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Cette thése concerne I'étude spatio-temporella d®ie de biosynthése de biomolécules d'intérét, le
alcaloides indoliques monoterpéniques (AIM) @e roseus aussi appelés Vinca-alcaloides. Cette plante
tropicale constitue en effet depuis plusieurs digaid'années la source unique de production déasinie et
vincristine, deux AIM hétérodiméres utilisés daedrhitement de nombreux cancers. Outre I'extractie ces
hétérodimeéres, dont les rendements sont tres &ilalgroduction actuelle de cette classe d’antiésrux repose
sur I'extraction des deux AIM monomeres précurséuirgioline et catharanthine) a partir de la placuéivée
en champs, puis sur I'hémisynthése par couplageataile des monomeres pour former les hétérodisngcgfs
et des dérivés semi-synthétiques. Le faible rendéentiextraction des monomeres (100-200 ppm), éstigine
d'études visant a produire ces biomolécutegitro par des suspensions cellulaires@eoseusA ce jour, ces
suspensions se sont révélées incapable de syethitisdimeres et un des monomeéres (vindoline)lsSias
intermédiaires métaboliques ou des produits latédrula voie de biosynthése des AIM sont prodliise des
raisons de cet échec est le haut degré de compatttion multicellulaire de cette voie de biosysthénis en
évidence par des travaux antérieurs de ['équipe. efat, des expériences d'hybridatian situ et
d'immunocytochimie ont récemment permis de mettré\dence |'expression spécifique de 9 génes gu@d
dans la voie des AIM au niveau de trois populaticelfulaires différentes dans les organes aériert. doseus
Quatre génes des étapes précoces de la voie goithésg dans le parenchyme associé au phloéme éntieois
génes des étapes intermédiaires sont expriméd'dpiterme, et les deux dernier génes impliqués tEsdeux
derniéres étapes de la synthése du précurseur néoaaimdoline sont exprimés dans des cellules afigées:
les laticiferes et les idioblastes. Autrement Bi§ suspensions cellulaires ne sont pas capablegatiser les
derniéres étapes de la voie du fait de leur indifféiation.

Le but de cette thése concerne principalemenbleaispite de la cartographie d'expression tissuliére
génes impliqués dans la voie des AIM. Une cartdgmplus compléte devrait permettre a terme d'ifilent
deux étapes successives se déroulant dans deus dii$®rents, identifiant ainsi les intermédiaireétaboliques
candidats a un transport intercellulaire. Ces tiaveonstituent également le préalable indispensabime
amélioration de la production des AIM dans les saspons cellulaires par ingénierie métabolique.

Les travaux réalisé ont ainsi permis de localisapression spécifique de 13 nouveaux genes imgsiqu
dans la voie de synthése ou potentiellement impigdans cette voie, ou encore impliqués dans des vo
latérales. Cette étude a également concerné l& diegcomplexité supplémentaire de cette voie quostitoe la
compartimentation sub-cellulaire (immunocytochimremicroscopie électronique en transmission).

Mots clés: alcaloides indoliques monoterpéniques ; Vinealaldes ; anticancéreux ; biosynthese ; voie MEP ;
hybridationin situ ; immunocytochimie ; compartimentation multicedliie; Catharanthus roseusPervenche de
Madagascar ; phloéme interne ; épiderme ; latieféridioblastes.
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L'objectif scientifique principal de I'équipe E.A®6 est d'analyser les processus qui intervierofesm
la différenciation métabolique des végétaux, eni@adier dans la biosynthése des métabolites sexiorslou
produits naturels. Les recherches sont focaliséebanalyse des voies de biosynthese des alcaloideliques
monoterpéniques (AIM) afin d'identifier les processesponsables de la régulation de ces voiegxstlditer,
par des approches biotechnologiques, les potdatalides métabolites a activités thérapeutiques.
Les activités de recherche du laboratoire sontréestessentiellement sur la biosynthése de comppsés
possedent un intérét thérapeutique majeur : Lesavaicaloides (vincristine et vinblastine), produén trés
faible concentration par la pervenche de Madaga®atharanthus roseus), et leurs dérivés hémistoties,
sont largement utilisés en chimiothérapie anticemese. Ces composés phares font partie de la dassalM,
une classe structurale riche en composés physiplegient actifs d'intérét commercial (ex. camptattesc
ajmaline, strychnine, physostigmine, réserpine,imbime), caractéristique des Apocynacées, Gentérmet
Rubiacées. Les mécanismes découverts chez C. rpsausient donc trés certainement s'appliqueuaiglirs
autres plantes médicinales.

l. Présentation des travaux de recherche effeetu€sE.A

Contribution a I'étude de compartimentation subhdeire des étapes centrales de la voie de biossttdes
alcaloides indoliques monoterpénique chez la Patvere Madagascar (Catharanthus roseus)

Dans le cadre du stage de DEA « Contribution aidétde multicompartimentation sub-cellulaire ddalpé
centrale de la voie de biosynthése des alcalofulsliques monoterpéniques » sous la direction diBEnoit
St-Pierre et Dr. Vincent Burlat au sein de I'équipA2106 « Biotechnologies et Biomolécules végétalés
l'université Frangois Rabelais, Tours France. Lgetsde ce stage portait sur une étude prélimindes
localisations sub-cellulaires des 4 enzymes igugles dans I'étape centrale de biosynthése dewidies
indoligues monoterpéniques (AIM) de la pervenctee Madagascar Qatharanthusroseus G. Don). La
réalisation des plasmides recombinants ces 4 ADNasion avec lgfp permettrais de détecter la fluorescence
de ces protéine de fusions par microscopie. Cestaés préliminaires sont en cours de discussiar’gquipe

EA 2106.

