse aux stress et Régulation Redox
(UMR1136 IAM UL/INRA). Mes activités de recherche se sont alors articulées autour de deux
grands themes principaux. Le premier théme portait sur la caractérisation biochimique et
structurale des glutarédoxines de plantes (GRXSs) tandis que le deuxieme theme concernait
I’implication de certaines GRXs dans la biogenese des centres fer-soufre (Fe-S) et la régulation
de I’homéostasie du fer chez les plantes. Les principaux modéles utilisés ont été le peuplier
(Populus trichocarpa) et I’arabette (Arabidopsis thaliana). Au cours cette période post-
doctorale, j’ai également effectué un séjour de quelques mois (février-juin 2010) au sein du
laboratoire « Biochemistry and Physiology of Plants » dirigé par le Professeur Karl-Josef Dietz
(Université de Bielefeld, Allemagne) afin d’y poursuivre la caractérisation d’une isoforme
atypique de GRX. Ce séjour a Bielefeld m’a également permis d’initier I’étude d’une enzyme,
la sédoheptulose bisphosphatase de peuplier, enzyme régulée du cycle de Calvin dont les
propriétés étaient encore peu connues. Cette protéine est d’autant plus intéressante qu’elle est
réduite par le systeme chloroplastique ferrédoxine/thiorédoxine. Ces travaux initiaux ont servi
de base au projet de thése de Désirée Gitle portant sur I’analyse comparative des propriétés
biochimiques et structurales des protéines SBPase et FBPase de la mousse Physcomitrella
patens (Gutle et al., 2016, P31).

En milieu aérobie, les organismes vivants sont inevitablement soumis a des conditions
de stress oxydant caractérisées par la production d’espéces réactives de I’oxygéne, de I’azote et
du soufre. La génération de ces composés est souvent exacerbée chez les plantes faisant face a
des contraintes biotiques et abiotiques. Chez les plantes, comme chez les autres organismes, la
majorité de ces composes présente une double fonction, en pouvant endommager différentes
macromolécules (ADN, lipides, protéines) mais en agissant également en tant que seconds
messagers. D0e a la réactivité de leur groupement thiol, certains résidus cystéine présents au
sein des protéines sont particulierement sensibles a I’oxydation par ces molécules. Les
modifications post-traductionnelles induites et réversibles pour certaines d’entre elles, comme
la formation de pont disulfure, la sulfénylation, la glutathionylation, la nitrosylation, et la
persulfuration sont contr6lées par deux familles d’oxydoréductases, les glutarédoxines (GRXs)
et les thiorédoxines (TRXs). Il est maintenant reconnu que les TRXs et les GRXs contrélent

