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CURRICULUM VITAE

!TAT CIVIL

Nom: ( ( ( CHRISTOPHE de LAMOTTE&GU$RY

Nom d"usage: ( de LAMOTTE
Pr!noms: ( ( FR$D$RIC, Louis, Robert

n! le: ( ( ( 30&10&1963 * P$RIGUEUX +24)
Nationalit! Fran,aise( Mari!, 2 enfants

Adresse personnelle :
La Fontaine St Cl!ment,
13 square Murillo
34 070 Montpellier,
Tel: 04 99 61 10 03

Adresse professionnelle :
UMR 1096 Polymorphismes d"int!r#t Agronomique
INRA 2 Place Viala,
34 060 Montpellier cedex 01
T!l.: 04 99 61 27 29(Fax: 04 99 61 23 48
e&mail: lamotte@ensam.inra.fr

!TUDES SUP!RIEURES"

(poursuivies à l!Université PARIS XI, Centre d!Orsay)

( Licence de Biochimie 1984
( Ma-trise de G!n!tique 1985 +Mention Bien)

$ D.E.A. ( Biologie Mol!culaire et Cellulaire V!g!tale 1986 +mention Bien)

DOCTORAT DE L& UNIVERSIT%  PARIS'XI  ORSAY 1987'1990
Caract!risation du syst%me ferr!doxine&thior!doxine chez Chlamydomonas reinhardtii 

$tude des relations structure & fonction des thior!doxines par mutag!n%se dirig!e.
Mention Tr"s Honorabl#

FORMATIONS COMPL!MENTAIRES 

• Stages P!dagogiques CIES d"Orsay. Mars et Juin 1990
• Informatique VAX/VMS & Analyse des g!nomes 10/91 +Universit! de Gen%ve)
• .Levures, outils g!n!tiques et mol!culaires pour les biotechnologies/ Stage INSERM. 

17&18/5/93 et 24&28/5/93 au laboratoire de g!n!tique +M. Aigle) Universit! Bordeaux.
• .Spectrom!trie de masse des peptides et prot!ines/. 10/93. INRA Versailles.

• .Syst%mes mol!culaires organis!s/ !cole d"!t!. 22/8 & 3/9/94 & Carg%se.
• En tant que responsable AQR, j"ai suivi diff!rentes formations dans le domaine de 

l"Assurance Qualit!
• Animation d"une !quipe de recherche. 19&20/01 et 25&26/2/04. FP INRA Montpellier.
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EMPLOIS OCCUP!S

• $tudiant DEA( Allocataire DEA( 1985&86( Orsay

• Scientifique du contingent( Minist%re de la D!fense( 1986&87( Paris

• Moniteur d"enseignement( MEN( 1988&89( Orsay

• Doctorant( Allocataire MRT( 11/87&12/90( Orsay

• Chercheur post doctoral( Boursier EMBO( 02/91&11/92( Gen%ve

• CR2 INRA( LTC( 12/92&12/94( Montpellier

• CR2 INRA( UBBMC( depuis 1/95( Montpellier

• CR1 INRA( UMR PIA( depuis 1/01( Montpellier

STAGES 

Pr#$doctoraux

• G!n!tique et Am!lioration des Plantes INRA, Versailles +Dr. Bannerot).
Travail sur la st!rilit! g!no&cytoplasmique chez Ph. vulgaris  et Vigna radiata.  Mai/Juin 1983.

• Physiologie V!g!tale Mol!culaire, PARIS XI, Orsay +J.P. Jacquot) DEA .

Caract!risation du syst%me de photomodulation chez Ch. reinhardtii. Janvier/Juin 1986. 

• Pharmacologie Institut Pasteur. +G. Filion).
Relations entre syst%me s!rotonergique et ph!nylcyclidine/. Septembre 1986/Juillet 1987.

Post$doctoral

• D!partement de Biologie Mol!culaire, Universit! de Gen%ve +J.D. Rochaix). 
$tude des chaperonnes impliqu!es dans l"assemblage des photosyst%mes chez Ch. 

reinhardtii.  Boursier EMBO. F!vrier 1991 & D!cembre 1992.

DIVERS $ VIE ASSOCIATIVE

• B.A.F.A. +Brevet d"Aptitude * la Fonction d"Animateur)

• B.N.S. +Brevet National de Secouriste)

• S.S.T. +Brevet de Sauveteur Secouriste du Travail)

• Pr!sident de la Commission Informatique du Campus

• Responsable Assurance Qualit! de l"UMR PIA

• Membre du conseil d"administration de la Soci!t! de BioChromatographie et 

Nans!paration
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ACTIVIT%S D&ENCADREMENT, 
D&ENSEIGNEMENT ET D&ANIMATION DE 

LA RECHERCHE

A% Encadrement d&#tudiants

& Universit! de PARIS XI, ORSAY : encadrement de trois stagiaires: un !l%ve de l"$cole 

Polytechnique +3 mois) , une !tudiante de Ma-trise de biochimie +4 mois) ainsi qu"une 

stagiaire Post&doctoral +12 mois).

& Universit! de GEN0VE  : responsable de stage d"un !tudiant de 5%me ann!e +10 mois).

& INRA Montpellier : +taux d"encadrement / r!f!rence des publications) :

Doctorants

N. Vianey&Liaud, 1993&96 +501 /  pub. 10) & $tude de la glutathion r!ductase du grain de 

bl! dur : aspects biochimiques et implications technologiques. Universit! Montpellier 

II, 1662p. +Directeur de th%se : K. Kobrehel).

C. Pruvost, 1993&96 & Th%se effectu!e au Centre de Biochimie Structurale +CBS) +501 / 

pub. 5) & Pr!paration et !tude structurale d"une thior!doxine h de  T. aestivum et d"un 

mutant de la thior!doxine de E. coli. D!veloppement d"outils pour l"!tude structurale 

des prot!ines par RMN. Universit! Montpellier I, 185 p. +Directeur : MA Delsuc).

C. Klein, 1995&98 +501 / pub. 7,8,11) & Production de quatre isoformes de prot!ines de 

transfert de lipides du bl! dans Pichia pastoris. Expression des g%nes codant ces 

prot!ines dans le bl!.  Universit! Montpellier II, 161 p. +Directeur : MF Gautier). 

M&P Fraignier, 1996&99 +301) & $tude des peroxydases de bl! dur. Implication dans le 

brunissement des p'tes alimentaires. Universit! Montpellier II, 192 p. +Directeur : K. 

Kobrehel).

DEA $ Master

J. Chaudoreille, 1994 +1001) & Clonage d"un ADNc codant une prot!ine de transfert de 

lipides de 9 kDa du bl! dans deux vecteurs navettes E. Coli ! S. cerevisiae; expression 

chez S. cerevisiae. DEA .Bases de la Production V!g!tale/, USTL, Montpellier, 15 p.

C. Blanchard, CBS, 1999 +501) & $tude par RMN de l"azote 15 de la dynamique d"une 

LTP de 7 kDa de bl!. DEA .Interface chimie biologie : syst%mes mol!culaires * vis!e 

th!rapeutique/, UM I, UM II, Montpellier,  17 p.

J. Faure, 2000 +1001) & Production de prot!ines de bl! en syst%me eucaryote. Dipl3me 

Inter&Universitaire de Biotechnologie V!g!tale. ENSAT, Paris VI, Paris XI, 35 p.
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F. Vagner, 2001 +601 / pub 12) &  $tude dynamique par relaxation de la ns&LTP2 de bl! par 

RMN. DEA .Interface chimie biologie : syst%mes mol!culaires * vis!e th!rapeutique/, 

UM I, UM II, Montpellier,  22 p.

C. Efayong, 2005 +1001) & Production et purification de puroindolines dans un syst%me 

bact!rien alternatif. Master de G!n!tique et Physiologie V!g!tale, Universit! Clermont 

II, 30 p. 

E. Markides 2006 +331). Master Biologie Sant!, Montpellier. Interaction des LTP avec 

leurs ligands. Analyse par RMN et Fluorim!trie.

S. Alaoui 2006 +1001). Master Pro G!nie prot!ique Nancy. Production, purification et 

caract!risation de deux puroindolines recombinantes.

!cole  d&ing#nieur '100(%

D. Destoumieux, 1993 & Purification de prot!ines recombinantes. +ENSA Toulouse).

A.S. Mignot, 2001 & Expression d"une thior!doxine h de bl! dans Pichia pastoris. 

Production et purification. +INSA Lyon).

J. Dalle, 2003 & Production et purification de quatre LTP recombinantes dans P. pastoris. 

+INA&PG).

Stage  post$doctoral

C. Astier, 1995&96 & $tude du polymorphisme des thior!doxines h  +1001).

T. Mosolova, 1999&2000 & $tude de la thior!doxine r!ductase +251).

M. Runquist, 2000&2001 & Purification des isoformes de thior!doxines h  +1001 / pub 9).

BTS '100(%

P. Aloin, 1995 & Mise au point d"un sch!ma de purification d"isoformes de thior!doxine de 

bl!. BTSA Le Puy.

A. Sellier, 2004 Purification et analyse d"une toxine de champignon. Lyc!e J. Mermoz, 

Montpellier.

R. Garrido, 2005 & Production de puroindolines dans un syst%me bact!rien alternatif. 

Lyc!e Polyvalent L. Lagrange, Decazeville.

M. Faburel, 2005 & Production et purification de puroindolines dans un syst%me bact!rien 

alternatif. Lyc!e J. Mermoz, Montpellier

Ma)trise '100(%

A. Diet, 1999 & Purification  d"isoformes de thior!doxine h de bl! tendre +Ma-trise de 

biologie cellulaire et physiologie, option physiologie v!g!tale, Clermont&Ferrand).

C. Perrin, 1999 & Effet du syst%me thior!doxine sur l"!tat d"oxydor!duction des prot!ines 

de r!serves du bl! +Ma-trise de biologie cellulaire et physiologie, option physiologie 

v!g!tale, Clermont&Ferrand).
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C. Fontange, 2000 & Purification d"une thior!doxine h de bl! produite dans Pichia pastoris 

+Ma-trise de biologie cellulaire et physiologie, option physiologie v!g!tale, Clermont&

Ferrand).

M.J. Vazeille, 2001 & Etude physico&chimique des interactions de la LTP7 de bl! avec 

diff!rents lipides. +Ma-trise de Biologie Cellulaire et Physiologie, option physiologie 

v!g!tale, Universit! Blaise Pascal, Clermont&Ferrand).

E. Ferlay, 2002 & Purification et analyse par spectrom!trie de masse des isoformes de 

thior!doxines h du grain de bl!. +IUP Aix&Marseille).

J. Bunel, 2004 & Utilisation d"un syst%me bact!rien alternatif pour la production de 

prot!ines de bl! riches en cyst!ine +Universit! Montpellier II).

B% Enseignemen*

& Universit! de PARIS XI, ORSAY : Cours du DEA de Biologie Mol!culaire et Cellulaire 

V!g!tale en 1988, 89 et 90.

( Moniteur d"enseignement +1989 et 1990). Encadrement des TD/TP de biologie en 

PCEM et des TP de physiologie v!g!tale en 2%me ann!e de DEUG B. J"ai suivi deux stages de 

formation p!dagogique au C.I.E.S. d"Orsay.

& Universit! de GEN0VE : TP de biologie de 3%me ann!e +5 journ!es) +1992).

& INRA Montpellier : Dans le cadre d"un stage .Introduction * la biologie mol!culaire/ 

organis! par la formation permanente INRA/ENSA&M ,  j"assure plusieurs cours +3 demi&

journ!es = 10 h) et encadre des travaux pratiques +2 demi&journ!es = 8 h), chaque ann!e 

depuis 1996.

& Universit! de Montpellier : Master Biologie Fonctionnelle des Plantes.

Tronc commun Master Pro / Recherche : cours th!orique de biochimie structurale

Master Pro : cours sur les techniques utilis!es en biochimie structurale + visite des 

installations du CBS +plate&forme biochimie + analyse biophysique et structurale).

C% Animation de la recherch+

Animation d&une !quipe de recherche :

Au sein de l"$quipe  .g%nes, prot!ines du grain et qualit! des  bl!s/ de l"UMR, je suis 

responsable du groupe de Biochimie Structurale et j"anime la th!matique $tude des relations  

structure&fonction des LTP . Le groupe se compose d"un charg! de recherche, d"une 

technicienne et d"!tudiants, avec l"appui * temps partiel de deux adjoints techniques.

Dans le but d"!lucider des lois qui lient la s!quence du g%ne * la structure de la prot!ine 

et * sa fonction, j"ai d!velopp! une approche .Dynamique & Structure & Fonction/ par RMN 

sur des familles de prot!ines de bl! interagissant avec les lipides et sur des oxydo&r!ductases 
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du grain. En plus de la d!termination de la structure, nous suivons la dynamique des 

prot!ines sur plusieurs !chelles de temps afin d"affiner l"analyse fonctionnelle. La forte 

interaction +tant au niveau du fonctionnement quotidien que dans le choix des th!matiques 

de recherche) qui existe entre notre !quipe et l"!quipe de g!nomique de l"unit!, permet 

d"identifier les cibles les plus int!ressantes pour l"analyse structurale. Ainsi, la d!termination 

de la fonction des prot!ines !tudi!es au sein de l"Unit! b!n!ficie de la synergie des approches 

Dynamique & Structure & Fonction et in planta.

R!seau Montpelli!rain Prot!ines Recombinantes :

Avec Yvan Boublick +CNRS) et Jacky Marie +INSERM), j"ai fond! et j"anime le R!seau 

Montpelli!rain Prot!ines Recombinantes +RMPR). Ce r!seau est n! pour faire face au d!fi 

qui consiste * d!velopper et maintenir un savoir&faire de haut niveau avec des cr!dits limit!s 

et un nombre de chercheurs statutaires en baisse. Le RMPR f!d%re une centaine de 

chercheurs de Montpellier et sa r!gion; il organise la diffusion des connaissances et la 

mutualisation des moyens. Sa vie est rythm!e par des r!unions th!matiques bi&annuelles et 

s"appuie sur un site web.

Organisation de manifestations scientifiques :

Membre du comit! scientifique du congr%s SCBA 2005 +Symposium de Chimie et 

Biologie Analytique) qui a r!unit 650 participants * Montpellier en Septembre 2005.

J"ai organis! un colloque .Probl%mes et solutions en purification des prot!ines/ qui a 

r!uni une 100aine de participants, acad!miques et industriels, * Montpellier en Janvier 2006.

Coordination de contrats :

( * J"ai coordonn! deux ANS +Action Nouvelle Soutenue) du d!partement TPV de 

l"INRA. Ces ANS font intervenir diff!rentes !quipes de recherche de l"INRA. Les projets 

retenus sont financ!s pour une dur!e de deux ans.