I. Présentation des travaux de recherche effectudébése

Cette thématique porte sur I'étude de l'architectiu métabolisme -la recherche de nouvelles étapes
enzymatiques et des génes qui les codent- et ségraion dans les compartiments sub-cellulairelg laires et
tissulaires ainsi qu'aux mécanismes de transpoesgurent les échanges entre ces compartiments.

Multicompartimentation cellulaire et sub-cellulaides voies métaboliques des alcaloides indoliques
monoterpéniques anticancéreux chez la PervenciMadiagascar (Catharanthus roseus).

Au cours de mes travaux de doctorat: Multicompaetitation cellulaire et sub-cellulaire des voies
métaboliques des alcaloides indoliques monoterpési¢AIM) anticancéreux chez la Pervenche de Mataga
(Catharanthugoseus. J'ai pu approfondir mes recherches sur la cerifd de la compartimentation cellulaire
en termes d’expression de quelques différents géoaents 'intégralité de la biosynthése des AlN&risemble
des travaux est énuméré sous forme de chapitreust chapitre contenant principalement des pubtinati
scientifiques. L'ensemble de ce travail a donné &ed publications et a permis une meilleure cohgméion
des étapes fondamentales mises en jeu dans lgmgtde cellulaire d’expression des génes de la.\I& tiens
a décrire brievement Chaque chapitre séparément.

1°) Introduction générale

Revue de Synthése « Cellular and sub-cellularmisgéon of the monoterpenoid indole alkaloid paivn
Catharanthusoseus » (S. Mahroug, V. Burlat, B. St-Pierre, Revuatiddduction publiée dans Phytochemistry
Reviews (2006).



2°) Caractérisation cellulaire et sub-cellulaire deda& de Méthyl Erythritol Phosphate (MEP) chez
Catharanthus roseus.

3°) Roéle de I'épiderme dans la biosynthése des Alt¥laeitres métabolites secondaires dBatharanthus
roseus

4°) Utilisation de I'hybridationn situ pour la caractérisation de clones impliquépotentiellement
impliqués dans la voie des AIM ch€atharanthusoseus
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Techniques utilisées : au cours des stages de DHA Ehese

- Microscopie a lumiére transmise.

- Extraction et purification de I'ADN génomique,
- Electrophoréese sur gel d'agarose

- Constructions plasmidiques

- Constructions des protéines de Fusion- GFP*
- Fixation des ARNm et inclusion des échantillonpamaffine
- Inclusion dans la résine.

- Immunocytochimie « Western blot »

- Hybridation in situ

- Microscopie a Epifluorescendd¥

- Microscopie électronique en transmission

1°) Introduction

Ce résumé de la revue publiée d®hgytochemistnReviewsprésente I'état des lieux des résultats obtenus su
'organisation cellulaire et sub-cellulaire des Aldhez la Pervenche de Madagascar avant la réafisdés
travaux de cette thése.

Cellular and sub-cellular organisation of the monoérpenoid indole alkaloid pathway in
Catharanthus roseus. (S. MahrougV. Burlat, B. St-Pierre, publiée dans Phytochemisy Reviews (2006)

Cette plante a quitté son pays natal; Madagascxivdi@me pour envahir les laboratoires du mondeegntlle

est utilisée pour ses qualités ornementales prgeiaent diffusée en France, en Europe et dans relendelle
produit de nombreux alcaloides a noyau indole, denk agents anti- mitotiques: la vinblastine etiteristine
sont connues. Ces molécules ont un intérét phautigoe considérable et le prix de ces moléculesdest
l'ordre du million de dollars par kilogramme. Elleemplit parfaitement les criteres qui justifient le
développement accru de la recherche scientifique lpccompréhension de son métabolisme. Les tranmnés
surC. roseugpermettent d'isoler en 1952 le premier alcaldieincéine. Depuis lors environ 130 alcaloides ont
été identifiés chez cette espéce (van der Heijtlah,e2004). Ces métabolites secondaires font paeevihca-
alcaloides (nommés d'aprés I'ancien nom de lagMdimtcaroseg, et sont aujourd'hui référencés dans la famille
des alcaloides indoligues monoterpéniques (AlM)e Wource d'alcaloides utilisés en chimiothérapéguds
plus de quarante ans, certains AIM hétérodimére€.deseustels que la vinblastine (commercialisé sous le
nom Velbé®) et la vincristine (commercialisée steusom Oncovin®). La vincristine est actuellemerdgerite
dans le traitement des cancers de I'enfant, desecarlymphoides comme la leucémie aigué lymphdéte,
lymphomes et la maladie de Hodgkin. La vinblas&st prescrite dans le traitement des tumeurs alesll
germinales, dans la maladie de Hodgkin et les lyonp#s, et d’autres cancers. (Levéqualet1996; van der
Heijden etal., 2004). Des informations partielles des enzysw# disponibles sur la localisation des étapes
subséquentes de la biosynthése des AIM (cf. pagechi€z C. roseus La D4H (Désacétoxyvindoline 4-
hydroxylase) et la DAT (Déacétylvindoline@-acétyl transférase) sont vraisemblablement logatisdans le
cytosol (Vasquez-Flota etl., 1997; St-Pierre adl., 1998). L'activité NMT N-méthyl transférase) est, quant a
elle, associée aux thylacoides des chloroplasted ([2a, 1987). Des travaux suggérent que la coatiensde

la catharanthine et de la vindoline, premiere étipta synthése des AIM diméres, s’effectueraisdarvacuole
(Sottomayor eal., 1998; Sottomayor et Ros Barcelo, 2003).