I’état redox d’une myriade de protéines chez les organismes vivants et notamment les plantes.
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Les GRXs et les TRXs ont été identifiees pour la premiere fois dans la bactérie
Escherichia coli comme donneurs d'électrons pour la ribonucléotide réductase (RNR) (Laurent
et al., 1964 ; Holmgren, 1976). Cependant, leur systéme de réduction est différent. Les TRXs
dépendent genéralement des NADPH- ou ferrédoxine-thiorédoxine réductases (NTR et FTR)
alors que les GRXs dépendent du glutathion (GSH) et de la GSH réductase (GR) associée,
dépendante du NADPH. Quelques études ont néanmoins démontré que certaines GRXs peuvent
étre réduites par les TRX réductases (Johansson et al., 2004 ; Fernandes et al., 2005 ; Zaffagnini
et al., 2008) et quelques TRXs par le GSH et/ou GRX (Gelhaye et al., 2003 ; Koh et al., 2008 ;
Zhang et al., 2014). Ces deux familles de protéines qui partagent une structure 3D similaire ont
fait I'objet d'études approfondies tant chez les procaryotes que chez les eucaryotes afin de mieux
comprendre et identifier leurs spécificités. Il apparait ainsi que du fait de leur capacité a interagir
et reconnaitre le GSH, les GRXs sont plus particulierement impliquées dans la réduction de
protéines glutathionylées, alors que les TRXs sont plutdt impliquées dans la réduction des
liaisons disulfure impliquant deux résidus cystéine protéiques. La glutathionylation correspond
a la formation d'un pont disulfure spécifique entre la cystéine du GSH et un résidu cystéine
d'une seule proteine. Cette modification représente un intermédiaire réactionnel de certains
mécanismes catalytiques, mais elle est aussi considérée comme un mécanisme de régulation
modulant la fonction des protéines pour la signalisation ou comme mécanisme de protection
des résidus cystéine contre I'oxydation irréversible (Mieyal et al., 2008 ; Dalle-Donne et al.,
2009 ; Zaffagnini et al., 2012). En principe, bien que la réduction des proteines glutathionylées
ne nécessite qu’une seule cystéine catalytique, de nombreuses GRXs possedent un site actif
dithiol CxxC. Ce motif a initialement été utilisé pour différencier les GRXs dithiol avec un
motif CPY/FC et les GRXs monothiol avec un site actif de type CGFS (Rodriguez-Manzaneque
et al., 1999). Cependant, a partir d’analyses génomiques et phylogénétiques comparatives plus
approfondies, la classification des GRXs a eté affinée, notamment pour les organismes
photosynthétiques (Alves et al., 2009 ; Couturier et al., 2009, P5). Ces analyses ont mis en
lumiere une variabilité dans les séquences des sites actifs avec par exemple de nombreuses
GRXs ayant des sites actifs monothiol (CSYS ou CPY'S) et formant un clade avec des isoformes
ayant des sites actifs de type CPYC. Par consequent, les GRXs ayant un site actif CPY/FC ou
des sites actifs proches appartiennent a la classe I, alors que les GRXs avec un site actif CGFS
appartiennent a la classe Il (Couturier et al., 2009, P5). Les GRXs sont présentes chez la
majorité des organismes procaryotes et eucaryotes, excepté certaines bactéries et archées avec
au moins une isoforme de ces deux classes (Alves et al., 2009 ; Couturier et al., 2009, P5). Les

plantes supérieures possedent entre 25 et 40 isoformes GRX réparties principalement en quatre
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sous-groupes distincts. La classe | regroupe les GRXs possédant un site actif de type
C[P/G/S][Y/F][C/S], incluant donc les GRXs dithiol classiques. Les GRXs de la classe Il ont
un site actif strictement conservé de type CGFS. Cette classe inclut les homologues des GRXs
3, 4 et 5 de levure mais aussi de la GRX4 d’E. coli. Les plantes possedent genéralement 4
membres dans ce groupe (GRXS14, S15, S16 et S17). La classe Il1, spécifique aux plantes
supérieures, regroupe les GRXs ayant un site actif de type CC[M/L][C/S] tandis que les
isoformes de classe 1V possédent un domaine GRX fusionné a d’autres domaines protéiques
(Couturier et al., 2009, P5).

Le mécanisme catalytique utilisé par les GRXs est notamment lié au nombre de
cystéines du site actif et au type de liaison disulfure présente dans les protéines cibles (Rouhier
et al., 2008) (Figure 6). Dans tous les cas, la cystéine du site actif en position N-terminale
constitue le résidu catalytique et est indispensable a I'activité réductase. Les GRXs ayant au
moins deux cystéines peuvent utiliser un mécanisme dithiol pour la réduction des ponts
disulfure, de maniére similaire au mécanisme utilisé par les TRXs. Ainsi, la réduction de la
protéine cible conduit a la formation d’un pont disulfure intermoléculaire entre la protéine cible
et la cysteine catalytique de la GRX. L’attaque de ce pont disulfure par une seconde cystéine
de la GRX libere la protéine cible entierement réduite et conduit a la formation d’un pont
disulfure intramoléculaire au niveau de la GRX. Cette forme oxydée est réduite par I’action
successive de deux molécules de GSH ou par une TRX réductase. Les GRXs ayant une seule
cystéine au niveau de son site actif ou n'utilisant qu'une seule cystéine de son site actif pour
catalyser la réaction de deglutathionylation des protéines emploie un mécanisme monothiol.
Dans ce cas, la réduction ultérieure de I'intermédiaire glutathionylé de la GRX, formé aprés la
premiere étape, nécessite une molécule de GSH libre. Néanmoins, pour les GRXs de classe | et
I1, ne possedant qu’une seule cystéine au niveau de leur site actif, la présence d’une cystéine
additionnelle dans la région C-terminale, tres souvent dans une séquence GGCD, et située a
proximité au site actif peut mener a la formation d’un pont disulfure intramoléculaire et au suivi
d’un mécanisme dithiol. Ainsi, toute GRX possédant au moins deux de ces cystéines peut en