1)  Production de prot!ines de bl! dans la levure +1998 & 1999). En collaboration avec 

l"UFR IR2B, nous avons d!velopp! un syst%me de production de prot!ines dans la levure 

m!thylotrophe Pichia pastoris. Ce projet a donn! lieu * deux publications et deux posters lors 

de congr%s.

2) Marquage de prot!ines recombinantes par des isotopes stables +2000&2001). C"est la 

suite logique de la pr!c!dente ANS. Nous avons recherch! les conditions n!cessaires * 

l"obtention de prot!ines marqu!es 13C et/ou 15N pour les !tudes de structure et de 
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dynamique par RMN. Ce projet a donn! lieu * deux publications et * une conf!rence 

pl!ni%re lors d"un congr%s.

( * G!om!trie de distance et prot!omique structurale * haut d!bit par RMN 

+2002&2003). Avec M&A Delsuc +CBS & Montpellier), j"ai coordonn! un programme qui se 

place dans l"%re de la post&g!nomique et qui fait intervenir, en plus de l"UMR et du CBS, un 

groupe de math!maticiens de l"INRIA +Sophia&Antipolis), le laboratoire de Biochimie 

Th!orique +CNRS PARIS) et l"unit! de Bioinformatique Structurale de l"Institut Pasteur. 

Notre but est d"acc!l!rer la d!termination de structures en d!veloppant des m!thodes 

automatiques d"analyse de spectres RMN non interpr!t!s += donn!es brutes). Ces m!thodes 

sont accessibles sur Internet sous forme d"outils disponibles pour la communaut! 

scientifique.

Action transversale :

AQR (Assurance Qualit! en Recherche) : la recherche et l"assurance qualit! sont 

consubstantielles +cf. D!claration d"engagement de la Direction G!n!rale de l"INRA du 16 

Mars 2000). Au sein de l"UMR, j"anime la cellule qualit!. Cette cellule est compos!e de trois 

personnes : Dominique Desbrosse +Gestionnaire d"Unit!), Jean&Pascal Sirven +AJT) et moi&

m#me. Dans le cadre de la mission d!finie par la Direction G!n!rale de l"Institut, et en 

accord avec Ph.2Joudrier, j"organise le calendrier de progression de l"Unit! vers une premi%re 

!tape que constitue la ma-trise de la fiabilit! et de la tra,abilit! des travaux de recherche. 

Mon engagement dans cette initiative structurante correspond * une conviction personnelle 

de l"int!r#t de cette d!marche dont les retomb!es sont imm!diatement perceptibles. Je me 

suis attach! * ce que tous les membres de l"Unit! se trouvent impliqu!s * diff!rents niveaux 

et que leurs actions soient valoris!es. Ainsi, les imp!ratifs de la d!marche AQR ont !t! 

d!battus en r!union et un premier tableau de marche a !t! propos!. Des membres de 

l"$quipe ont suivi les formations n!cessaires et des r!alisations concr%tes ont !t! obtenues. 

Nous avons r!alis! :

& base de donn!es de l"inventaire complet du mat!riel du laboratoire, avec localisation 

de la documentation technique, fiche de vie et calendrier de maintenance pr!ventive.

& base de donn!es des pipettes automatiques, avec fiche de vie, personne responsable, 

localisation et limite d"utilisation.

& intranet .protocoles/ qui permet de consulter les protocoles exp!rimentaux 

disponibles * l"Unit!. Chaque personne de l"Unit! a r!dig! quelques protocoles qui ont !t! 

mis en forme par la cellule AQR puis valid!s par les personnes du laboratoire.
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( A l"!chelle du Campus et dans une optique de mutualisation, j"ai organis! un 

groupe de travail pour d!finir un cahier des charges d"une base de donn!es pour la gestion 

des produits chimiques. Cette base a !t! d!velopp!e par l"$quipe d"Informatique de Centre 

pour #tre utilisable par toutes les unit!s du Campus. Elle a !t! mise en service le 19 Juillet 

2003, elle comporte d!j* plus de mille r!f!rences. Elle est utilis!e par plusieurs unit!s du 

centre de Montpellier ainsi que sur d"autres centres INRA. J"ai assur! le retour d"exp!rience 

pour faire !voluer cette base et l"adapter aux besoins des autres centres.

( Au niveau national, je participe au groupe de travail qui d!finit les logiciels et 

bases de donn!es qui seront utilis!s pour l"AQR * l"INRA ainsi qu"* la d!finition du contenu 

de la formation qualit! que re,oit chaque unit! de recherche.

Commission Informatique du Campus. J"assure la pr!sidence de la Commission 

Informatique du Campus +CIC). La CIC a pour mission de piloter et d"assister l"$quipe 

d"Informatique Collective +EIC) dans le choix de ses orientations strat!giques. Elle facilite la 

remont!e d"informations depuis les utilisateurs et veille * maintenir la coh!rence entre 

l"action de l"EIC et les besoins des utilisateurs. Son fonctionnement est permanent +mailing 

list) et est rythm! par des r!unions trimestrielles. Chaque r!union donne lieu * la r!daction 

d"un compte rendu disponible sur l"intranet. La performance de la CIC et de l"EIC peut #tre 

mesur!e par la satisfaction des 2900 utilisateurs du r!seau local auxquels sont offerts un 

service fiable, des logiciels vari!s, des espaces de stockage s!curis!s et une permanence 

t!l!phonique.

Jury. Pour la campagne de recrutement 2005, j"ai pr!sid! un jury de concours. Nous avons 

recrut! trois Techniciens de Recherche. L"investissement peut #tre !valu! * deux semaines 

ETP. J"ai appr!ci! de r!ussir * ma-triser les contraintes administratives pour permettre au 

jury de travailler sereinement * la recherche des candidats les plus adapt!s aux trois postes 

propos!s.

Labellisation des fournisseurs scientifiques. La rigueur du processus de commande est 

tr%s mal v!cue par les chercheurs. La direction financi%re de l"INRA a lanc! un chantier 

visant * simplifier et optimiser les commandes de mat!riels et consommables de laboratoires. 

A. Faur! +DIFAC/SA) et A. Demichel +SDAR/SAM) m"ont demand! de les aider * d!finir les 

crit%res de labellisation. Cette r!forme, coupl!e avec le d!ploiement de la carte d"achat, va 

r!ellement am!liorer la vie des unit!s tout en permettant une grande !conomie par la 

rationalisation qu"elle induit.
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LISTE DES PUBLICATIONS

Synth"se publim$trique%

Revue Nombre d"articles 

dans la revue

Facteur 

d"impact*

Rang parmi 

les auteurs
Eur. J. Biochem. 3 3,35 1/6, 3/5 et 3/7
Planta 1 2,92 2/4

Biochem. Biophys. Res. Comm. 1 3,58 2/7
Prot. Engineering 1 2,95 1/7
Protein Exp. Purif. 2 1,46 1/7 et 2/7

Biotech. Techniques 1 0,7 1/5

Biochimie 1 2,32 3/3
J. Agric. Food Chem. 1 1,57 1/4

C.R. Acad. Sci. 1 0,74 1/6
Biochemistry 1 4,11 11/12

J. Biol Chem. 1 7,26 2/4

J. Chrom. B 1 1,91 1

Acta Cryst. D 1 2,12 4/5
Biotech. Adv. 1 1,57 3/4
Biochem. J. 1 4,28 4/9

+* facteur d"impact de l"ann!e suivant la publication)

 A% Publications scientifiques

1)  Schmitter, J.M., Jacquot, J.P., de Lamotte, F., Beauvallet, C., Dutka, S., Gadal, P., and 

Decottignies, P. 1988. .Purification, properties and complete amino acid sequence of 

the ferredoxin from a green algae, C. reinhardtii./ Eur. J. Biochem. 172, 405&412.

2) Huppe, H.C., de Lamotte, F., Jacquot, J.P. and Buchanan, B.B. 1990. .The ferredoxin&
thioredoxin system of a green alga, C. reinhardtii./ Planta. 80 +3), 341&351.

3) Jacquot, J.P., de Lamotte, F., Fontecave, M., Sch4rmann, P., Decottignies, P., Miginiac&
Maslow, M. and Wollman, E. 1991. .Human thioredoxin reactivity. Structure function 

relationship/. Biochem. Biophys. Res. Comm. 173, 1375&1381.

4) de Lamotte, F., Miginiac&Maslow, M. Decottignies, P. Stein, M., Minard, P. and Jacquot, 

J.P. 1991. .Mutation of a negatively charged amino&acid in thioredoxin modifies its 
reactivity with chloroplastic enzymes/. Eur. J. Biochem. 196, 287&294.

5) de Lamotte F, Pruvost C, Minard P, Delsuc MA, Miginiac&Maslow M, Schmitter JM, Stein 

M, Decottignies P. 1997. Structural and functional roles of a conserved proline residue 
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C% Documents , vocation de transfer*

Breve*

Gautier MF, Lullien&pellerin V, de Lamotte F, Joudrier P, 1994. Thior!doxines h de bl! tendre 

et de bl! dur et prot!ines pr!sentant des similitudes, fragments d"ADN codant pour 

ces prot!ines et proc!d!s d"obtention. 26/7/1994 N°94 09235 FR 55581 E

Transfert vers l&industri+

Compte tenu des travaux que je m%ne au sein de l"Unit!, Pharmacia Biotech +maintenant  

GE HealthCare) a souhait! que nous !tablissions un partenariat scientifique et 

technique.  Cette collaboration se poursuit depuis 1998 et porte sur l"am!lioration des 

m!thodes de purification et d"analyse des prot!ines.

L"incubateur d"entreprises du campus accueille Certivin, une entreprise innovante dans le 

domaine de la tra,abilit! des produits alimentaires liquides. Dans le cadre d"une 

collaboration scientifique, nous avons con,u une m!thode de purification originale des 

traces d"ADN contenu dans le vin et dont le brevet est en cours de r!daction avec F. 

Moreau et JF. Ballester.

Formation Permanent+

Joudrier P., de Lamotte F, Gautier  M&F, Alary R. Stage de Formation Permanente : 

Introduction * la biologie mol!culaire +5 jours) cours et TP : Campus INRA/ENSA de 

Montpellier +depuis 1996).

Manifestations de vulgarisatio/

Science en F+te

1995 & Poster : Am!lioration de la qualit! des c!r!ales.

1996 & Animation du stand INRA + 2 posters.

( Des mol!cules impliqu!es dans la qualit! des produits c!r!aliers. 

( Comparaison des g!nomes ; diff!rentes fa,ons de repr!senter les prot!ines et l"ADN. 
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1997 & Poster : D!veloppement de m!thodes de d!tection d"OGM.

1998 & Poster : Am!lioration de la tol!rance * la s!cheresse chez les c!r!ales.

Accueil de classes de 1%re et terminale scientifique avec conf!rence, visite du labo et 

d!monstrations.

.La mod!lisation num!rique/, film de vulgarisation scientifique. D!cembre 2005. 

Sc!nario de Marie&Odile Monchicourt, R!alisation D. Avril et A. Lejardinier.
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TRAVAUX DE RECHERCHE

%tude des relations structure ' fonction

des prot!ines v!g!tales

Avant-propos 

Lors de mon cursus universitaire à Orsay, j’ai eu l‘opportunité de suivre des 

enseignements variés, tous (ou presque ...) dispensés avec passion. Ces professeurs 

m’ont conforté dans mon amour de la Science, avec un intérêt tout particulier pour 

l’étude des systèmes complexes : la compréhension du fonctionnement de la cellule, de 

l’organe et de l’individu m’apparaissait alors riche de mille promesses !

J’ai lu avec intérêt les deux volumes du “Heller”, captivé par l’ingéniosité de nos 

aînés pour élucider le fonctionnement des plantes. Toutefois, déjà à l’époque, je 

ressentais une certaine frustration car l’analyse s’arrêtait à un niveau “descriptif”. Je 

rêvais de pouvoir descendre à un niveau “explicatif” (par la suite, j’ai appris qu’on 

disait “moléculaire”). Imaginer un instant qu’on puisse un jour visualiser la cascade 

d’interactions moléculaires qui va de l’application de l’acide abscissique à la chute des 

feuilles me comblait d’aise.

Comprendre cet enchaînement nécessite d’appréhender le fonctionnement de 

chacune des protéines impliquées, or ces fonctions sont portées par les structures 

tridimensionnelles des protéines. C’est là que tout devient plus compliqué ! En effet, il 

suffit de consulter les bases de données et d’y comparer l’abondance relative des 

structures primaires de protéines à celle des structures tertiaires pour mesurer la 

difficulté d’aborder la troisième dimension ! Même avec les progrès réalisés au 

tournant du millénaire, déterminer toutes les structures 3D de toutes les protéines 

étudiées semble hors de portée. On réalise alors le grand intérêt de construire une 

“Pierre de Rosette” qui fera correspondre structures primaires, structures tertiaires et 

fonctions. De même qu’on sait déjà traduire une séquence de nucléotides en une 

séquence d’acides aminés, il est primordial de percer les lois qui nous permettront de 

replier une séquence d’acides aminés en une structure tridimensionnelle. Nous 

pourrons ainsi, à moindre effort, obtenir les structures 3D in silico, en analyser le 

fonctionnement et les interactions. Cela est d’autant plus important en cette ère de post-

génomique qui voit s’accumuler des milliers de séquences inconnues, issues des 

programmes de séquençage systématique.

Dans les pages qui suivent, je décris les recherches auxquelles j’ai pris part ces 

dernières années. Avec le recul, on peut noter qu’à l’exception des deux années passées 

à Genève, tout ce que j’ai entrepris visait à comprendre, à son niveau le plus fin, 

comment de l’acide abscissique arrive à faire tomber les feuilles ...
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L"!tude des relations entre structure et fonction des prot!ines n!cessite des 

informations sur l"activit! biologique et sur la forme de ces prot!ines. Il faut donc accumuler 

des donn!es sur les prot!ines telles qu"elles fonctionnent dans la plante, et d!terminer la 

structure de certaines d"entre elles. Il est rare de pouvoir mener ces actions en parall%le et les 

pages qui suivent repr!sentent une illustration du type d"approche que j"ai men!e. Elles 

montrent une alternance entre purification, !tude physico&chimique, enzymologie, clonage, 

production en syst%me h!t!rologue, d!termination de structure ... avec comme but affich! 

de pouvoir relier motif structural et fonction. Mes travaux pass!s seront pr!sent!s en deux 

chapitres, mon projet de recherche sera d!crit dans un troisi%me chapitre.

I Photomodulation des enzymes chloroplastiques

( Ce travail a d!but! en 1986, par mon stage de DEA. Nous cherchions * expliquer 

comment les v!g!taux r!gulent leur m!tabolisme en fonction des conditions d"!clairement. 