A cette compartimentation sub-cellulaire s’ajoteplanta, une compartimentation tissulaire de
la biosynthése des AIM. Ainsi, les transcrits dénas codant les enzymes assurant les premieressétap
enzymatiques de la voie MEP( Méthyl Erytritol Phosie), en particulier la DXS (1-désoxy-D-xylulose 5
phosphate synthase), la DXR (1-désoxy-D-xylulosgh&sphate réductoisomérase ), MECS (2C-méthyl-D-
érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase) et la BXGéraniol 10-hydroxylase) , premiére enzyme dgdi
des monoterpenes séco-iridoides, ont été gpéeihent localisés au niveau de cellules mimamateuses
associées au phloeme interne (PPI), dans les padigennes (jeunes feuilles, tiges et bourgeamaufk) deC.
roseus (Burlat etal., 2004, V. Burlat, communication personnelle)s ltenscrits sls (Sécologanine synthase)
sont localisés au niveau des épidermes et du garamecpalissadique dans les feuilles, tandis queretines
SLS (Sécologanine synthase) sont uniquement déted@ns les épidermes (Irmleragt 2000). Les transcrits
str (Strictosidine synthase) &tc (Tryptophane décarboxylase) sont exclusivementiké&mlu niveau des tissus
épidermiques dans les parties aériennes, alorsdgong les racines, ils sont exprimés au niveau digles
corticales (St-Pierre eil., 1999). L'expression du gésgd(StrictosidineB-D-glucosidase), assurant la premiére
modification de la strictosidine, a été égalemetiectée au niveau de I'épiderme des jeunes feeBurlat,



communication personnelle). Enfin, les génth et dat, catalysant les étapes terminales de Iayhibése
de la vindoline, s’expriment de facon restreitdéms les cellules spécialisées des laticifereeetidioblastes,
dans les parties aériennes de la plante (St-Parad., 1999). Au moins, trois types cellulaires distinc
participent a la biosynthése des AIM dans les gardériennes. Le recrutement de ces différentss tgee
cellules, pour les étapes précoces et tardivea dmsynthése des AIM, implique des événementsaghsport de
précurseurs d'un type cellulaire a l'autre, révélan niveau de complexité supplémentaire. Au firal,
biosynthése des AIM cheZ. roseuss’avere étre un processus hautement compartimérgpéeialisé dont
l'organisation complexe repose sur une difiGetion métaboliqgue et biochimique de différetypes
cellulaires au sein de la plante. Les culturesutaties deC. roseusdemeurent un outil d’étude et source
alternative pour la production d’AIM. L'utilisatioimportante des AIM de Qoseuset leur faible taux de
biosynthésen planta ont conduit a la recherche de stratégies alteesmte production et a I'étude de leurs
mécanismes de régulation. A ce titre, les cultoedlsilaires deC. roseugeprésentent des outils particulierement
intéressants. En effet, ce sont des systémes liénisdet homogenes rendant d'autant plus facie
traitement des cellules végétales par desnbwoes, des inhibiteurs ou par divers stress ajies, dans le
but d’induire ou d’augmenter la synthése d’AIM déréts. En particulier, la recherche, dans une igrenétape,
s'est orientée vers la sélection des lignées harieproductrices. L'influence de la modificationldeeneur du
milieu de culture en éléments carbonés, azotésptersphate ou en régulateurs de croissance, aimsi qu
l'influence des conditions de culture (températyr, lumiere), ou des traitements par des élicieant été
étudiées tres activement (voir pour revue, vanHigjden etal., 1989 ; Moreno et al., 1995, van der Heiden et
al., 2004). Cependant, la vitesse de synthése dezboliéés d'intéréts reste trop lente et les tauparluction
encore insuffisants (van der Heideraét 1989). De plus, les lignées cellulaires obterauee jour, se révélent
incapables de synthétiser des AIM dimeéres. En ,efést activités des enzymes NMT, D4H et DAT qui
catalysent les trois derniéres étapes de synttekewindoline sont indétectables dans les suspesisiellulaires
de C. roseus (De Luca at, 1987). Seule la synthese d’AIM monomériques cenfiajmalicine, la serpentine
ou la tabersonine a pu étre montrée dans desextultivées in vitro (Meijer etl., 1993 ; Hallard, 2000).

2°) Caractérisation cellulaire et sub-cellulaire dda voie du méthyl érythritol phosphate (MEP)
chez Catharanthus roseus.