principe présenter une activité réductase par un mécanisme monothiol ou dithiol.

28



Dithiol
. P }—SH .:"'GRX':._S_SG ~  ———— 4 s

. _~SH |GRX | &
GSH - 2 GSH
Monothiol 1
GSSG
( P ls-sG ( .
-’ ERX) 1

2 1R

Figure 6. Description schématique des mécanismes catalytiques monothiol et dithiol
employés par les GRXs pour la réduction de protéines cibles. Aprés réduction de I'adduit
glutathion présent sur la protéine cible, la GRX devient elle-méme glutathionylée. Dans le
mécanisme monothiol, seule la cystéine catalytique est nécessaire, car la GRX est régenérée
par une autre molécule de GSH. Dans le mécanisme dithiol, une seconde cystéine dite de
recyclage, qui pourra étre soit la deuxiéeme cystéine du site actif, soit une autre cystéine, est
responsable de la réduction de I'adduit de glutathion de la GRX conduisant a la formation d'un
pont disulfure intramoléculaire. Celui-ci peut étre réduit par deux molécules de GSH (1) ou par
une TRX réductase (2)

Au début de mes travaux, la plupart des travaux biochimiques et structuraux menés sur
les GRXs de plantes concernait certaines isoformes appartenant aux classes I et I. Mon travail
s’insérait dans un projet plus global d’études des GRXs et de leurs rdles dans la physiologie des
plantes. Les différents travaux menés ont principalement porté sur la caractérisation
biochimique et structurale des GRXs de classe I, la caractérisation biochimique des GRXs de
classe Il pour lesquelles trés peu de données biochimiques existaient et I’étude du réle des
GRXs de classe 1l dans la biogenése des centres Fe-S et dans la régulation de I’homéostasie du

fer.

1. Caractérisation biochimique et structurale des isoformes GRXS12 de peuplier et
GRXCS5 d’A. thaliana

Les analyses phylogénétiques conduites au début de mon post-doctorat (Couturier et al.,
2009, P5) avaient mis en évidence I’existence chez les plantes, de GRXs de classe | présentant
un site actif particulier différent du motif classiqgue CPYC. La caractérisation biochimique et
structurale de la GRXS12 de peuplier et de la GRXC5 d’A. thaliana présentant respectivement
un site actif atypique WCSYS et WCSYC a donc été entreprise. Les différents travaux menés
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ont ainsi démontré qu’en dépit d’une forte homologie de séquence (70% d’identité), GRXS12
et GRXC5 possédent des propriétés biochimiques, structurales et spectroscopiques différentes
(Couturier et al., 2009, P4 ; Couturier et al., 2011, P12 ; Zaffagnini et al., 2012, P13). Ces deux
protéines sont localisées dans les chloroplastes et représentent un bel exemple d’événement de
duplication ayant abouti a une néo-fonctionnalisation.