Apr%s avoir isol! et !tudi! les prot!ines impliqu!es dans ce processus, j"ai cherch! * 

comprendre ce qui leur conf!rait une sp!cificit!. Pour cela, l"!tude des relations structure & 

fonction apparaissait d!j* comme n!cessaire et primordiale.

I A % Introductio/

( Les v!g!taux poss%dent la facult! d"utiliser directement l"!nergie du soleil pour 

fixer du CO2 et ainsi produire des compos!s organiques. La photosynth%se est le moteur 

essentiel du cycle du carbone et par l* m#me, la source de toute vie sur notre plan%te. Mais, * 

l"obscurit!, les plantes se comportent comme des #tres h!t!rotrophes et d!gradent des 

mol!cules organiques du type sucres en C6. Les cellules chlorophylliennes poss%dent ainsi la 

capacit! de r!aliser deux types de r!actions m!taboliques +autotrophe et h!t!rotrophe) 

n!cessaires au fonctionnement cellulaire tout au long du cycle circadien. On remarque qu"un 

fonctionnement simultan! de ces deux modes conduirait * des cycles futiles au cours 

desquels les compos!s n!osynth!tis!s seraient imm!diatement d!grad!s, compromettant le 

d!veloppement de la plante. Deux hypoth%ses ont !t! propos!es pour expliquer le 

fonctionnement concert! des deux modes de m!tabolisme.

( & l"activit! des enzymes chloroplastiques peut #tre modul!e par des variations du 

pH, de concentration en magn!sium ou en diff!rents substrats d!pendants de la lumi%re. 

Cependant, les !carts d"activit! observ!s ne rendent pas totalement compte de l"absence de 
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cycle futile. Des !tudes conduites avec des chloroplastes isol!s ont indiqu! que la lumi%re 

devait contr3ler plus directement l"activit! de certaines enzymes.

( & un mod%le repr!sentant un syst%me de photomodulation a !t! propos!. Il 

implique la modification post&traductionnelle d"enzymes cibles au niveau de ponts disulfure 

+figure 1). Ce syst%me d!pend de la cha-ne de transfert d"!lectrons photosynth!tique et 

comprend une s!rie de transporteurs r!dox stromatiques: la ferr!doxine +Fd), la ferr!doxine&

thior!doxine r!ductase +FTR) et les thior!doxines +TRX). La Fd est r!duite * la lumi%re et 

transmet des !lectrons * la FTR, qui r!duit * son tour les TRX par un !change thiols/

disulfure. Ces derni%res activent alors plusieurs enzymes du cycle de Benson&Calvin et 

inactivent au moins une enzyme du cycle oxydatif des pentoses phosphates +la G6PDH) et 

une enzyme de la glycolyse +la PRK). Ce mode de r!gulation constitue un m!canisme de 

commutation efficace du m!tabolisme h!t!rotrophe au m!tabolisme autotrophe +Buchanan, 

1980).

Figure 1: Photomodulation des enzymes chloroplastiques +d"apr%s B. Buchanan).

Sujet de l&#tud+

Les donn!es de la litt!rature concernant le syst%me Fd/TRX restaient fragmentaires 

mais indiquaient que ce syst%me pourrait #tre pr!sent chez tous les #tres photosynth!tiques. 

Chez les algues vertes, ni la FTR ni l"enzyme cible malate d!shydrog!nase * NADP +MDH * 

NADP), n"avaient !t! mises en !vidence. Nous avons donc entrepris la recherche de ces 

prot!ines chez l"algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii. Puis nous avons recherch!, 

dans des banques de mutants de C. & reinhardtii, une souche d!pourvue de FTR. Cette 

recherche ayant !t! infructueuse, nous avons  conclu qu"il serait plus efficace d"utiliser la 
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mutagen%se dirig!e pour cr!er des prot!ines modifi!es, afin d"!lucider leur sp!cificit! 

d"action. Nous avons r!alis! cette !tude sur les TRX, en raison du grand nombre de donn!es 

biochimiques et de la grande vari!t! de tests enzymatiques disponibles.

I B % !tude du syst-me ferr#doxine$thior#doxine de C. reinhardtii

I B 1 % Extraction, purification et analyse des prot#ines

( J"ai commenc! par purifier les prot!ines du syst%me Fd/TRX de C. reinhardtii. Les 

diff!rentes !tapes sont r!sum!es figure 2.

Figure 2 : Purification des prot!ines du syst%me Fd/TRX de C. reinhardtii

( La pur i f i ca t ion des 

prot!ines du syst%me Fd&TRX 

de C. re inhardti i a permis 

d " ! tab l i r que tous l e s 

composants de ce syst%me sont 

pr!sents dans cette algue verte. 

La Fd, la FTR et la TRX Ch2 

ont p7 # t re pur i f i!es * 

homog!n! i t! . Les masses 

mol!culaires et les propri!t!s 

spectrales de chacun de ces 

composants sont similaires * 

celles de leurs homologues des 

plantes sup!rieures +Tableau I). 

Une seconde forme de TRX 

+Ch1) et une enzyme cible, la 

MDH * NADP ont pu #tre 

mises en !vidence. C"!tait la 

premi%re fois que la MDH * 

NADP !tait mise en !vidence 

chez une algue verte.
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Tableau I : Prot!ines du syst%me Fd&TRX purifi!es * homog!n!it!

Prot!ine Taille +kDa) Absorbance max +nm)

TRX Ch2 12 280
Fd 20 280, 330 ,420, 460

FTR 12 et 14 280, 410

I B 2 % Propri#t#s fonctionnelles des prot#ines de C. reinhardtii  'pub 2%

MDH * NADP : Une activit! n"est d!tect!e que si la MDH * NADP est incub!e avec 

du DTT et des TRX. Les Km mesur!s sont de 0,2 mM pour l"OAA et de 0,03 mM pour le 

NADPH.

Syst%me reconstitu! de photoactivation : il est compos! de membranes de thylako6des 

et de transporteurs r!dox stromatiques +Fd, FTR, TRX) ainsi que de Na&ascorbate et de 

DCPIP comme donneurs d"!lectrons. Il s"approche de la r!alit! biologique et repr!sente un 

excellent test fonctionnel. L" activation est suivie en mesurant l"activit! de la MDH * NADP 

de C. reinhardtii +Tableau II). Le syst%me fonctionne in vitro avec les prot!ines de 

C. &reinhardtii et montre une certaine sp!cificit! : la substitution de l"une des prot!ines de 

C.&reinhardtii entra-ne une chute d"activit! de 60 * 901.

Tableau II : Propri!t!s du syst%me Fd&TRX

Fd FTR TRX MDH
Activit! mesur!e

+nmol NADPH ox!/min)

C. reinh C. reinh C. reinh C. reinh 330

x C. reinh C. reinh C. reinh 11

C. reinh x C. reinh C. reinh 12

C. reinh C. reinh x C. reinh 30

C. reinh C. reinh C. reinh x 18

%pinard C. reinh C. reinh C. reinh 48

C. reinh %pinard C. reinh C. reinh 29

C. reinh C. reinh %pinard C. reinh 100

C. reinh C. reinh C. reinh Ma,s 85

I B 3 % Analyse des structures primaires des prot#ines purifi#es 'pub 1%

( Les structures primaires de la Fd et des TRX Ch1 et Ch2 ont !t! d!termin!es. 

Les s!quences sont analys!es ci&apr%s. En effet, ces r!sultats ont conditionn! les choix des 

exp!riences de mutagen%se dirig!e que j"ai men!es par la suite.
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La ferr#doxine : La Fd est une prot!ine de faible masse mol!culaire * centre fer&soufre, 

que l"on trouve chez tous les organismes vivants. Elle joue un r3le central comme donneur 

d"!lectrons dans de nombreuses r!actions. Nous avons d!termin! la s!quence de la Fd qui se 

compose de 94 acides amin!s.

& Structure primaire de la Fd +avec les 32 r!sidus du peptide transit) :

1   MAMAMRSTFA ARVGAKPAVR GARPASRMSC MAYKVTLKTP SGDKTIECPA DTYILDAAEE

61  AGLDLPYSCR AGACSSCAGK VAAGTVDQSD QSFLDDAQMG NGFVLTCVAY PTSDCTIQTH

121 QEEALY

( La Fd de C. reinhardtii est l"une des plus petites Fd chloroplastiques connues, elle 

montre une forte homologie avec celles des algues S. quadricauda  et D. salina I et II alors 

qu"elle est aussi !loign!e des v!g!taux sup!rieurs que de B. maxima. Elle poss%de 6 r!sidus 

cyst!ine dont 4 sont impliqu!s dans la liaison avec le centre Fe&S. Aucune structure de Fd de 

v!g!taux sup!rieurs n"est disponible. Une seule structure de Fd de type chloroplastique 

82Fe&2S9, celle de la cyanobact!rie S. &platensis est disponible. Cette structure en tonneau est 

tr%s compacte, le centre Fe&S est situ! sur un bord de la prot!ine. 

Les thior#doxines : Deux TRX chloroplastiques ont !t! d!crites chez l"!pinard. L"une 

active pr!f!rentiellement la MDH * NADP +TRX m) alors que la fructose bisphosphatase 

+FBPase) est tr%s s!lectivement activ!e par la TRX f. La TRX f montre peu de similitude 

avec la TRX m et avec toutes les TRX caract!ris!es jusqu"* pr!sent. Elle est la seule * former 

un complexe stable avec son enzyme cible.

( Le peu de renseignements disponibles sur les TRX des algues vertes a pouss! 

P.2Decottignies * s!quencer les deux TRX Ch1 et Ch2. La forme Ch2 est compos!e de 106 

acides amin!s et sa masse mol!culaire calcul!e est de 11808 Da. C"est une TRX de type m.

& Structure primaire de la TRX Ch 2 +Les 34 premiers r!sidus forment le peptide transit) :

1   MALVARRAAV PSARSSARPA FARAAPRRSV VVRAEAGAVN DDTFKNVVLE SSVPVLVDFW 

61  APWCGPCRII APVVDEIAGE YKDKLKCVKL NTDESPNVAS EYGIRSIPTI MVFKGGKKCE 

121 TIIGAVPKAT IVQTVEKYLN 

( La TRX Ch 1 poss%de 111 acides amin!s. Elle n"active pas la FBPase et active la 

MDH * NADP avec une faible efficacit!. Elle poss%de le site actif caract!ristique des TRX 

+WCGPC) mais montre peu de similarit! avec Ch2 +291) ou les TRX f +311) et m +261) 

HDR ! F. de Lamotte   Page 23 / 56



d"!pinard. La thior!doxine Ch1 appara-t comme une thior!doxine de type h +thior!doxine 

impliqu!e dans des processus h!t!rotrophes).

& Structure primaire de la TRX Ch 1 :

1  GGSVIVIDSK AAWDAQLAKG KEEHKPIVVD FTATWCGPCK MIAPLFETLS NDYAGKVIFL 

61 KVDVDAVAAV AEAAGITAMP TFHVYKDGVK ADDLVGASQD KLKALVAKHA AA 

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

( La premi%re partie de ce travail a permis l"isolement, la caract!risation et le 

s!quen,age de plusieurs des prot!ines du syst%me Fd/TRX de C. & reinhardtii, confirmant 

l"existence de ce syst%me de photomodulation chez les algues vertes. Ce travail avait pour but 

* plus long terme d"obtenir des mutants du syst%me Fd/TRX afin d"en observer l"effet sur la 

photor!gulation du cycle de Benson&Calvin. L"analyse de mutants pr!existants s"!tant r!v!l!e 

infructueuse, j"ai entam! des exp!riences de mutagen%se dirig!e afin de cr!er des mutants de 

l"une des prot!ines du syst%me. Aucun g%ne de TRX de C. &reinhardtii n"!tait disponible, 

n!anmoins l"!tude des propri!t!s catalytiques et des s!quences des TRX permettait de 

supposer que la TRX d"E. &coli pouvait fournir un mod%le pour l"!tude de tels mutants. J"ai 

donc utilis! le g%ne trxA d"E. &coli pour des exp!riences de mutagen%se dirig!e. La premi%re 

!tape de ce travail a !t! la mise au point d"un syst%me de surexpression.

I C % Modification des thior#doxines par mutagen-se dirig#e 'pub 3, 4%

( En 1988, la mutagen%se dirig!e d!butait. J"ai eu la chance de rencontrer Ph. 

Minard, enseignant * Orsay, qui revenait d"un stage dans un laboratoire pionnier dans ce 

domaine.

I C 1 % Le syst-me de surexpressio/

( Pour l"!tude de prot!ines modifi!es par mutagen%se dirig!e, il est primordial de 

pouvoir obtenir une grande quantit! de prot!ine homog%ne. Nous avons construit un 

vecteur multi&copies, pFP1 +bas! sur le vecteur BlueScript, 200 copies/cellule), portant le 

g%ne bact!rien trxA, sous le contr3le de ses s!quences de r!gulation. Ce choix autorisait la 

production d"une prot!ine non fusionn!e. La souche TG 2 a !t! transform!e avec pFP1 et a 

permis d"obtenir 60 mg de TRX par litre de culture.
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I C 2 % Choix des mutations

( Le choix des acides amin!s * modifier a !t! fait d"apr%s les donn!es biochimiques 

disponibles et apr%s comparaison des diff!rentes structures primaires publi!es. Les mutants  

se r!partissent en trois cat!gories qui correspondent * la structuration de la prot!ine, au 

fonctionnement du site actif et aux interactions avec les prot!ines cibles. On notera qu"il est 

tr%s avantageux de disposer de la structure 3D de la TRX d"E. coli afin de localiser chaque 

acide amin!, et donc de pouvoir affiner les choix.

Mutant P40A : remplacement de la proline 40 par une alanine. Cette proline, 

conserv!e chez toutes les TRX connues, se situe au milieu de l"h!lice !2 +Fig. 3). Cela peut 

avoir des r!percussions importantes sur la structure de la prot!ine. J"ai remplac! la proline 

par une alanine, petit r!sidu compatible avec la structuration habituelle des h!lices !.

Mutant K36M : remplacement de la lysine 36 par une m!thionine. Il est propos! que 

cette lysine stabilise l"ion thiolate de la cyst!ine 32 du site actif. Son remplacement par un 

r!sidu neutre et d"encombrement voisin devait permettre d"!tayer cette hypoth%se.

Mutants D61N et K96M : remplacement de l"aspartate 61 par une asparagine et de la 

lysine 96 par une m!thionine. : l"exception de la TRX f, toutes les TRX poss%dent un r!sidu 

charg! en position 61 et 96. Or, la TRX f est la seule * former un complexe stable avec son 

enzyme cible.

Figure 3 : Structure tridimensionnelle de la TRX d" E.coli. +d"apr%s Holmgren).