2.1°) Several cell populations that differentially accuatet MEP pathway-enzymes are revealed by extensive
study of 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphatgnthase (hds) from Catharanthus roseuds. Qudin, S.
Mahroug, V. Courdavault, N. Hervouet, C. Zelwer, Rbdriguez-Concepcion, B. St-Pierre, V. Burlah travail

de recherche présenté comme chapitre de la thesearticle a été soumis Blant Physiology..N.B : des
modifications et des ajouts ont été effectués sttearticle aprés la these, puis soumis une deexieis aPlant
Molecular Biologysous l'intitulé :Spatial distribution and hormonal regulation of gere products from methyl
erythritol phosphate and monoterpene-secoiridoid ptaways in Catharanthus roseus(A. Oudin, S. Mahroug,

V. Courdavault, N. Hervouet, C. Zelwer, M. Rodrigt@oncepcion, B. St-Pierre, V. Burlg@rticle accepté en
Juillet 2007)

Mon implication dans cet article entant qu'un cdéeam a concerné les travaux d'immunocytochimie,
d’hybridationin situ, ces études ont permis de définir I'expressiota eto-localisation d’épitopes de la protéine
enzymatique et le géne correspondant 4-Hydroxy-8witeut-2-enyl diphosphate synthase (HDS) de la e
Méthyl Erytritol Phosphate (MEP) respectivement pamunocytochimie et hybridatiom situ au niveau des
cellules spécialisées de parenchyme de phloemenintéPPl). Les travaux en microscopie €électronigme
transmission révelent clairement la localisatiortedprotéine HDS au niveau de stroma des plastes lda feuilles
de CatharanthugoseusGréace a une analyse semi-quantitative de la detlstémmunomarquages a l'or colloidal
observée en MET, des populations additionnellegitdides de HDS ont été révélées au niveau deseplaks
I'épiderme et du mésophylle, mais avec une dehsiié moindre par rapport aux plastes du PPI (pagsne
associé au phloéme interne).

2.2°)  Co-localisation cellulaire des huit étapes da voie MEP chezCatharanthus roseus. (S. Mahroug,
V. Courdavault, A. Oudin, B. St-Pierre, V. Burlat, Travaux non publiés)

Ce deuxieme sous-chapitre permet de terminer Ect@arsation cellulaire che2. roseusdes huit étapes
constituant la voie MEP, en étudiant par hybridatio situ la caractérisation cellulaire des quatre étapels de
voie MEP non encore étudiées (CMS :2C-méthyl-D¥eiidl 2,4-cyclodiphosphate synthase, CMK: 4-
diphosphocytidyl-Z-méthyl-D-érythritol kinase, HDR 4-Hydroxy-3-methyit-2-enyl diphosphate réductase,
IDI : Isopentényl Diphosphate Isomérase) et d'unxdieme clone codant la premiere étape déja carséeér
(DXS2).

Les résultats obtenus viennent confirmer que len@ryme associé au phloéme interne est le sitaieirdg
détection des transcrits de la voie MEP. Ceci vantfirmer les résultats précédents montrant lesgion de



DXS DXR MECS G10H (Burlat etal., 2004) etHDS (Oudin etal. 2007) au niveau de ces cellules
parenchymateuses associées au phloeme internaittdrrésultat intéressant est la co-expressionXteZdans

le PPl au méme titre que les autres genes de daMBP. Etant donné que toutes les étapes situéeslamdXR

et HDR (4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphateMBIPP) réductase) font appel a des enzymes codées pa
un seul géne et que les génes correspondant sexpcionés dans le PPI des parties aériennes dantep

3°) Role de I'épiderme dans la biosynthése des Albt d'autres métabolites secondaires chez
Catharanthus roseus.
L'épiderme, ce tissu ou se déroule les trois étapmdrales de la voie des AIM de. roseus été plus
particulierement étudié. En effet, la derniére étdp la voie des indoles (tryptophane décarboxyBBE), la
derniére étape de la voie de monoterpénes sécaieslqsécologanine synthase, SLS) ainsi que I'éiape
condensation conduisant a la strictosidine, pre#ibt (strictosidine synthase, STR) se déroulentsdemtissu.

3.1°)  Une quatrieme étape de la partie centrale da voie des AIM deCatharanthus roseus se déroule
dans I'épiderme: Localisation de I'expression du gee de la strictosidine B-D-glucosidase.(S.
Mahroug, G. Charles, B. St-Pierre, V. Burlat, Travaux publiés)

Au cours de la voie des AIM, et suite a la condgosadu précurseur indolique (tryptamine) et ducpréeur
monoterpénique (sécologanine) en strictosidine $aaton de la strictosidine synthase, le résiducgse du
premier métabolite de la série des AIM ainsi fores¢ hydrolysé par la strictosidifieD-glucosidase (SGD).
L'étude de I'expression tissu-spécifique de ce ,ggadant I'enzyme intervenant juste apreés la STRde la voie
de biosynthese des AIM, a été réalisée par hylolan situ. Ce travail a en partie été réalisé lors d'unestag
d'un étudiant en Maitrise Biologie Cellulaire ef/Biblogie. Les résultats ont permis de montrercpigene était
également spécifiguement exprimé au niveau de d&pie. Cette partie nous a permis de compléter la
cartographie de I'expression tissulaire des gémetadvoie des AIM, constituant donc désormais ual g
guatre étapes centrales successives se déroulantveau de I'épiderme (TDC, SLS, STR, SGD). Pour
compléter cette potentiellement transporté deidémne vers les laticiferes-idioblastes reste égald a
déterminer. Pour cela, il conviendra d'identifierust étapes successives localisées dans deux tigkrents.
Par ailleurs, en plus de la notion de transposragllulaire, il convient de considérer égalemenhétion de
transport intracellulaire.