La protéine recombinante PtGRXS12 est capable de réduire in vitro les substrats
conventionnels des GRXs. Un travail de mutagenese dirigée a permis de montrer que le
mécanisme catalytique utilisé est de type monothiol c'est-a-dire qu’il n’implique que la cystéine
du site actif, bien qu’une deuxieme cystéine conservée (localisée dans la partie C-terminale de
la protéine) soit tres proche au niveau tridimensionnel. Couplée a des analyses de titration de
groupements thiol, de fluorescence et de spectrométrie de masse, la résolution de la structure
3D de la protéine par cristallographie a permis d’identifier que la seule forme d’oxydation de
la protéine observée consiste en la glutathionylation de la cystéeine catalytique Cys29 (Figure
7). D’autre part, contrairement a d’autres isoformes de plantes, PtGRXS12 n’incorpore pas de
centre Fe-S. Toutefois, des expériences de mutagenése dirigée ont révélé que le simple
remplacement du tryptophane W28 par une tyrosine permettait la fixation d’un centre Fe-S par
PtGRXS12. Des expeériences de modélisation structurale mimant les structures connues des
formes holo de certaines isoformes GRX ont permis de formuler I’hypothése que I’orientation
de la chaine latérale de ce résidu tryptophane empéche la fixation d’un centre Fe-S (Couturier
et al., 2009, P4).

Y I Y
Figure 7. Structure cristallographique de la protéine PtGrxS12 sous forme glutathionylée.
Les hélices o sont indiquées en rouge, les feuillets B en jaune et les boucles en vert. Les
différentes structures secondaires sont également numérotées. Au niveau du site actif, une
molécule de GSH (en orange) est liée de maniere covalente a la cystéine catalytique Cys29
tandis que la présence du résidu Tyr31l empéche la formation d’un pont disufure
intramoléculaire Cys29-Cys87 (Couturier et al., 2009, P4).
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D’autre part, la caractérisation biochimique fine des mécanismes impliqués dans
I’oxydation de cette protéine suggerent que cette protéine jouerait un réle de senseur du statut
redox en relation avec le stress oxydant. En effet, lorsque cette protéine est glutathionylée, elle
est temporairement inactivée jusqu’a sa réduction par le GSH. De plus, les propriétés
biochimiques et thermodynamiques de PtGRXS12 suggerent que la forme glutathionylée
inactive de la protéine s’accumulerait en présence d’une oxydation modérée du pool de
glutathion, phénomeéne observé lors d’un stress. Ainsi, PtGRXS12 agirait comme protéine
senseur du statut redox en relation avec le stress et permettrait au GSH de jouer un réle de signal
de stress au travers de la glutathionylation des protéines cibles de la GRXS12 (Zaffagnini et al.,
2012, P13).

Par la suite, dans la continuité de I’étude de I’isoforme GRXS12 de peuplier, j’ai
entrepris la caractérisation biochimique et structurale de I’isoforme GRXC5 d’A. thaliana. Ce
travail, debuté a Nancy, a été poursuivi au cours de mon séjour a Bielefeld (Allemagne) au sein
du laboratoire dirigé par le Professeur Karl-Josef Dietz. Contrairement a I’isoforme GRXS12,
GRXCS5 est uniguement présente chez les Brassicacées suggérant un évenement de duplication
propre a cette famille de plantes. AtGRXC5 possede un site actif atypique WCSYC, trés proche
de celui de GRXS12 et de la GRX2 humaine (SCSYC). Chez les mammiferes, GRX2, qui peut
fixer un centre Fe-S, serait impliquée dans la différentiation cellulaire et la progression tumorale
(Lillig et al., 2005 ; L6nn et al., 2008 ; Brautigam et al., 2011). La caractérisation biochimique
et structurale de la protéine AtGRXCS5 indique que contrairement a PtGRXS12 qui n’existe que
sous forme apomonomeérique, AtGRXC5 peut former un holodimere ayant la capacité de lier
un centre [2Fe-2S] relativement stable et ayant des propriétés spectroscopiques tres similaires
a celles des autres GRXs de classe I, malgré la présence d’un résidu tryptophane en amont du

site actif (Figure 8).
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Figure 8. Comparaison des spectres d’absorption UV-visible, de dichroisme circulaire et des
spectres de résonance Raman des formes holoprotéines AtGRXCS5 (trait plein) et PtGRXC1
(trait pointillé) (Couturier et al., 2011, P12).