On notera l"aspect .rustique/ 

de cette vue. : cette !poque, 

l "acc% s * l " in format ion 

tridimensionnelle !tait tr%s 

difficile. 
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I C 3 % Production et purification de la prot#ine mut#e D61N

( La TRX recombinante est obtenue par extraction * la presse de French, 

sonication, choc thermique, fractionnement par le sulfate d"ammonium puis deux !tapes de 

chromatographie. Ce protocole a permis d"obtenir 120 mg de thior!doxine pour deux litres 

de culture bact!rienne. Cette pr!paration a !t! utilis!e pour une !tude comparative avec la 

prot!ine sauvage +WT) obtenue dans les m#mes conditions.

I C 4 % Caract#risation du mutant D61N

& Caract!risation physico&chimique : elle consiste en une v!rification de la mutation et 

une premi%re analyse de son impact sur la prot!ine. Les analyses en CLHP, IEF et 

l"!lectrophor%se en conditions non d!naturantes confirment la diff!rence de charge.

& Caract!risation biophysique : l"impact de la modification a !t! analys! par 

fluorescence et dichro6sme circulaire. La fluorim!trie ne r!v%le aucune diff!rence, sugg!rant 

qu"il n"y a pas de modification importante dans l"environnement du Trp 28, responsable de 

l"!mission de fluorescence. Par dichro6sme circulaire, aucune diff!rence significative n"a !t! 

observ!e, sugg!rant que la substitution de l"Asp 61 n"a pas modifi! les structures IIaires.

& Propri!t!s catalytiques : j"ai utilis! trois types de r!duction2: le DTT, le NADPH 

avec la NADPH&TRX r!ductase +NTR) d"E. coli, et la FTR d"!pinard. Les TRX ainsi r!duites 

ont !t! utilis!es pour r!duire quatre cibles: le DTNB, l"insuline, la MDH * NADP de ma6s 

+cible de la TRX m) et la FBPase d"!pinard +cible de la TRX f). Ces tests ont r!v!l! des 

diff!rences d"efficacit! en faveur du mutant pour l"activation de la FBPase quand le DTT 

fournit le pouvoir r!ducteur +Tableau III). Ceci confirme l"hypoth%se de d!part d"un r3le 

n!faste de la charge port!e par l"Asp61 pour l"interaction avec la FBPase. Un r!sultat moins 

pr!visible est la meilleure efficacit! du mutant dans l "activation des enzymes 

chloroplastiques +MDH * NADP et FBPase) dans le syst%me reconstitu!. Cette meilleure 

efficacit! s"explique par une am!lioration de l"interaction entre TRX et FTR.

Tableau III : Effet de la mutation D61N

R!ducteur Cible Effet Conclusion

DTT MDH 0 Interaction 

TRX/FBPaseDTT FBPase +

FTR MDH + Interaction 

TRX/FTRDTT MDH 0

HDR ! F. de Lamotte   Page 26 / 56



I C 5 % Caract#risation du mutant P40A 'pub 5%

( Pour ce mutant, la proline situ!e dans l"h!lice !2 avait !t! remplac!e par une 

alanine. Je souhaitais analyser l"impact sur la structure de l"h!lice et sur le fonctionnement de 

la prot!ine. Or les comportements enzymatiques de P40A et de la prot!ine sauvage !taient 

identiques. J"avais r!alis! les m#mes tests que pour D61N, seule l"analyse en fluorescence 

faisait appara-tre une diff!rence. Il nous avait !t! impossible d"interpr!ter ces r!sultats. 

Ainsi, lorsque j"eus l"opportunit! de collaborer avec le Centre de Biochimie Structurale +cf. 

II A) pour l"!tude des TRX de bl!, je leur proposais de r!soudre ce myst%re. Avec C. Pruvost, 

nous avons mod!lis! la structure de P40 A +fig. 4) afin de pouvoir donner un sens * mes 

observations. La mod!lisation consiste en un remplacement des atomes de la proline par 

ceux de l"alanine, suivi par une phase de calcul de minimisation d"!nergie.

Figure 4 : Structure mod!lis!e de P40A en rouge +cha-ne lat!rale de l"Ala 40 en cyan) et 
structure de la TRX sauvage en bleu +cha-ne lat!rale de la Pro 40 en jaune).

P40A diff%re peu de WT, le rmsd est de 

1.5 ;. La diff!rence majeure est l"h!lice 

!2 qui est plus rectiligne, l"angle form! 

par cette h!lice passant de 59° * 13°. Ce 

redressement induit un d!placement du 

site actif de 6 ; sans en modifier la 

s t r ucture in ter ne . Les contact s 

hydrophobes impliquant le tryptophane 

31 et la boucle entre <2 et !3 ont !t! 

supprim!s. W31 devient accessible au 

solvant, ceci explique les r!sultats de 

fluorim%trie. Ces calculs permettent 

!galement de pr!dire que P40A sera moins stable et plus hydrophobe que WT. Ceci a !t! 

v!rifi! par chromatographie d"interaction hydrophobe et par d!naturation m!nag!e par le 

chlorure de Guanidine suivie par fluorescence * 340 nm; le =Go passe de 8.9 * 6 kcal / mol. 

Ainsi, contrairement * notre hypoth%se, la proline qui courbe l"h!lice !2 n"a pas d"effet 

d!stabilisant global. Cela peut s"expliquer par un effet local d!favorable sur l"h!lice et un 

effet favorable plus important par optimisation des contacts hydrophobes. On voit bien ici 

qu"une r!ponse plus pr!cise et mieux argument!e a !t! apport!e par un travail 

pluridisciplinaire.
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I D % Discussio/

( Ce travail a permis l"isolement et la caract!risation des diff!rents composants du 

syst%me ferr!doxine&thior!doxine chez C. reinhardtii, et donc de faire le lien entre les 

r!sultats obtenus chez les cyanobact!ries et chez les v!g!taux sup!rieurs. Il !taye la th%se de 

l"universalit! de ce syst%me au sein du r%gne chlorophyllien. Les possibilit!s d"!tudes 

g!n!tiques et les techniques de transformation disponibles d!signent C. reinhardtii comme 

un organisme particuli%rement int!ressant pour une !tude mol!culaire de ce syst%me.

L"une des composantes du syst%me de photomodulation, la thior!doxine, est une 

prot!ine ubiquiste impliqu!e dans une grande vari!t! de processus biologiques. Nous avons 

abord! l"!tude des relations structure&fonction de cette prot!ine par des exp!riences de 

mutagen%se dirig!e. Un syst%me de surexpression tr%s efficace a !t! d!velopp!.

L"analyse fonctionnelle de D61N permet d"affirmer que le mod%le choisi est satisfaisant, 

dans le sens o> la mutation analys!e se conforme * l"hypoth%se pos!e pour son choix. De 

plus, la modification effectu!e affecte la r!activit! avec la r!ductase de plante +FTR) mais 

pas avec celle de bact!rie +NTR), renfor,ant ainsi la port!e de nos observations. La mise en 

!vidence de l"importance du r!sidu 61 dans l"interaction de la TRX avec deux enzymes du 

chloroplaste est un apport incontestable de la mutag!n%se dirig!e dans l"!tude de la 

photomodulation. Elle pourra #tre compl!t!e par des !tudes biochimiques plus directes de 

l"interaction TRX & FTR et par l"analyse des autres mutants.

L"analyse de P40A a n!cessit! d"!largir encore le cercle des collaborations. L"effet sur la 

fonction reste faible voir nul, alors que la structure est modifi!e, au moins localement. On 

voit ici la plasticit! de la structure d"une prot!ine comme la thior!doxine. On note 

!galement la n!cessit! d"avoir acc%s * des donn!es structurales pr!cises.

( L"analyse entreprise ici a !t! !tendue aux autres prot!ines du syst%me. Ainsi, les 

structures des diff!rentes prot!ines du syst%me ont !t! d!termin!es et les variations de la 

structure de la MDH * NADP lors de son activation ont !t! d!taill!es.
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( Encadrement : Cette p!riode de ma vie de +jeune) chercheur est plus propice * 

#tre encadr! qu"encadrant, cependant, vers la fin de ma th%se, j"ai eu la chance de participer 

aux premi%res exp!riences de mutagen%se dirig!e en France. Ceci m"a amen! * transmettre 

ce savoir faire naissant, soit * des stagiaires au laboratoire +une post&doc Argentine qui a 

int!gr! l"!quipe comme ma-tre de conf!rence, un !l%ve de l"$cole Polytechnique et une 

!tudiante de DEA qui a poursuivi mon travail en th%se), soit sous forme de cours +DEA) ou 

de conf!rences.

( Collaborations : Ce travail a n!cessit! de faire appel * des comp!tences 

ext!rieures. Cela fut donc l"occasion de cr!er ou de renforcer des collaborations avec, 

notamment le laboratoire de biochimie de l"$cole Polytechnique et le laboratoire 

d"enzymologie physico&chimique et mol!culaire d"Orsay.
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L"approche pluridisciplinaire requise pour l"!tude des relations structure & fonction 

s"est amplifi!e apr%s mon arriv!e * l"INRA de Montpellier, au sein de l"Unit! de Biochimie et 

Biologie Mol!culaire des C!r!ales. Ce laboratoire a pour mission d"am!liorer la qualit! des 

produits * base de c!r!ales et !tudie notamment les syst%mes d"oxydo&r!duction du grain de 

bl! et une famille de prot!ines interagissant avec les lipides : les LTP +Lipid Transfer Protein).

II  Relations structure $ fonction des prot#ines du grain de bl.

Notre !quipe a pour mission d"!tudier les bases de la qualit! des produits issus de 

c!r!ales. Les propri!t!s de ces produits d!pendent de la quantit! et de la qualit! des 

fractions prot!iques du gluten ou de celles des lipides ou des polysacharrides pr!sents dans la 

mati%re premi%re. La qualit! du produit d!pendra des interactions entre ces diff!rents 

constituants.

II A % Introductio/

Nos programmes de recherche s"articulent autour de deux approches principales :

G!nomique fonctionnelle, avec l"analyse du transcriptome du grain en cours de 

d!veloppement et la recherche des g%nes candidats impliqu!s dans la qualit!.

$tude des relations structure & fonction des prot!ines du grain.

Pour cette seconde approche, les !tudes se focalisent sur des cibles identifi!es lors de 

tests technologiques ou lors de l"!tude g!nomique et se r!partissent comme suit :

Les interactions prot!ines/prot!ines. Les syst%mes enzymatiques qui r!gissent les 

!changes thiol / disulfure sont !tudi!s : notamment le syst%me glutathion r!ductase +GR) et 

le syst%me thior!doxine NADP&d!pendant +NTS). Le NTS est le seul syst%me connu capable 

de r!duire significativement les sous&unit!s glut!nine de haut poids mol!culaire. Lors de 

pr!c!dents travaux, l"impact du NTS sur la qualit! des produits * base de c!r!ales ou sur la 

neutralisation d"allerg%nes alimentaires a !t! d!montr! +Kobrehel et al. 1992).

Les interactions prot!ines/lipides. $tude de petites prot!ines riches en cyst!ine 

+PPRC) qui interagissent avec des lipides, notamment les LTP +Lipid Transfer Protein)  de 7 

et 9 kDa. Parmi les composants de la p'te qui interagissent avec les lipides, les LTP non 

sp!cifiques ont un r3le important. Leur pouvoir de stabilisation des interfaces air/eau leur 

HDR ! F. de Lamotte   Page 30 / 56



conf%re un r3le potentiel important en technologie +Douliez et al. 2000). Les r!sultats d"un 

grand nombre d"exp!riences r!alis!es in planta et la d!monstration in vitro de leur capacit! * 

interagir avec un large spectre de lipides et d"acides gras en ont fait de bons candidats pour 

expliquer des ph!nom%nes aussi vari!s que la synth%se de la cutine et de la sub!rine, la 

r!sistance aux pathog%nes ou la mobilisation des lipides. Si les LTP semblent impliqu!es 

dans de nombreuses r!actions, l"explication d!taill!e de leur mode d"action reste * !tablir. Il 

nous a donc sembl! judicieux d"entamer des !tudes de relations structure & fonction sur les 

LTP de bl!. Nous avons !tudi! pr!f!rentiellement les LTP de 7 kDa +LTP de type 2) pour 

lesquelles aucune structure n"!tait disponible.

Il est important de souligner que les PPRC et les prot!ines de r!serve sont r!duites par 

le NTS et qu"elles deviennent alors susceptibles d"interagir entre elles par cascade r!dox pour 

participer * la formation du r!seau prot!ique que constitue une p'te. Les !tudes du NTS et 

des PPRC sont donc compl!mentaires.

II B % !tude des thior#doxines h de Triticum aestivum 'pub 6, brevet% 

: mon arriv!e * Montpellier en 1993, j"ai repris l"!tude des thior!doxines. Le Centre de 

Biochimie Structurale +CBS) venait d"#tre cr!! * la Facult! de Pharmacie de Montpellier et 

ses chercheurs, * l"image de Marc Andr! Delsuc et Th!r%se Malliavin, recherchaient des 

prot!ines * !tudier. Je leur proposais d"!tudier les thior!doxines cytoplasmiques du bl! 

+TRX h). C"est ainsi que d!buta une collaboration fructueuse qui continue encore 

maintenant.

II B 1 % Caract#risation de la  TRX h  de Triticum aestivu0 

La production de la TRX h de bl! +TrxTa) a !t! entreprise dans E.&coli +vecteur pET). La 

prot!ine recombinante obtenue a r!v!l! un comportement particulier de la thior!doxine de 

bl! par rapport aux thior!doxines pr!c!demment !tudi!es. TrxTa ne montre pas la m#me 

thermostabilit! que la plupart des thior!doxines; de plus, elle tend * s"agr!ger avec d"autres 

prot!ines de la bact!rie lors de la purification. Ces diff!rences pourraient s"expliquer par le 

fait que TrxTa diff%re de la plupart des thior!doxines connues par une extension N&terminale 

d"une vingtaine de r!sidus.

J"ai r!alis! l"analyse du comportement enzymatique de TrxTa et de son interaction avec 

la NADPH Thior!doxine R!ductase ou de prot!ines cibles. La purification de la prot!ine 

recombinante a permis de g!n!rer un anticorps sp!cifique permettant de suivre l"!volution 

de la thior!doxine h lors de la maturation et la germination du grain et d"!tudier son 

polymorphisme dans divers cultivars.
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II B 2 % Analyse structurale de la TRX h  de T. aestivu0 

Ma collaboration avec le CBS avait comme but affich! de d!terminer la structure de la 

thior!doxine h du bl!. TrxTa se compose de 127 r!sidus et appara-t comme l"une des plus 

grande TRX !tudi!e jusqu"ici. Elle poss%de 19 r!sidus de plus que la TRX de E. coli. Une 

comparaison de s!quence montre que les r!sidus suppl!mentaires de TrxTa sont situ!s en 

partie N&terminale. Le reste de la s!quence +r!sidus 20 * 127) montre une forte similitude 

avec les TRX h connues +371 de similarit! avec la TRX humaine). L"int!r#t de cette !tude 

r!side dans le positionnement dans l"espace de cette extension N&terminale. H!las, bien que 

le g%ne de TrxTa ait !t! clon! et la prot!ine produite dans E. coli, la production de la prot!ine 

homog%ne pour les exp!riences de RMN s"est av!r!e difficile. J"ai r!ussi * purifier 

suffisamment de TRX de bl! pour d!buter des exp!riences de d!termination de structure. 