3.2°)  Epidermis is a pivotal site of at least fousecondary metabolic pathways irCatharanthus roseus
aerial organs.(S. Mahroug, V. Courdavault, M. Thiersault, B. St-Rerre, V. Burlat, Travaux publiés dans
Planta (2006) 223: 1191-1200)

Cette partie a donné lieu a un article de rechemligié dansPlanta Elle concerne I'étude de la
localisation cellulaire de voies métaboliques lal#s par rapport a la voie des AIM cheézroseusEn effet le
chorismate est le point d'embranchement entre ie des indoles conduisant aux AIM et la voie des
phénylpropanoides conduisant notamment a la bibégetdes lignines et des flavonoides. Le profdptession
de trois génes de la voie des phénylpropanoideényddanine ammonia lyase, PAL, cinnamate 4-hydase,
C4H, chalcone synthase CHS) a été étudié, permeltavoir que ces trois génes pouvaient étre coHegs au
niveau de I'épiderme supérieur des feuilles etpd¢ales, avec la TDC, SLS et STR ; enzymes impéiguans
I'étape centrale des AIM. Ces résultats ainsi guedmparaison des profils alcaloidiques et flaviigoies dans
des suspensions cellulaires @eroseusétudiées en termes de fluorescence alcalo-flagolesi permettent de
valider d'un point de vue spatio-temporel, I'hygsth de mécanismes communs de régulation de quags v
métaboliques secondaires différentes (phénylprdpaspindoles, monoterpénes sécoiridoides, AIM).

4°) Utilisation de I'hybridation in situ pour la caractérisation de clones impliqués ou pettiellement
impliqués dans la voie des AIM cheZatharanthus roseus

4.1°)  La localisation tri-cellulaire de la cytochrane P450 réductase prédit une localisation tri-cellaire
des enzymes a cytochrome P450 ch€atharanthus roseus. (S. Mahroug, B. St-Pierre, V. Burlat, Travaux
non publiés)

Chez les plantes supérieures, les CYP450 sont desorygénases, utilisées dans de nombreux métatadis
tels que la biosynthése des lignines, des flavasyides stérols, des acides gras, ou des gibhésglhinsi que
dans de nombreux processus de détoxification (8clarld Werck-Reichhart, 2003). Trois clones d'eres/@
cytochrome P450 ont un patron d'expression étalelz €. roseuggéraniol 10-hydroxylase (CYP76B6, G10H),



sécologanine synthase (CYP72A1, SLS), cinnamateddelylase (CYP73, C4H)]. Ces trois clones sont
exprimés respectivement au niveau du parenchymehiiheme interne (CYP76B6, G10H), de I'épiderme
(CYP72A1, SLS) et de I'épiderme (supérieur) et giéme (CYP73, C4H). Les enzymes a cytochrome P450
nécessitent, pour étre actives, l'activité congidiune cytochrome P450 réductase (CPR) dont ume cst
connu chezC. roseus Pour étre actives, les CYP450 ont besoin déglées a des protéines donneuses
d'électrons, les NADPH:cytochrome P450 réductaSeR| ou le cytochrome b5, également ancrées afiacsu
du réticulum endoplasmigue. Dans ce sous-chapitngs nous intéressons donc a la localisation gpréssion
de CPR dans les organes aériens jeunds. deseus Le profil d'expression de la CPR a révélé unaesgion
spécifigue au niveau de la somme des trois tissuns desquels les trois enzymes a cytochrome P4B0 so
exprimées (parenchyme du phloéme interne, épideetnegdéme). Ce résultat est discuté dans un ctnelus
large, notamment en considérant la possibilité cpla puisse indiquer une expression dans l'un detroes
tissus de I'ensemble des enzymes a cytochromes dPé=0la pervenche, ou de fagon encore plus progeec
une expression des nombreuses enzymes a cytochéiblevégétales dans un nombre restreint de cellules

Les résultats obtenus par hybridatiorsitu indiquent clairement que le seul géne connu de
CPR deC. roseusprésente un patron d'expression tri-cellulairplem accord avec I'expression tissu-spécifique
des trois génes de CYP450 du métabolisme secorait: roseus déterminée par la méme techniqugauce
(Mahroug etal., 2006a; Burlat et al., 2004; Irmleradt, 2000).