D’autre part, comme PtGRXC1, AtGRXCS5 ne peut pas transférer son centre Fe-S a une
protéine acceptrice comme I’apoferrédoxine suggérant que cette GRX ne serait pas impliquée
dans I’assemblage des centres Fe-S au niveau des chloroplastes. Des expériences de mutagenese
dirigée réalisées avec AtGRXC5 et PtGRXS12 et la résolution de la structure tridimensionnelle
de la protéine sous forme holo, ont permis de démontrer que la présence d’une deuxiéme
cystéine en position 32 au niveau du site actif était responsable de cette propriété, bien qu’elle
ne constitue pas un ligand direct du centre Fe-S. De maniére plus globale, la caractérisation des
isoformes GRXC5 et GRXS12 a permis d’explorer certains déterminants moléculaires
impliqués dans I’incorporation de centre Fe-S par les GRXs. Ainsi, il semble qu'en plus de la
cystéine catalytique absolument nécessaire pour I’incorporation du centre [2Fe-2S], les résidus
en position -1, +1 et +3 par rapport a la cystéine catalytique auraient des réles cruciaux mais
pas nécessairement avec le méme poids. Enfin des mesures d’activité effectuées avec
I’apoprotéine ont révélé que comparée a PtGRXS12, la présence d’une deuxiéme cystéine au
niveau du site actif diminue I’efficacité catalytique de I’isoforme AtGRXC5 (Couturier et al.,
2011, P12).
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2. Analyse comparative des isoformes GRXCL1, C2, C3 et C4 de peuplier

L’objectif de ce projet était d’apporter des éléments biochimiques permettant
d’expliquer I’existence de plusieurs GRXs de classe | chez les plantes supérieures.
Précédemment il avait été démontré que ces quatre isoformes présentent une plus ou moins
grande spécificité d’expression tissulaire (Rouhier et al. 2006, P1). D’autre part, il a été mis en
évidence la capacité de fixation d’un centre Fe-S par PtGRXCL1 contrairement a PtGRXC2,
PtGRXC3 et PtGRXC4 (Rouhier et al., 2007). Une analyse comparative approfondie des
propriétés biochimiques et catalytiques des GRXs de la classe I dithiol du peuplier, a savoir
PtGRXC1, PtGRXC2, PtGRXC3 et PtGRXC4 a donc été réalisée (Couturier et al., 2013, P23).
L’évaluation de l'activité oxydoréductase in vitro de ces isoformes et de leurs mutants
cystéiniques, couplée a la determination du potentiel redox, des valeurs de pKa de la cystéine
catalytique, mais également des changements d'état redox en reponse a différents traitements
oxydants, ont permis de distinguer deux sous-groupes. Les isoformes GRXC1 et GRXC2
présentent ainsi une plus faible efficacité catalytique que les isoformes GRXC3 et GRXC4. Ces
differences d’efficacité catalytique sont en partie expliquées par les différences de réactivite de
leur cystéine catalytique (pKa) mais également par les différences d’affinité de chaque isoforme
pour les substrats utilisés.

D’autre part, contrairement a GRXC3 et GRXC4, les isoformes GRXC1 et GRXC2
peuvent former des dimeres covalents en raison de la présence d'une cystéine C-terminale
additionnelle (CysC) absente chez les isoformes GRXC3 et GRXC4 (Figure 9). Bien que ces
quatre isoformes possédent toutes une seconde cystéine (CysB) au sein de leur site actif, la
présence de ce résidu influence la réactivité de la cystéine catalytique (CysA) uniquement pour
GRXC1 et GRXC2 (comme deja observé précedemment pour AtGRXC5), mais pas pour
GRXC3 et GRXC4. Cependant, toutes ces protéines peuvent former un pont disulfure
intramoléculaire CysA-CysB impliquant les deux cystéines du site actif. Ceci pourrait
représenter soit un mécanisme de protection contre la suroxydation de la cystéine catalytique,
considérant que cette seconde cystéine n’e