C.2Pruvost a p7 attribuer 301 des syst%mes de spin. La d!termination de la structure de 

cette prot!ine n!cessitait la production d"une prot!ine marqu!e par des isotopes stables. 

Ceci nous a pouss! * adopter d"autres m!thodes de production et de purification des 

prot!ines recombinantes qui sont d!crites en IID. Parall%lement, C. Pruvost a poursuivi sa 

th%se avec la mod!lisation de TrxTa.

Construction du mod-l+

Deux possibilit!s pour la construction du mod%le ont !t! retenues :

• Construction par pr!diction de structure IIaire. La s!quence de TrxTa est trait!e selon 

la m!thode SOPM +Self Optimized Prediction Method) qui  fait correspondre la s!quence 

* une structure probable par un traitement statistique des bases de donn!es de structure. 

Cette m!thode permet de retrouver les structures IIaires des TRX h pour les r!sidus de 20 * 

106. Les parties terminales sont mal d!finies, notamment la r!gion 1&26 qui nous int!resse.

• Construction par homologie de structure. Cette m!thode se rapproche de la 

recherche d"homologie de s!quence au d!tail pr%s que l"alignement est r!alis! en trois 

dimensions. On cherche * plaquer la s!quence de TrxTa sur une structure 3D de TRX h 

d!j* connue +ici, la TRX humaine). La premi%re phase est un alignement des s!quences 

primaires. La seconde phase est le positionnement du squelette de TrxTa sur la structure 

3D connue. Dans un troisi%me temps, les calculs sont men!s avec l"application des 

contraintes de distances pour tous les atomes. Les structures possibles sont ensuite 

soumises * une !tape de minimisation d"!nergie. La structure retenue est montr!e figure 5.
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Figure 5 : Structure mod!lis!e de la thior!doxine h de bl!.
Le diam%tre du tube refl%te le degr! d"incertitude de la structure.

( Cette structure n"est qu"un 

mod%le, mais elle pourra #tre 

u t i l i s!e lo r s de l " ! tape 

d "attribution des donn!es de 

RMN. On note ici les limites des 

m!thodes disponibles dans la 

premi%re partie des ann!es 1990. 

Les recherches men!es dans des 

programmes comme le CASP 

+Computer Assisted Structure 

Prediction) ont, depuis, permis 

d"!normes progr%s.

II B 3 % !tude du polymorphisme des TRX h de T.aestivu0

Des travaux men!s au laboratoire ont montr! qu"il existe plusieurs isoformes de 

thior!doxine h et que celles&ci sont r!parties diff!remment selon les vari!t!s de bl!.

Avec M. Runquist, stagiaire post&doctoral, nous avons entrepris de mieux appr!hender 

la variabilit! des thior!doxines cytosoliques. Cette !tude s"int%gre aux !tudes structure & 

fonction, en effet, on peut s"attendre * ce que les isoformes pr!sentent des variations de 

structure, m#me faibles, que l"on pourra tenter de relier * des variations de fonction.

Nous avons d"abord mis au point une m!thode permettant de s!parer les diff!rentes 

isoformes par !lectrophor%se en conditions non d!naturantes. La d!tection est r!alis!e par 

immuno&empreinte avec l"anticorps dirig! contre TrxTa +cf. IIB1). Lors du stage post&

doctoral de C. Astier, nous avions montr! qu"il existait une forte variabilit! dans le nombre 

et dans le profil d"expression des formes de TRX h. Il semblait int!ressant de faire le lien 

entre ces diff!rences d"expression et la qualit! des bl!s +qualit! agronomique et 

technologique). Nous avons d!velopp! un protocole de purification de ces diff!rentes 

isoformes. Les isoformes sont co&purifi!es par choc thermique, fractionnement par le sulfate 

d"ammonium, chromatographies de filtration sur gel et d"!change d"anions puis sont s!par!es 
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par !change de cations. Cinq isoformes de thior!doxine h ont !t! isol!es. L"une correspond * 

TrxTa. En raison de la faible quantit! de thior!doxines pr!sente dans le mat!riel de d!part et 

de la d!gradation par des prot!ases, les quantit!s d"isoformes obtenues se sont r!v!l!es tr%s 

faibles. De ce fait, la caract!risation n"a pas !t! men!e * terme. La r!ussite de ce programme 

n!cessite d"am!liorer le sch!ma de purification.

L"obtention de la s!quence peptidique des isoformes devrait permettre leur clonage par 

le groupe de M&F Gautier. Les ADNc obtenus pourraient #tres utilis!s pour la production 

des isoformes recombinantes. Nous souhaitons disposer d"un syst%me reconstitu! in vitro 

pour analyser la sp!cificit! des isoformes comme il fut fait pour le syst%me FTR d!crit en I.

II C % !tude de la glutathion r#ductase du grain de bl# 'pub 10%

Il !tait connu depuis quelques dizaines d"ann!es que le glutathion change les propri!t!s 

rh!ologiques des p'tes, cependant, l"enzyme qui maintient le glutathion sous forme r!duite, 

la glutathion r!ductase +GR) avait !t! peu !tudi!e. Avec N. Vianey&Liaud, en th%se au 

laboratoire, nous avons purifi! et caract!ris! la GR de bl!. Nous avons d!montr! que 

l"enzyme est homo&dim!rique +2 x 60 kDa) et que son pHi est de 4,5. Son pH optimum 

d"activit! se situe entre 7,5 et 8 et ses constantes d"affinit! pour le glutathion et le NADPH 

ont !t! d!termin!es. L"obtention d"une enzyme homog%ne nous a permis d"obtenir des 

anticorps sp!cifiques avec lesquels nous avons p7 !tudier la variabilit! de la GR dans le genre 

Triticum et sa r!partition dans les diff!rents organes du grain. Nous avons d!tect! trois 

isoformes de GR. Leur expression varie au cours du d!veloppement du grain. Il serait 

int!ressant d"analyser le lien entre ces variations et des ph!nom%nes physiologiques li!s * la 

maturation. La n!cessit! de recentrer mon activit! m"a conduit * arr#ter les !tudes sur la GR.

II D % !tude des relations structure $ fonction des LTP de bl.

Tous les #tres vivants poss%dent des prot!ines qui interagissent avec les lipides. Ces 

interactions peuvent #tre une simple liaison temporaire, un transfert ou une catalyse. Elles 

influent sur divers processus biologiques en modifiant la composition des lipides ou en 

modulant leur disponibilit!. Les prot!ines impliqu!es dans ces processus peuvent #tre 

class!es en deux grandes cat!gories: celles sp!cifiques d"un lipide et celles capables 

d"interagir avec de nombreux substrats; on parle alors de prot!ines non sp!cifiques.
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II D 1% Les prot#ines de transfert de lipides animales

Chez les mammif%res, il existe une grande vari!t! de prot!ines interagissant avec les 

lipides. La plupart de ces prot!ines sont sp!cifiques d"un ou de quelques lipides. Elles ont des 

masses mol!culaires variant de 13 * 75 kDa et sont impliqu!es dans de nombreuses facettes 

du fonctionnement cellulaire +transport de lipides dans le plasma, signalisation cellulaire, 

activation de facteurs de transcription, synth%se des lipides).

Les bact!ries poss%dent des .acyl carrier proteins/ qui sont des prot!ines de masse 

inf!rieure * 10 kDa, sp!cialis!es dans la prise en charge des acides gras lors de leur synth%se 

puis dans leur transport jusqu"* leur site d"utilisation.

II D 2% Les prot#ines de transfert de lipides sp#cifiques des levures, 
champignons et plantes

Les levures La prot!ine SEC14 de la levure Saccharomyces cerevisiae est la prot!ine de 

transfert de lipides de la levure la mieux caract!ris!e. Elle est capable d"assurer un transfert 

inter membranaire de Phosphatidyl Inositol +PI) ou de Phosphatidyl Choline +PC) et joue un 

r3le essentiel dans le fonctionnement de l"appareil de Golgi.

Les champignons Des prot!ines sp!cifiques du transfert de phospholipides ont !t! 

identifi!es chez les champignons filamenteux. Neurospora crassa  poss%de une prot!ine de 38 

kDa capable de transf!rer PI et PC et Aspergillus oryzae poss%de une prot!ine cytosolique de 

19 kDa capable de transf!rer PI et PC. Chez les Oomyc%tes, les champignons pathog%nes du 

genre Phytophtora et Pythium sont incapables de synth!tiser leurs propres st!rols. Ils les 

pr!l%vent chez leur plante h3te par l"interm!diaire de prot!ines qu"ils s!cr%tent. Ces 

prot!ines de 10 kDa sont les !licitines.

Les plantes Les plantes poss%dent aussi des prot!ines assurant un transfert sp!cifique de 

certains phospholipides. Ce sont des prot!ines acides de 11 * 90 kDa qui ont !t! tr%s peu 

!tudi!es. L"existence de prot!ines sp!cifiques du transport de PC a !t! d!montr!e chez la 

pomme de terre +Kader, 1975) et le ricin +Tanaka et Yamada, 1982). Les prot!ines de soja 

Ssh1p et Ssh2p +Kearns et al., 1998) et la prot!ine AtSEC14 d"Arabidopsis +Jouannic et al., 1998) 

transportent sp!cifiquement le PI. Chez les v!g!taux, le PI est impliqu! dans la transduction 

de signaux induits par une multitude de stimuli +Stevenson et al., 2000). 
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II D 3% Les prot#ines de transfert de lipides non sp#cifiques 'nsLTP% des 
1#g#taux

Les prot!ines de transfert de lipides non sp!cifiques +nsLTP) ont !t! initialement d!finies 

par leur capacit! * transf!rer, in vitro, divers lipides entre deux membranes cellulaires +Kader 

et al., 1984). Elles sont d!sormais d!finies sur la base de la conservation de leur structure 

primaire et notamment au niveau des r!sidus cyst!ine. Les nsLTP appartiennent * la grande 

famille des prot!ines contenant le motif 8CM +eight&cysteine motif) caract!ris! par la 

pr!sence de 8 r!sidus cyst!ine dont les positions sont conserv!es.

Les r!gions entre les r!sidus cyst!ine ont !volu! ind!pendamment pour aboutir * des 

prot!ines de diff!rentes fonctions +Jos!&Estanyol et al., 2004). On note ainsi la pr!sence d"une 

cavit! hydrophobe chez les nsLTP, l"insertion d"!l!ments inhibiteurs chez les inhibiteurs de 

prot!ases, l"insertion d"!l!ments induisant le clivage prot!olytique chez les albumine&2S, 

l"addition d"un domaine amino&terminal riche en r!sidus proline conduit aux prot!ines 

hybrides riches en proline +HyPRP) ou l"addition d"un domaine carboxy&terminal qui permet 

un ancrage membranaire par l"interm!diaire du glycosylphosphatidyl inositol. 

II D 3 a% Les diff#rents types de nsLTP

Les nsLTP correspondent * la structure de base des prot!ines 8CM et sont class!es en 

trois types +nsLTP 1 * 3) en fonction de leur structure primaire. Les deux familles les mieux 

caract!ris!es sont les nsLTP de type 1 et 2 qui se diff!rencient notamment par leur masse 

mol!culaire. Un arbre phylog!n!tique permet de distinguer clairement les trois types de 

nsLTP parmi les Poac!es +Boutrot et al., 2005).

Les nsLTP de type 1 Les nsLTP de type 1 sont les LTP v!g!tales les plus !tudi!es. Ce sont 

des prot!ines d"environ 9 kDa. Ce sont des prot!ines basiques dont le point iso!lectrique se 

situe entre 10 et 11. Elles sont synth!tis!es sous forme d"une pr!&prot!ine avec un peptide 

signal qui dirige les prot!ines vers la lumi%re du r!ticulum endoplasmique +Madrid, 1991). 

L"ensemble des r!sidus cyst!ine est impliqu! dans la formation de 4 ponts disulfure.

Les nsLTP de type 2 Les nsLTP de type 2 se distinguent de celles de type 1 par une plus 

faible masse mol!culaire +7 kDa). La premi%re nsLTP de type 2 a !t! d!couverte lors de 

l"isolement et la caract!risation d"un ADNc d"orge. Elle est sp!cifiquement exprim!e dans la 

couche * aleurone de grains immatures +Jakobsen et al., 1989). Des prot!ines ont !galement 

!t! purifi!es * partir de bl! +Monnet, 1990 ; Monnet et al., 2001 ; Douliez et al., 2001c), 

d"abricot +Conti et al., 2001), de riz +Liu et al., 2002), de ma6s +Castro et al., 2003). Les nsLTP 

de type 2 sont synth!tis!es sous la forme de pr!&prot!ines. Elles sont aussi capables de 
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transf!rer des lipides. Chez le bl! et le riz, les prot!ines !tudi!es poss%dent un niveau de 

transfert plus !lev! que les prot!ines nsLTP de type 1 de la m#me plante.

Les nsLTP de type 3 L"!tude phylog!n!tique r!alis!e par Boutrot et al. montre que 

certaines nsLTP constituent un troisi%me type de nsLTP. Au moins dix&sept s!quences 

prot!iques correspondant * des nsLTP de type 3 sont disponibles dans la base de donn!es 

GenBank Protein Database. L"ensemble des s!quences prot!iques provient de l"analyse de 

transcrits ou de s!quences g!nomiques. Apr%s clivage de leur peptide signal, les prot!ines 

matures ont une masse mol!culaire comprise entre 6,45 et 7,92 kDa. Comme pour les nsLTP 

de type 1 et 2, la fonction physiologique des nsLTP de type 3 est inconnue. Cependant, 

comme tous les transcrits ont !t! isol!s * partir des anth%res de diff!rents v!g!taux, les 

nsLTP de type 3 pourraient poss!der une fonction sp!cialis!e au niveau des tissus 

reproducteurs m'les.