4.2°)  Recherche de clones d'UDP-glucose glucosylamsférases potentiellement impliqués dans la
biosynthése des AIM chezCatharanthus roseus. Criblage de 8 clones par hybridationin situ. La
localisation d'UGT2 et de 10HGO indiquerait I'intervention d'une quatrieme population cellulaire danda
voie des AIM. (S. Mahroug, R. Joubert, B. St-Pierre, V. Burlat, Travaux nonpubliés en partie issus du
M2R en 2006)

Dans ce sous-chapitre, une utilisation beaucoup gystématique de I'hybridation in situ a été @mise. La
caractérisation de la voie de biosynthése des ANC droseusprogresse de facon considérable mais de larges
plages de cette voie restent encore inconnuesaifestétapes contrélées par les glucosyltranstrasest cette
derniére famille qui a fait I'objet de I'étude @etee ici. Lors de la voie des monoterpénes séodies un clone
codant I'enzyme de la troisieme étape (10-hydroveygél oxydoréductase, 10HGO) a été isolé maispaa
encore été formellement identifié fonctionnelleméa plus, une activité enzymatique a été décota pavant
derniere étape (désoxyloganine 7-hydroxylase, DLiftd)s le clone correspondant n'a pas été isolés Dan
cadre du stage d'un étudiant de Master Il Recheréhlisé au Laboratoire lors de ma derniere aneéthéke,
une approche de génomique fonctionnelle a donerétéprise. A I'aide d'une amorce dégénérée counseaept
ADNCc de la famille multigénique des UDP-glucosecgisyl transférases (UGT) ont été clonés. Le clomkgeé
nouvelles UGTs a par la suite reposé sur l'utibsatl'une amorce dégénérée définie sur la partideSla
séquence consensus PSPG-box et d'une amorce durvdetla banque, devant permettre d'amplifierrenvies
deux tiers d'UGTs du coté 5' (N-terminal).

Le patron d'expression tissu-spécifique uniquenden de ces clones a déja été étudié par hybndatisitu
dans le but de faire un premier tri des clones imds dans des tissus "alcaloide-spécifiques”. Ldilpr
d'expression commun d'UGT2 et de 10HGO au niveaa @artie supérieure du parenchyme lacuneux piburra
indiquer l'intervention d'un quatriéme groupe delhe lors de la voie de biosynthése des AIM.

L'analyse par hybridation in situ de I'expressiissu-spécifique des UGTs et la comparaison déonm
d'expression obtenus avec ceux de genes de ladesienonoterpénes sécoiridoides indique le fait TP et
10HGO soient co-exprimés dans un tissu jusque Rimpliqué dans la synthese des AIM, sembleraitrven
ajouter une complexité supplémentaire a cette deibiosynthese.

4.3°)  Purification, molecular cloning and cell-spefic gene expression of the alkaloid-accumulation
associated protein CrPS inCatharanthusroseus. (D. Lemenager, L. Ouelhazi_S. MahrougB. Veau, B. St-
Pierre, M. Rideau, J. Aguirreola, V. Burlat, M. Clastre, Travaux publiés dansJournal of Experimental
Botany (2005) 56: 1221-1228)

Ce dernier sous-chapitre concerne un dernier exemdpl l'utilisation de la "base de donnée" des Igrofi
d'hybridation connus des génes de la voie des Ay réaliser des comparaisons avec le patron ré'ssion

de génes de fonction inconnue. Ce travail a étésééan collaboration avec le Dr. M. Clastre EA8% Tours.

La protéine S est un polypeptide qui a été identify a une dizaine d'années au laboratoire paragproche
protéomique en comparant les profils d'électroptmriidimensionnelle d'extraits protéiques de suspers
cellulaires deC. roseusultivées en milieu de maintenance de la croissaetiulaire et en milieu d’induction de

la production d'AIM. La protéine S correspondaitud spot apparaissant de facon nette en condition de



production des AIM. Ce spot a été microséquencs PAIDNc correspondant a été cloné. |l s'agit d'pratéine
de la famille desuB-hydrolases dont certains membres présentent ungt@@stérase, mais dont le substrat
reste inconnu a ce jour chez C. roseus. Ma paatioip a cet article a consisté a montrer par hgiod in situ
gue ce clone était co-exprimé avec les génes #gei¢eaMEP et la G10H au niveau du parenchyme assacié
phloéme interne. Ce résultat permet de définirpdetes potentielles pour la recherche de la fonatie ce géne
dans la voie de biosynthése des AIM ou, plus prigpadnt, dans une étape de régulation de cette voie.

5°) Conclusion des travaux

Les travaux réalisés au cours de cette these amhipede compléter de fagon significative la
cartographie d'expression tissulaire de génes gu@i ou potentiellement impliqués dans la voieidsybthése
des alcaloides indoliques monoterpéniques (AIM) smégalement dans la voie de biosynthése d'autres
métabolites secondaires, les phénylpropanoides.visien globale des 13 génes dont le patron d'agra a
ainsi pu étre déterminé est présentée sur la Figudessus. Il apparait que ces génes se positibargifférents
niveaux de la voie de biosynthése (voie MEP, veg ihonoterpeénes sécoiridoides, voie des AIM a proent
parler et voie des phénylpropanoides), mais égaitereparalléle de la voie avec un réle de régutasupposé.

Ces travaux ont parfois permis une étude exhaustime portion de voie comme par exemple la
caractérisation quasi finale du patron d'expresgd®tous les génes de la voie MEP. Cette apprdobalg a en
effet permis de localiser la co-expression de 9egeians le parenchyme associé au phloéme inteRig (P
confirmant ainsi I'importance réelle de ce typéutaire particulier pour le début de la synthéss ABMV.
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Figure 1: Etat des lieux en fin de thése de la voie de biogi@se des alcaloides indoliques monoterpéniques (As$)
anti-cancéreux dans les organes aériens @atharanthus roseus, précisant le patron d'expression tissu—spécifiqudes
geénes clonés.