II D 3 b% Les lipides transport#s ou fix#s in vitro

La capacit! des nsLTP * transf!rer des acides gras et des phospholipides sans sp!cificit! 

de ligand a !t! d!couverte en 1985 par Rickers et al. Les nsLTP v!g!tales ont la capacit! de 

lier une grande vari!t! de compos!s lipidiques in vitro. Parmi ceux&ci, on trouve des acides 

gras, des phospholipides et des sphingolipides +pour revue voir Kader, 1996). De plus, pour 

un m#me compos! lipidique, des capacit!s de fixation variables sont observ!es selon les 

nsLTP. Du fait de la nature non covalente des liaisons qui existent entre les nsLTP et les 

compos!s lipidiques, le partenaire lipidique est perdu lors de la purification des nsLTP. La 

nature des lipides transport!s in planta est * ce jour inconnue.

II D 4% La structure tridimensionnelle des nsLTP

Les huit r!sidus cyst!ine sont impliqu!s dans la formation de 4 ponts disulfure. Les 

connections entre r!sidus cyst!ine sont cependant diff!rentes entre les deux types de nsLTP.

Quatre h!lices ! sont pr!sentes chez les nsLTP de type 1 et cinq chez les nsLTP de type 2. 

Ces h!lices ! s"enroulent pour former une structure en super&h!lice. Chez les nsLTP de type 

2, l"axe de cette super&h!lice d!finit une cavit! hydrophobe capable de prendre en charge un 

compos! lipidique. La cha-ne lipidique est ainsi orthogonale * l"axe des h!lices !. Au 

contraire, la plupart des cavit!s des nsLTP de type 1 pr!sente un axe parall%le * celui des 

h!lices !. Tout en permettant une plasticit! de la cavit! hydrophobe, les ponts disulfure 

assurent une grande stabilit! * la prot!ine face * des agents d!naturants, la chaleur ou des 

prot!ases +Lindorff&Larsen et Winther, 2001).
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Plasticit# de la cavit# hydrophob+

De nombreuses structures de nsLTP de type 1, complex!es ou non * une ou plusieurs 

mol!cules hydrophobes ont !t! d!termin!es. Si la structure g!n!rale est bien conserv!e, on 

peut noter des diff!rences importantes, tant dans la taille de la cavit! hydrophobe que dans 

la nature du compos! qui s"y cache +1,2&dimyristoylphosphatidyl&glyc!rol +DMPG), 

prostaglandine B2, lyso&myristoyl&phosphadidylcholine +LMPC), acide palmitique, acide 

caprique et l"acide ol!ique).

En absence de ligand, la taille de la cavit! hydrophobe des nsLTP1 pr!sente une forte 

variabilit! qui d!pend de la prot!ine. Le volume des cavit!s varie de 39 ;3 pour une nsLTP 

d"orge * 408 ;3 pour la LTP de ma6s +Lee  et al., 1998). Plusieurs !tudes montrent que la taille 

de la cavit! hydrophobe des nsLTP est modifi!e lors de la prise en charge des mol!cules 

hydrophobes volumineuses ou poss!dant des longues cha-nes acyl!es. Ainsi, le volume de la 

cavit! de la prot!ine nsLTP1 de bl! passe de 300 ;3 dans sa forme libre * 750 ;3 lors de la 

fixation de DMPG +Sodano et al., 1997) ou * 780 ;3 lors de la fixation de la prostaglandine B2 

+Tassin&Moindrot et al., 2000). La d!formation la plus importante est observ!e avec la ns&

LTP1 d"orge pour laquelle le volume de la cavit! passe de 39 ;3 dans sa forme libre * 620 ;3 

lors de la fixation de palmitoyl&CoA +Lerche et al., 1997). Seule une augmentation de 36 ;3 est 

observ!e lorsque l"acide linol!nique remplace l"acide caprique dans la cavit! de la prot!ine 

PLPT de ma6s +Han et al., 2001).

Peu de nsLTP de type 2 ont !t! isol!es et caract!ris!es, et seules trois structures 

tridimensionnelles ont !t! d!termin!es * partir de deux nsLTP2 de riz +Samuel et al., 2002) et 

de bl! +Pons et al., 2003 ; Hoh et al., 2005). La structure secondaire est caract!ris!e par la 

pr!sence de cinq h!lices ! qui d!finissent une structure tertiaire en super&h!lice +Pons et al., 

2003). Comme chez les nsLTP de type 1, quatre ponts disulfure stabilisent la structure.

Les nsLTP de type 2 sont des prot!ines plus compactes que celles de type 1, mais elles 

poss%dent une cavit! hydrophobe dont le volume est du m#me ordre que celui des nsLTP de 

type 1 +341 ;3 pour la prot!ine recombinante nsLTP2 de bl! complex!e avec un lyso&PG 

+Pons et al., 2003)). Les donn!es fournies par Hoh et al. +2005) indiquent que la nsLTP2 est 

capable de charger un second lipide dans une cavit! hydrophobe de taille plus r!duite. Cette 

cavit! de 130 ;3 se situe dans le prolongement de la cavit! principale et les deux cavit!s sont 

s!par!es par trois r!sidus leucine. Comme les nsLTP de type 1, les nsLTP2 de bl! pr!sente 

une plasticit! qui permet de moduler la taille de la cavit! hydrophobe.

En absence de donn!es biochimique ou structurale, il est impossible de d!terminer si les 

nsLTP de type 3 peuvent transf!rer des lipides et si elles pr!sentent une cavit! hydrophobe 

comme les nsLTP de type 1 et 2.
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II D 5% Les g-nes nsLtp

L"!tude des g!nomes v!g!taux indique qu"ils contiennent de nombreux g%nes nsLtp. M#me 

si la fonctionnalit! de tous les g%nes n"a pas !t! d!montr!e, l"!tude du g!nome de la plante 

mod%le Arabidopsis thaliana indique la pr!sence de onze g%nes codant des nsLTP de type 1, 

dix&sept de type 2 et trois de type 3. L"analyse des s!quences g!nomiques disponibles pour le 

g!nome du riz indique que treize g%nes codent des nsLTP de type 1 et douze des nsLTP de 

type 2. Chez le bl! tendre, des transcrits provenant de dix groupes de g%nes homologues 

codant des nsLTP de type 1 et six groupes codant des nsLTP de type 2 ont !t! caract!ris!s 

+Boutrot et al., 2005; Gautier et al., non publi!). La complexit! des familles de g%nes nsLtp 

soul%ve la question de savoir si chaque membre poss%de une sp!cificit! d"expression spatio&

temporelle et si la fonction physiologique des nsLTP est diff!rente.

Les g%nes nsLtp pr!sentent un large spectre d"expression spatiale. Certains g%nes 

pr!sentent une expression spatio&temporelle tr%s limit!e alors que d"autres sont exprim!s 

lors de tous les processus de d!veloppement et au sein de nombreux tissus. La diversit! des 

profils d"expression des g%nes nsLtp au sein d"une m#me plante soutient ainsi l"hypoth%se que 

les diff!rentes nsLTP auraient des fonctions physiologiques distinctes au sein d"une m#me 

plante voire d"un m#me organe.

Sujet de l&#tud+

Les nsLTP v!g!tales apparaissent comme un sujet id!al pour l"!tude des relations 

structure & fonction. A partir d"un motif structural commun relativement simple, elles 

offrent un polymorphisme important. La diversit! des structures, la complexit! des profils 

d"expression ainsi que la vari!t! des g%nes nsLtp sugg%rent que chaque membre de la famille 

multig!nique pourrait #tre impliqu! dans une fonction biologique distincte. Les fonctions 

biologiques propos!es ne sont cependant pas clairement d!montr!es et restent du domaine 

des hypoth%ses. Ce polymorphisme soul%ve plusieurs questions : pourquoi autant de g%nes 

diff!rents sont&ils exprim!s dans le grain pendant son d!veloppement? Quelle est la fonction 

des diff!rentes nsLTP? Est&ce que les nsLTP ont des fonctions sp!cifiques selon le stade de 

d!veloppement et/ou leur localisation tissulaire?

Nous tenterons de r!pondre * ces questions en d!veloppant des synergies entre 

g!nomique fonctionnelle et biochimie. Nous d!terminerons la structure tridimensionnelle 

de plusieurs nsLTP. L"!tude de ces structures, en parall%le aux !tudes de g!nomique, servira * 

fournir des hypoth%ses pour expliquer ce polymorphisme
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Tant la d!termination de la structure IIIaire que l"analyse des propri!t!s fonctionnelles 

requi%rent de grandes quantit!s de prot!ines. Nos exp!riences pr!c!dentes avaient r!v!l! 

des lacunes dans le syst%me de production employ!. Nous avons donc entrepris de nous 

doter d"un syst%me de production plus performant.

II E % D#finition d&un syst-me de production et d&analyse adapt# aux 
prot#ines du bl#  'pub 7, 8%

La production de prot!ines riches en cyst!ine dans E. coli pose deux probl%mes. Le 

cytoplasme bact!rien n"est pas un environnement favorable pour leur repliement de par son 

potentiel r!ducteur. Il ne dispose pas d"enzyme facilitant l"isom!risation des prolines ou le 

r!arrangement des ponts disulfures.

J"ai donc envisag! la production de prot!ines recombinantes dans la levure, eucaryote 

largement utilis! dans l"industrie alimentaire et qui devrait permettre un repliement correct 

des prot!ines de bl!. Apr%s des premiers essais d!cevants avec Saccharomyces cerevisiae, notre 

choix s"est port! sur Pichia pastoris qui offre de nombreux avantages.

• Le g%ne d"int!r#t est int!gr! dans le chromosome, il ne n!cessite donc pas de 

maintenir une pression de s!lection et sa s!gr!gation est mend!lienne.

• Le g%ne est plac! sous le contr3le d"un promoteur fort et inductible. Quand bien 

m#me la prot!ine surproduite serait toxique, il est possible de d!coupler la production de 

biomasse de la production de la prot!ine.

• P. pastoris peut #tre cultiv!e en fermenteur * une densit! cellulaire pouvant atteindre 

100 g de mati%re s%che par litre; ainsi, m#me si chaque cellule produit peu de prot!ine, la 

quantit! de prot!ine obtenue sera importante.

• La s!cr!tion d"un nombre limit! de prot!ines endog%nes par P. pastoris +moins d"une 

vingtaine) facilite la purification de la prot!ine d"int!r#t.

Au cours de la th%se de C. Klein, nous avons transf!r! l"ADNc de la LTP de 9 kDa de 

bl! dans un nouveau vecteur adapt! * la s!cr!tion dans P. pastoris. Cette prot!ine qui forme 

des agr!gats dans E. coli est ici s!cr!t!e sous forme soluble. Ceci permet d"envisager le 

passage * l"!chelle du pilote pour une production en grande quantit!.

Pour mener * bien la production de prot!ine en grande quantit!, nous avons !tabli une 

collaboration !troite avec une autre unit! du d!partement CEPIA, l"UMR IR2B. Nous avons 
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entrepris des cultures en fermenteur et l"optimisation des conditions de culture a permis 

d"obtenir plus de deux grammes de la prot!ine d"int!r#t par litre de culture.

J"ai explor! diff!rentes techniques pour purifier ces prot!ines. J"ai s!lectionn! la 

technique de chromatographie en lit fluidis! qui permet de passer de 3 litres de culture brute 

* 250 ml d"une solution de prot!ine purifi!e et concentr!e. Cette technique est transposable 

* des cultures de grands volumes de type industriel. Ce transfert est d"ailleurs facilit! par la 

collaboration que j"ai mise en place avec la soci!t! d!veloppant cette technique. Par 

comparaison avec le syst%me de production bact!rien, 22grammes de LTP ont !t! produits 

en une semaine de fermentation. De plus, par comparaison avec une m!thode de purification 

.classique/, la nouvelle m!thode permet de purifier la LTP en deux jours au lieu de 5 et avec 

un rendement bien sup!rieur  +Tableau IV).

Prot!ine 

Totale +mg.l&1)

LTP

+mg.l&1)

Puret!

+1)

Rendement 

+1)
Dur!e

Protocole

-classique.

Culture +2,1 L ) 807 571 71 100 Jour 1
concentration

Ultrasette 
770 537 69 94 Jour 2

precipitat
sulfate  ammonium

421 300 71 52 Jour 3

 fraction G25 238 182 76 32 Jour 4
S&Sepharose +34 ml) 61 59 > 97 10 Jour 5

Protocole 

lit fluidis!

Culture +700 ml ) 3042 750 25 100 Jour 1

Elution +250 ml) 477 476 > 98 63 Jour 2

Tableau IV : Comparaison de la m!thode classique +centrifugation&concentration&
chromatographies) avec la m!thode de chromatographie en lit fluidis!

II F % !tude structurale d&une nsLTP2 de bl# 'pub 11, 12,13, 16%

Les LTP1 +9kDa) ont !t! largement !tudi!es alors qu"il existait un d!ficit d"information 

concernant les LTP2 +7kDa). Aucune structure de LTP2 n"!tait disponible, nous avons donc 

appliqu! les avanc!es d!crites ci&dessus * l"!tude de ces LTP. Nous avons entrepris +en 

collaboration avec IR2B) de rechercher des conditions permettant de produire de la LTP 

72kDa marqu!e * l"azote 15 pour les exp!riences de RMN. La prot!ine est marqu!e * plus 

de 951 avec un rendement de production !lev! +516 mg de prot!ine purifi!e * partir d"un 

fermenteur de 400 ml). Le marquage 15N nous donne acc%s * une m!thode originale 

d"analyse par RMN +HSQC 15N = Heteronuclear Single Quantum Correlation).

Cette analyse permet d"obtenir des spectres en 10 min +au lieu de 10 heures). Nous 

pouvons donc analyser un nombre important d"!chantillons et de conditions physico&

chimiques. Elle ne n!cessite pas de purification pouss!e de la prot!ine. Les !chantillons issus 

du fermenteur ne subissent qu"une centrifugation pour l"!limination des cellules. Elle donne 
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des informations sur la quantit! de prot!ine produite et sur son !tat de repliement. Ainsi, 

pour la premi%re fois, il a !t! possible de suivre l"accumulation et le repliement de la prot!ine 

surproduite dans le fermenteur.

II F 1% D#termination de la structure IIIaire d&une LTP2 de bl# 'LTP 7.1%

C"est la premi%re fois que la structure 3D d?une LTP de cette famille est obtenue. De 

plus, cette structure montre la LTP en interaction avec un lipide +Fig 6). 

Figure 6 : Structures Iaire, IIaire et IIIaire de la LTP de type 2 de bl!

Structure Iaire

ACQASQLAVCASAILSGAKPSGECCGNLRAQQGCFCQYAKDPTYGQYIRSPHARDTLTSCGLAVPHC

Structure IIaire

 Structure IIIaire

( (

La Prot!ine est figur!e en CPK, les r!sidus acides en rouge, basiques en bleu

Le Lyso&Phosphatidyl&Glyc!rol est repr!sent! en licorice

Cette LTP diff%re sensiblement des LTP de type 1. Bien que plus petite d"une vingtaine 

de r!sidus, elle poss%de 5 h!lices2! +4 pour les LTP de type 1). Les h!lices amphiphiles 

forment une cavit! hydrophobe apte * recevoir un lipide. On note que l"entr!e de la cavit! 
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est compos!e de r!sidus basiques qui vont diminuer l"affinit! de la LTP pour les lipides * t#te 

basique et, a contrario, l"augmenter pour ceux * t#te acide, comme ici le lyso phosphatidyl 

glyc!rol +LPG).

L* encore, il appara-t que la structure permet de comprendre le fonctionnement. En 

effet, la disposition de ces r!sidus basiques explique la meilleure affinit! not!e pour  certains  

lipides * t#te acide. De plus, il est maintenant possible de mieux comprendre les tests 

d"affinit! men!s par C. Blanchart en !tude de fluorescence des tyrosines +la LTP 7 kDa est 

d!pourvue de tryptophane). La fluorescence est g!n!ralement utilis!e pour mesurer 

l"interaction prot!ine/lipide, et, par exemple, rechercher des ligands affins. Or, les 3 tyrosines 

sont situ!es au fond de la cavit! et ne voient leur environnement modifi! que pour des 

lipides dont la cha-ne grasse d!passe les 14 atomes de carbone. La fluorescence ne peut donc 

pas #tre utilis!e ici pour les lipides * courte cha-ne.

II F 2% Analyse dynamique de la structure tertiaire de la LTP 7.1

L"!tude d"une structure fig!e ne peut suffire * la compr!hension du fonctionnement des 

prot!ines. Une analyse dynamique s"av%re indispensable. Cela est devenu possible d%s que 

nous avons pu produire une prot!ine marqu!e 15N. Au cours du DEA de F. Vagner, des 

spectres HSQC ont !t! r!alis!s avec de nombreux lipides, dans des conditions de pH, de 

force ionique et de temp!rature vari!es. Cette analyse !tant men!e conjointement avec la 

d!termination de la structure tertiaire, nous pouvons r!aliser un v!ritable atlas de la 

prot!ine, soulignant les zones dont la stabilit! structurale est affect!e par la liaison avec tel 

ou tel lipide. Ceci permet donc de mesurer, r!sidu par r!sidu, les variations dans la 

dynamique de la prot!ine. De cela, il ressort que  la LTP de type 2 est form!e de 2 zones, 

l"une insensible * la ligandation, l"autre, sensible * la ligandation et au type de ligand. Ainsi 

semble se dessiner un m!canisme avec une zone rigide insensible et une zone .adaptative/ 

qui est diversement modifi!e par un large spectre de ligands. Ces variations de dynamique 

n"impliquent, * aucun moment, de passage par des !tats d!natur!s ou de molten globule.

Pour compl!ter ces travaux, il faudra !largir nos tests. En effet, m#me la structure 

tridimensionnelle d"une petite prot!ine repr!sente un ensemble complexe et, dans l"!tat de 

l"art, il est impossible d"attribuer automatiquement des liens entre cette structure et la ou les 

fonctions de la prot!ine !tudi!e. Afin de cr!er des correspondances entre la structure 

tertiaire et les propri!t!s de la LTP, il est primordial de disposer d"un plus large !ventail de 

tests physico&chimiques, fonctionnels ou technologiques. Certains de ces tests sont 

disponibles au laboratoire ou sur le campus, cependant, nous devons renforcer nos 

collaborations.
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II G% Analyse structurale par radio$cristallographie de la LTP 7.1

Nous avons compl!t! l"!tude de cette m#me LTP par une analyse par radio&

cristallographie. Il est particuli%rement int!ressant d"obtenir la structure de la prot!ine par 

une m!thode totalement ind!pendante et qui devrait permettre de mieux positionner le 

ligand. Cette !tude a !t! men!e avec un autre groupe du CBS +Ch. Dumas et F. Hoh). La 

structure obtenue +Fig. 7) est d"une tr%s haute r!solution, la qualit! du cristal +donc l"!tat de 

puret! de la prot!ine ...) a permis une r!solution ab initio.

Figure 7 : Structure de la LTP 7.1 obtenue par radio&cristallographie.

La prot!ine est repr!sent!e en ruban et les lipides en stick et sphere. 

La prot!ine appara-t sous forme d"un dim%re liant 4 cha-nes grasses. Cela peut para-tre 

surprenant et en contradiction avec les donn!es obtenues en RMN +monom%re en 

interaction avec un phospholipide). En fait, j"ai pu d!montrer que la transition monom%re & 

dim%re d!pend du pH et intervient vers pH 5 +L"analyse RMN a !t! men!e * pH 3 et la 

cristallisation a !t! r!alis!e * pH 7.). Cela nous rappelle * quel point l"exp!rimentation peut 

influer sur les objets !tudi!s et donc doit nous inciter * la plus grande prudence dans 

l"interpr!tation des r!sultats. Il est int!ressant de noter que nous avons mis en !vidence un 
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m!canisme de dim!risation associ! * une certaine forme d"allost!rie. Il sera int!ressant de 

chercher d"!ventuelles connexions avec la fonction de cette LTP.

II I % Discussio/

J"ai montr! la construction d"une cha-ne de comp!tences n!cessaire * l"!tude des relations 

structure & fonction. Cette cha-ne a d!j* prouv! son efficacit! * g!n!rer les donn!es 

n!cessaires * l"!tude des relations structure & fonction. Si la construction de ce r!seau est un 

r!sultat, il convient de l"analyser comme tel afin de d!tecter les points * am!liorer.

Figure 8 : La roue des !tudes structure & fonction

Ce r!seau permet de r!aliser les 

diff!rentes !tapes de l"!tude des 

relations structure & fontion :

& 1 identifier une cible : cette 

!tape est r!alis!e, soit au sein de 

l " !quipe de g!nomique 

fonctionnelle +par exemple au 

sein des 100 000 EST g!n!r!s 

lo r s du programme 

G!noplante), soit par une des 

autres !quipes de l"UMR dont 

l"approche .g%ne candidat/ trouve une suite logique par l"!tude de la prot!ine cod!e par ce 

g%ne.

& 2 cloner la s!quence codante : le clonage est r!alis! en fonction du syst%me de 

surexpression choisi, et comprend !ventuellement l"ajout d"une extension permettant la 

purification par bioaffinit!.

& 3 produire la prot!ine : si le syst%me d"expression choisi fait appel * E. coli, cette !tape 

peut #tre r!alis!e par n"importe quel laboratoire. Dans le cas o> le syst%me s!lectionn! 

n!cessite P. pastoris, l"UMR IR2B dispose des installations et du savoir&faire requis. Notre 

collaboration a d!but! lors de la th%se de C. Klein +1995&1998). D%s lors, nous avons obtenu 

le financement de nombreux contrats.
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& 4 purifier la prot!ine : le savoir faire accumul!, notamment en ce qui concerne la 

chromatographie en lit fluidis!, de m#me que la collaboration avec Amersham Biosciences 

constituent  incontestablement un point fort de l"!quipe.

& 5 d!terminer la structure 3D : le CBS dispose de trois spectrom%tres RMN et d"une 

source de rayons X. Notre collaboration avec l"!quipe de M&A Delsuc est tr%s forte et a 

conduit * plusieurs publications, une th%se et deux DEA co&encadr!s. Nous avons obtenu le 

financement d"un programme qui nous permet de continuer * d!velopper nos m!thodes 

d"analyse par RMN. Derni%rement, nous avons r!alis! la d!termination d"une structure de 

prot!ine avec l"!quipe de cristallographie. Ceci nous permet d"envisager l"analyse structurale 

des prot!ines de masse mol!culaire !lev!e +qui !chappent encore * l"analyse par RMN) en 

collaboration avec cette !quipe.

& 6 analyser la fonction : la nature de cette !tape d!pend de la prot!ine !tudi!e. Dans le 

cas des LTP et des TRX, elle est men!e au laboratoire, pour les tests enzymatiques, ou au 

CBS, pour les tests biophysiques +notamment les mesures de dynamique mol!culaire qui 

repr!sentent un atout certain pour l"!tude d!taill!e du fonctionnement des prot!ines). Nous 

avons d!j* !tudi! l"expression de g%nes de bl! dans le riz avec une !quipe .analyse 

fonctionnelle du g!nome du riz/ de l"UMR qui ma-trise parfaitement la transgen%se dans 

cette plante mod%le. Ces travaux men!s en collaboration depuis plusieurs ann!es confirment 

l"utilit! du mod%le riz. Nous pouvons envisager de tester certaines hypoth%ses fonctionnelles 

gr'ce * cette approche.

Il nous reste maintenant * :

& !tendre l"utilisation de ce r!seau * toute la famille des LTP, en explorant les variations 

de structure et de fonction corr!l!es aux variations des structures primaires. 

& am!liorer ses capacit!s, en multipliant les tests utilisables et en augmentant le d!bit.

Utilisation amplifi#+

Les !tudes de g!nomique fonctionnelle ont identifi! de nombreuses autres formes de 

LTP de type 2. Les ADNc sont maintenant disponibles et leur niveau d"expression *  divers 

stades de d!veloppement de la plante a !t! mesur!. Les s!quences primaires de ces LTP de 

type 2 montrent un degr! de similitude variant de 30 * 971. Nous allons d!terminer les 

structures de ces diff!rentes LTP, soit par RMN soit par mod!lisation. Nous pourrons alors 

entreprendre une analyse des fines variations de structure mesur!es et !tablir des liens entre 
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ces variations structurales et les variations de profils d"expression, en tentant de les relier 

avec des fonctions putatives diff!rentes.  

L"UMR englobe des groupes du CIRAD qui travaillent sur le riz, mais aussi sur l"h!v!a 

ou le cocotier. Les approches de g!n!tique classique et de g!nomique fonctionnelle ont 

permis la s!lection de .g%nes candidats/. Certains de ces travaux pourront, * moyen ou court 

terme, b!n!ficier de notre approche structure & fonction.

D"une mani%re plus g!n!rique, cet outil peut #tre b!n!fique pour l"!tude de toute 

s!quence d"int!r#t issue des programmes de g!nomique.

Capacit#s #tendues et d#bit augment.

Si nous avons apport! une r!ponse * plusieurs des probl%mes pos!s par l"!tude des 

relations structure & fonction, le rythme d"obtention des structures 3D reste limit!, en RMN, 

par la lourde !tape d"analyse des donn!es brutes. 

Nous avons donc engag! un programme multidisciplinaire .G!om!trie de distance et 

prot!omique structurale * haut d!bit par RMN/. Pour ce projet, le r!seau des collaborations 

est !tendu * trois autres groupes: de math!maticiens de l"INRIA +Sophia&Antipolis), le 

laboratoire de Biochimie Th!orique +CNRS PARIS) et l"unit! de Bio&informatique 

Structurale de l"Institut Pasteur. Nous allons d!velopper des m!thodes de d!termination 

rapide de structure de prot!ine * partir de spectres RMN non interpr!t!s.

Les prochaines structures seront r!alis!es par RMN et nous nous attacherons * mettre 

en !vidence d"!ventuelles dim!risations. L"interaction de ces prot!ines avec les lipides sera 

analys!e. Nous d!velopperons une m!thode de criblage optimum appuy!e sur l"approche 

RMN. De plus, l"utilisation d"une sonde capillaire permettra de diminuer de mani%re 

importante les volumes et les quantit!s de prot!ines utilis!es +Throughput EnhancEd NMR 

SpectroscopY).

Nous avons !galement besoin de disposer de plus de tests fonctionnels. J"ai !tabli des 

contacts avec une !quipe du Max Planck Institut de Postdam pour la r!alisation de mesure 

d"activit! de transfert ou de liaison aux membranes. L"!quipe CIRAD anim! par E. 

Guiderdoni ma-trise la transgen%se du riz. Il nous est donc possible de v!rifier certaines 

hypoth%ses fonctionnelles en sur&exprimant certaines LTP. 
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II J% Conclusions

Au cours de ces dix derni%res ann!es, nous nous sommes attach!s * faire progresser les 

connaissances sur des prot!ines ayant un impact sur la qualit! des produits * base de c!r!ales 

tout en am!liorant, en parall%le, les moyens et m!thodes pour analyser ces prot!ines.

Ainsi, par exemple, nous avons affin! la vision des syst%mes d"oxydo&r!duction du grain 

de bl!; notamment au niveau du polymorphisme des thior!doxines et de la GR.

L"!tude d"une LTP de type 2 a permis de d!terminer sa structure mais aussi d"approcher 

l"intimit! de son fonctionnement. Ces r!sultats permettent de progresser dans l"attribution 

d"une ou de plusieurs fonctions * la famille des LTP v!g!tales mais aussi de rendre plus 

efficace leur utilisation * des fins non alimentaires, comme par exemple le ciblage de 

m!dicaments. Nous allons maintenant tenter de d!tailler le m!canisme d"action.

Parall%lement, nous avons identifi! une s!rie de verrous dans l"analyse des relations 

structure & fonction +production, purification, analyse...) et nous avons essay! d"apporter des 

r!ponses pertinentes. Ce travail pluridisciplinaire a n!cessit! l"emploi de techniques de plus 

en plus performantes dans des champs scientifiques de plus en plus larges.

Au cours de ces ann!es, j"ai @uvr! pour mieux comprendre la physiologie des v!g!taux 

* travers le fonctionnement de certaines de leur prot!ines. Voulant aller toujours plus loin 

dans la compr!hension des m!canismes r!actionnels, je suis pass! de la r!action enzymatique 

mesur!e au spectrophotom%tre * une analyse en dynamique mol!culaire sur plusieurs 

!chelles de temps. Sans !tablir d"!chelle de valeur entre les diff!rentes techniques utilis!es 

+bien que 100 fois plus co7teux, un spectrom%tre RMN ne peut pas se substituer * un 

spectrophotom%tre U.V.), il est permis de penser que j"ai construit, avec d"autres, la cha-ne de 

comp!tences qui permettra de r!aliser le r#ve d!crit dans l"avant&propos.

La construction de cette cha-ne de comp!tences a n!cessit! d"initier et d"entretenir un 

r!seau de collaborations fructueuses. Ces collaborations impliquent des sp!cialit!s vari!es 

qui vont de la microbiologie * la biochimie structurale ou de la biologie mol!culaire * la 

mod!lisation mol!culaire. Ce large !ventail de savoir&faire fait la force de ce r!seau mais 

n!cessite un effort constant pour #tre compris de tous +et comprendre tout le monde). Ce 

d!fi permanent est tr%s stimulant et tr%s enrichissant.
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III Projet de recherch+

Donner du sens , la complexit# : Int#gration de donn#es h#t#rog-nes pour 

l&extraction de connaissances sur les relations Structure $ Dynamique $ Fonction des 

prot#ines de transfert de lipides non sp#cifiques 'nsLTP%.