Les clones surlignés en jaune sont ceux dont lesnmmd’expression ont été définis au cours deedbtiselLes fleches en
traits pleins indiquent des étapes enzymatiquemidéf les fleches en traits interrompus indiquené plusieurs étape
enzymatiques interviennent.

1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthdBXS), 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase homold@i€S2), 1-
désoxy-D-xylulose 5-phosphate réductoisoméf@sér), 4-diphospho-cytidyl-2-méthyl-D-érythritol synthaséCMS), 4-
diphosphocytidyl-Z-méthyl-D-érythritol kinasqCMK), 2C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate syrebdMECS),
4-hydroxy-3-méthylbut-2-enyl diphosphate (HMBPPhthase(HDS), HMBPP réductas€HDR), isopentényl diphosphat
(IPP) isomérasé@Dl), géraniol 10-hydroxylase (CYP76B@p10H), 10-hydroxygéraniol oxydo-réducta€EOHGO), UDP-
glucose-glycosyltransférasg@GT2), 7-désoxyloganine 7-hydroxylagbL7H), sécologanine synthase (CYP72A$LS),
sous unité de I'anthranilate synthag@&SA), tryptophane décarboxylag€DC), strictosidine synthasSTR), strictosidine
B-D-glucosidase (SGD), tabersonine 16-hydroxylase (CYP71D1@)16H), 16-hydroxytabersonin®-méthyltransferase
(OMT), 2,3-dihydro-3-hydroxytabersoniné-methyl transferase(NMT), désacétoxyvindoline 4-hydroxylaséD4H),
déacétylvindoline 43-acétyl transféras€DAT), peroxydase(PRX1), cytochrome P450 réductag€PR), phénylalanine
ammonia lyas€PAL), cinnamate 4-hydroxylase (CYP78}4H), chalcone synthas¢CHS), protéine S(PS).Les patrons
d'expression proviennent des références suivad€S:DXR MECS G10H (Burlat et al., 2004)TDC, STR D4H, DAT (St-
Pierre et al., 1999%LS(Irmler et al., 2000)PAL, C4H, CHS (Mahroug et al., 2006), protéine S (Lemenaget.ef@05) ou

D

de résultats non encore publiés issus de cette.thes

6°) Perspectives de recherches en cours

Au sein de la faculté des Sciences, le départemiestsciences de I'environnement envisagera de irréas
équipes de recherches sous un la direction commumelaboratoire de recherche a fin d'établir ugenkiose
scientifique étroite entre les différents axeseleherche développés par les membres de ce dépattéles axes
se définissent par des activités de recherche olgpébs dans le laboratoire « Conservation et Bauslité
Végétale » dont la vocation est la valorisation dsgéces et des espaces et I'étude des aspedaigigaes des
végétaux dans le contexte de I'amélioration eblaservation des plantes médicinales et des pldritdérét.
L'approche méthodologique que j'envisage appligeiedévelopper au sein de cette équipe en colltbora
avec les membres et les connaisseurs du domaigercenles aspects physiologiques, moléculairesliefares
a savoir :
> L'application  des techniques basiques de biologieléculaire et cellulaire (PCR,
immunocytochime, cytobiologie, microscopie et ultn&croscopie,...) pour une meilleure identificatioesd
especes.
> La mise en ceuvres des techniques plus pousséastde ; vitro pour la multiplication, la
régénération et le sauvetage de nombreuses espewasétés rares du territoire de la région dsadgérien .
> L'étude des biomolécules végétales d'intérét dainslustrie et la santé liées aux voies de
métabolisme secondaire chez les plantes initiéat:de métabolisme phénolique (flavonoides, ligsintanins,
quinones,...), métabolisme des isoprénoides (temé@aroténoides,...), voies particulieres du nodiabe azoté
(amines, alcaloides,...) pour la compréhension de reétabolismes en premier lieu, et de découvrir
d’éventuelles molécules actives par le biais derdies techniques de biologie moléculaire
> les techniques de transgénése, et l'usage desnpt&combinantes dans la biothérapie, par
approche de génomique fonctionnelle (études de®ipes, localisation d’expression des génes, tedesi de
I'ADN recombiné et le transfert de génes, ...), camigrs se sont parfaitement maitrisés au coursedeannées
de Doctorat.
> Il s’agit aussi de la mise en place des nouvelletebhnologies en relation avec I'environnement et
I'écologie comme la micropropagation d'espéces ta@ge en conditions difficiles, I'amélioration gégae
d'espéces végétales (céréales, agrumes, maraighgour.l'agriculture en conditions difficiles magmgs, entre
autres, par la sécheresse, la salinité et les aagénytopathogénes, la bioconversion de déchetguldisation
des eaux usées et la dépollution des cbtes masitime
En fin, il est judicieux d'encourager des collalimmas internes et/ou externes a fin d’organiser
I'exploitation, la gestion et la prospection debladiversité de la flore algérienne qui constitueréservoir de
génes nécessaires pour le développement de tatkedsobiotechnologies ; bien que les ressourceétiggies
de la flore sont devenues de véritables enjeuxsimigls, dans les domaines de pharmacies, cosmaétigu
d’agro-alimentaires.
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1. Strictosidine activation in Apocynaceae: towards a “nuclear time bomb™?