L"ann!e 2006 marque les 20 ans de mon DEA et la derni%re ann!e de fonctionnement de 

notre UMR. Le second de ces deux !v!nements engendre des modifications dans mon 

environnement scientifique puisque nous cr!ons une nouvelle UMR +D!veloppement et 

Am!lioration des Plantes) et dans mon !volution personnelle puisque je prends la 

responsabilit! de l"!quipe D!veloppement du Grain de Bl! +DGB)  au sein de cette UMR.

Cette nouvelle UMR regroupe des chercheurs du CIRAD, de l"INRA, de l"IRD et des 

enseignants chercheurs de l"Agro&M et de l"UMII. Ces chercheurs sont regroup!s autour de 

questions scientifiques fortes et s"int!ressent aux processus de d!veloppement et aux 

r!percussions de ces processus sur la plante et les produits qui en d!rivent.

L"!quipe DGB contribue au projet global en se basant sur ses acquis en g!nomique et en 

biochimie structurale et sur le savoir scientifique g!n!r! ces derni%res ann!es. Ainsi, gardant 

* l"esprit que la qualit! des bl!s et des produits qui en sont d!riv!s varie sous l"influence de 

facteurs g!n!tiques et environnementaux, il appara-t important de chercher * comprendre 

cette variabilit! pour mieux pouvoir la ma-triser. Il nous faut mieux appr!hender comment le 

bl! s"adapte * son environnement et comment sont mises en place les r!serves du grain dans 

des conditions variables. Ainsi, deux grands axes sont d!finis:

1 & Bases mol!culaires et cellulaires d!terminant la structure +hard ou soft)  de l"albumen du 

grain de bl! et !tude du routage des puroindolines.

2 & Implication des prot!ines de transfert de lipides +LTP) du bl! dans son d!veloppement 

et son adaptation aux conditions environnementales.

Ce second point repr!sente une nouvelle !tape apr%s les travaux pr!sent!s au chapitre 

pr!c!dent. Si nous allons continuer * accumuler des donn!es, nous allons !galement les 

organiser et les analyser. Ainsi, apr"s avoir bris$ l 'os, nous allons sucer la substantifique moelle !  

Cette !tape de structuration et d"analyse des donn!es est pr!sent!e ici.
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Il est acquis que la compr!hension des relations entre structure et fonction des prot!ines 

est un enjeu primordial pour la biologie moderne. Dans cette optique, nous avons entrepris 

des !tudes sur les relations structure & fonction au sein d"une famille multig!nique de 

prot!ines de transfert de lipides non sp!cifiques +LTP).

De par leur ubiquit! et leurs divers r3les putatifs, de nombreux groupes +plus d"une 

dizaine, en France) !tudient les LTP par diff!rentes approches; ainsi, une grande quantit! de 

donn!es tr%s vari!es a !t! accumul!e. Nous nous heurtons * l"analyse et * la mise en 

coh!rence des donn!es accumul!es. Le d!fi que nous devons relever est la mise en place d"un 

syst%me regroupant toutes les donn!es concernant les LTP. De plus, cette r!organisation 

n"!tant pas intrins%quement suffisante pour progresser dans l"!tude des relations structure & 

fonction des LTP, il nous faut mettre en place un outil permettant de mettre en relation 

intelligente ces donn!es h!t!rog%nes.

Ainsi, nous devons structurer les diff!rentes recherches en regroupant et organisant les 

donn!es disponibles, du niveau g!nomique +ex :  au moins 100 g%nes chez le bl!) jusqu"au 

niveau fonctionnel +r3le des LTP dans le d!veloppement des racines du riz, dans la 

protection du plan de tabac ou utilisation de certaines LTP pour la vectorisation de 

mol!cules actives en gal!nique). Nous devons !galement d!velopper un syst%me d"analyse qui 

permette d"int!grer de fa,on sophistiqu!e des informations h!t!rog%nes en s"appuyant sur 

une description multi&!chelle et d!pendante du contexte des connaissances.

La Biologie Syst#mique : La biologie syst!mique peut apporter une solution * notre 

probl%me. Cette nouvelle branche de la biologie est apparue r!cemment. Le congr%s 

fondateur de cette discipline s"est tenu * Tokyo en 2000 +ICSB 2000) et a r!uni des 

chercheurs venant d"horizon divers comme les math!matiques, la physique, la biologie ou 

l"informatique. La biologie syst!mique tente de comprendre le fonctionnement d"un syst%me 

biologique * partir de l"ensemble des !v!nements mol!culaires interd!pendants qui se 

d!roulent en son sein. Par essence, le champ d"application de la biologie syst!mique est 

l"analyse de fonctionnement cellulaire en ordonnant et connectant les donn!es recueillies par 

les m!thodes * haut d!bit de la g!nomique ou la prot!omique ou par les m!thodes * .bas 

d!bit/ comme la physiologie ou la biochimie. L"enjeu est de comprendre la cascade des 

r!actions biochimiques entre les diverses mol!cules biologiques +ADN, ARN, prot!ines, 

sucres, lipides ...).
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III A% !tat de l&art international

L"analyse de l"immense quantit! de donn!es g!n!r!es par les m!thodes * haut d!bit 

comme la g!nomique ou la prot!omique est un grand d!fi pour le biologiste. Pour tenter de 

donner un sens * ces donn!es, elles ont !t! regroup!es dans des bases de donn!es. La plupart 

de ces bases peuvent #tre globalement rassembl!es sous trois formes principales +M. 

Galperin. The Molecular Biology Database Collection: 2004 update. Nucleic Acid Research. 

2004. 32. 3&22).

1)  Les grandes banques de d!p3t d"informations, rassemblent une tr%s grande quantit! 

d"information, tr%s homog%ne. C"est d"une certaine mani%re la mati%re premi%re de la 

bioinformatique actuelle. On peut citer en guise d"exemples GenBank, Swissprot, PDB, 

PubMed .... Ces banques contiennent l"information telle qu"elle a !t! publi!e. G!n!ralement 

l"information est d!pos!e sous la responsabilit! des auteurs, les !quipes maintenant ces 

banques ayant pour souci de pr!server l"exactitude et la pertinence des donn!es, et leur 

facilit! d"acc%s. Cette information s"enrichit peu * peu gr'ce aux efforts d"annotation des 

!quipes. Le premier r3le de ces banques de donn!es est de constituer la r!f!rence dans leur 

domaine respectif +bases de donn!es sp!cialis!es, par ex knottin).

2) Un deuxi%me type de base de donn!es est cr!! quand une !quipe propose une 

m!thode permettant d"extraire une information suppl!mentaire * partir du mat!riaux brut 

des banques de donn!es pr!sent!es ci&dessus +Prosite, SCOP, Pfam, Prodom, ...). Le service 

rendu consiste g!n!ralement dans une interpr!tation des donn!es disponibles dans les 

banques de donn!es. Ces bases de donn!es rassemblent alors le r!sultat de l"application de la 

m!thodologie choisie sur l"!tat actuel des grandes banques de donn!es. Suivant que la mise * 

jour est simple et automatis!e, ou complexe, et requ!rant une intervention humaine, ces 

bases de donn!es sont mises * jour avec une r!gularit! qui varie entre quelques semaines * 

une fois par an. Le r3le rempli par ces bases de donn!es est d"essayer de sortir une 

information pertinente originale * partir du contenu brut des bases de donn!es g!n!ralistes.

3) Plus r!cemment les approches de A2syst%me d"information2B proposent une gestion 

encore plus sophistiqu!e des connaissances +par exemple IMGT). 

Aucune de ces bases ne traite l"ensemble des donn!es de mani%re compatible avec nos 

besoins pour l"exploration d!taill!e des relations structure 5 fonction des LTP. A titre 

d"exemple, il n"existe qu"une base qui regroupe des informations concernant les LTP mais qui 

ne traite que des propri!t!s allerg%nes d"un sous&groupe de LTP. http://fermi.utmb.edu/

SDAP.
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III A1% Description du proje*

Pour atteindre nos objectifs, nous voulons exploiter les caract!ristiques du mod%le de 

traitement des informations relatives * la structure et aux fonctions des prot!ines d!j* 

d!velopp! dans le cadre du projet Silibase +Mazi%re et al. 2004; http://ibph.pharma.univ-

montp1.fr/cpbswebsite). Cette approche permet d"int!grer de fa,on sophistiqu!e des 

informations h!t!rog%nes en s"appuyant sur une description multi&!chelle et d!pendante du 

contexte des connaissances. La description g!n!rique des objets +type de repliement, de 

domaine fonctionnel) et des fonctions +actions !l!mentaires) permet de fa,on avantageuse 

de nombreux traitements informatiques qui n"!taient pas r!alisables avec les outils existant 

+comparaison fonctionnelle sans comparaison de s!quences). La formalisation des 

connaissances sp!cifiques aux LTP +propri!t!s allerg%nes, spectre de ligands, etc.) devra #tre 

entreprise; ainsi chaque donn!es dont nous disposons devra #tre d!convolu!e en actions 

!l!mentaires. Qui plus est, le comportement biologique des LTP peut varier selon les 

conditions; notre outil d"int!gration devra tenir compte d"annotations d!pendantes du 

contexte et donner la possibilit! de r!aliser des annotations conflictuelles +elles&m#mes 

g!n!ratrices de d!couverte). Enfin, sur un certain type d"information, des sp!cifications pour 

construire des mod%les de donn!es existent d!j* +http://www.ccpn.ac.uk) et seront exploit!es.

Cette base de connaissances permettra une analyse pertinente de donn!es h!t!rog%nes 

et obtenues dans des contextes vari!s. Elle pourra !galement servir de socle * une 

structuration de la recherche men!e sur les LTP en permettant * la dizaine d"!quipes 

fran,aises concern!es de trouver un maximum d"informations en un seul lieu. La vari!t! de 

ces informations agenc!es de mani%re claire et organis!e devrait stimuler les r!flexions 

interdisciplinaires et susciter des nouvelles coop!rations.

III A 2% Partenariats

Au sein de l"UMR DAP

DGB : les LTP sont une th!matique forte du laboratoire. L"!tude des relations 

structure & fonction des LTP de bl! est men!e en parall%le par une approche g!nomique et 

par une approche biochimique. L"apport attendu pour une telle base des connaissances est la 

mise en relation pertinente de donn!es concernant une famille de prot!ines et issues 

d"approches m!thodologiques tr%s vari!es.

D!veloppement Adaptatif du Riz : la cr!ation de l"UMR DAP va permettre un 

rapprochement important de renforcer les collaborations avec l"!quipe anim!e par 
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Emmanuel Guiderdoni. En effet, la compl!mentarit! des outils et la convergences des 

approches permettent d"envisager des synergies importantes :

( & Le riz permet l"acc%s * la transgen%se, et par la m#me permet les tests de 

validation fonctionnelle qui compl%tent id!alement nos travaux. La collection de mutant 

sd"insertion va !galement permettre d"!tudier des plantes dont l"un des g%nes ltp a !t! 

inactiv!. 2 th%ses ont d!j* !t! r!alis!e en collaboration +JF Digeon et F Boutrot) et ont 

montr! notre capacit! * travailler ensemble.

( & Les !tudes men!es par l"!quipe riz sur des g%nes candidats impliqu!s dans le 

d!veloppement adaptatif trouvent un compl!ment naturel dans l"approche .structure & 

fonction/ que nous ma-trisons. De plus, certains des g%nes !tudi!s chez le riz codent pour 

des LTP. Ces derniers apparaissent donc comme un premier sujet d"!tude commun entre nos 

deux !quipes.

Virtual Plant : l"!quipe anim! par Christophe Godin d!veloppe des mod%les 

math!matique de la morphogen%se des plantes * diff!rentes !chelles. Notre souhait de relier 

le nanoscopique, le m!soscopique et le macroscopique trouve un !chos dans les travaux de 

cette !quipe. Parall%lement, la production d"un jeu de donn!es multi&!chelle par notre 

!quipe peut fournir * l"!quipe VP l"opportunit! de tester ses mod%les.

Biologie cellUlaire de la R!ponse aux STress : l"!quipe anim!e par Pascal Montoro 

!tudie la r!ponse des plantes aux stress biotiques et abiotiques. Nous collaborons d!j* avec 

un chercheur de cette !quipe qui peut nous aider dans l"analyse de l"action des LTP dans la 

r!ponse aux stress. 

Int!gration des Donn!es pour la g!nomique comparative : l"!quipe anim!e par Brigitte 

Courtois ma-trise la conception de syst%mes d"information et s"int!resse aux cha-nes de 

traitement automatis!es pour la g!nomique fonctionnelle. L"!quipe ID pourra donc nous 

apporter une aide pr!cieuse pour de d!ploiement de la base de connaissances.

Plateaux techniques : ce projet fait appel aux plateaux techniques de l"UMR, 

notamment pour la transgen%se, l"imagerie cellulaire ou la mod!lisation.

Inter &  UMR

Centre de Biochimie Structurale : le CBS est une plate&forme RIO pour la bio&

informatique et pour la biologie structurale. Il apporte les comp!tences scientifique, 

m!thodologique et organisationnelle compl!mentaires pour r!aliser une base de donn!es 

adapt!e. Nous collaborons depuis plus de dix ans et c"est au CBS que les structures des LTP 

sont d!termin!es.
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Centre de Pharmacologie et Biotechnologie pour la Sant! : l"!quipe de bio&

informatique pour la biologie syst!mique d!veloppe une approche interdisciplinaire +Bio, 

Math, informatique) pour la mod!lisation des syst%mes complexes biologiques. Elle est 

consid!r!e comme l"une des !quipes pionni%res dans ce domaine. La cr!ation de la base de 

connaissances consacr!es au LTP leur permettra de tester et affiner leur mod%le.

III A 3% Aspects innovants du proje*

Il n"existe pas encore de base de donn!es regroupant toutes les informations n!cessaires * 

la compr!hension des relations structure & fonction pour une famille de prot!ines. Les bases 

existantes sont plut3t 

centr!es sur un 

organisme mod%le +ex : 

n!matode ou A. &thaliana) 

e t sur une approche 

m ! t h o d o l o g i q u e 

+g!nomique ou 

prot!omique).

Cette base de donn!es 

sera d!di!e * une famille 

de prot! ines e t 

regroupera toutes les 

in format ions l e s 

concer nant , de l a 

s!quence du g%ne jusqu"* l"expression spatiale et temporelle dans la plante Nous d!sirons 

ainsi aider les !quipes de recherche * mettre en !vidence les liens entre des informations tr%s 

vari!es, et donc mieux comprendre les relations structure & fonction.

Ainsi, la mise en ordre des donn!es et la cr!ation d"ontologie nous permettrons une 

meilleures exploitation des r!sultats et donc une meilleures compr!hension des relations qui 

lient la structure d"une prot!ine * sa fonction.
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