Grégory Guirimand, Vincent Courdavault, Arnaud Lae@amira Mahroug, Anthony Guihur, Nathalie Blanc,
Nathalie Giglioli-Guivarc’h, Benoit St-Pierre, Viant Burlat.

Les enzymes impliquées dans la voie de biogedeéseAlMs sont localisées dans différents types
cellulaires. Les étapes précoces de la branchértenpe sont localisées dans les cellules du payemeh
associées au phloéme interne. Les étapes cergtatesnmunes du métabolisme des AlMs se déroulets léa
épidermes. La méthode de détection des transaitd’p/bridationin situ pourra étre appliquée a plusieurs
autres étapes enzymatiques de la voie de biosyniteés AIM, pour lesquelles la localisation et lesfifs
d’expression d’'une réaction enzymatique de I'étegetrale de cette voie reste a déterminer. De &gtm, la
meilleure compréhension de la compartimentatiorcallldaire de cette voie de synthése devrait parmete
mieux cerner les étapes ou interviennent des m&masi de transport de métabolites intermédiaires.

Sur cette publication apparue BMC Plant Biology, ma participation personnelle comme co-auteurésemte
sur la mise en évidence d’expression tissulaireldize SGDau niveau des feuilles de la Pervenche passant par
un clonage systématique de I’ADNCc suivi par la bgsein vitro des sondes froides correspondantes

Strictosidine béta-D-GLUCOSIDASE (SGD): enzyme appartient a la famille ddsydrolases
spécifiguement ces glycosidases qui hydrolysent demposés O- et S-glycosyliques. Le nom
systématique de cette classe d'enzymestestosidine béta-D-GLUCOHYDROLASE. Cette enzyme
participe a la biosynthese d'indole et d'alcalaides

Par des tests d’hybridation situ, le transcritSGD présente un profil d’expression au niveau desulesl|
épidermiques supérieures et inferieures. Tel rdsydtésente une similitude entre ce dernier etpledils
d’expression dedDC, SLS STR et explique la co-expression et la co-accumulatiences quatre génes
potentiels au niveau de I'épiderme supérieur dariatir des feuilles d€atharanthusAussice type cellulaire
révéle I'hypothése d'un éventuel transport celh@lapuisque les génes intervenants dans les réaction
enzymatiques tardives en occurrence le D4H et D& accumulés de facon restreinte au niveau dixsfdaes

et idioblastes.

2. Molecular cloning and characterisation of two calmdulin isoforms of the Madagascar periwinkle
Catharanthus roseus

Pierre Poutrain, Grégory Guiriman&amira Mahroug, Vincent Burlat, Céline Melin, Olivia Ginis,
Audrey Oudin,nathalie. Giglioli-Guivarc’h, Olivigtichon, Vincent Courdavault.

La vinorelbine est un nouvel alcaloide extrait @@érvenche qui interfére avec les microtubules.dlealoides
de la pervenche ont une structure similaire carétitde deux unités a cycles multiples, la vindokbda
catharanthine. La vinorelbine est un alcaloideadgelrvenche dans lequel I'unité catharanthineeesielge d’'une
modification structurale. Cette particularité lwwnéere des propriétés pharmacologiques uniques gumise
traduire par des avantages cliniques dans le rimaité de tumeurs malignes diverses. L'activité antdrale de
la vinorelbine semble principalement due aux effietgbiteurs exercés sur la mitose, durant la niéap, par
interaction avec la tubuline. La vinorelbine pentautre entraver le métabolisme des acides amitgeBAMP
cyclique et du glutathion, I'activité de 'ATPaseart le transport des ions Ca++ calmoduline-dépesdém
respiration cellulaire, ainsi que la biosynthése lijgides. Deux isoformes des calmodulines sondiéas par
approche génomique et finie par une étude en hgfiwitin situ.

Les résultats obtenus montrent une absence de agg@dpidermique et uniquement les vaisseaux cogghsct
donnent un marquage bien présent.

3. Spatial organization of the vindoline biosynthetigpathway in Catharanthus roseus.

Grégory Guirimand , Anthony Guihur , Pierre PoutraFrangois HéricourtSamira Mahroug ,
Benoit St-Pierre, Vincent Burlat, Vincent Courdalau

La Vindoline constitue un essential alcaloide tagpmdolique accumulé dans les feuilles @atharanthus
roseus les travaux ultérieurs ont montrés que quatreegésont impliqués dans sa biosynthése.Par contre,
I'organisation spatio-temporelle de la voie dedbedrsonine-vindoline est a présent incompléte, poursuivre



cette étude notamment de I'enzyme,16-hydroxytalpaned6-O-methyltransferase (160MT),les approches de
construction plasmique, de PCR, de la transcriptionitro suivies par I'hybridationn situ du 160MT est
entreprise pour élucider la localisation tissula@teniveaux de divers organes tels les grains emigation, les
jeunes feuilles de la pervenche de Madagascar ldentissus les bien marqués sont I'épiderme supése
inférieur. Ce résultat est comparé avec des cosfgies transversales testés avec les sonddsaleat



