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Chapitre 1: Introduction

I. Les composés volatils utilisés dans ’industrie des arémes et du
parfum
A.  Les composés volatils : définition, structures et propriétés
organoleptiques

L’industrie des aromes et du parfum utilise des molécules dites volatiles, c’est-a-dire
des molécules ayant la capacité de passer significativement dans [’air en condition
atmosphérique normale. Ces composés ont une faible masse moléculaire comprise entre 30 et
300 g/mol, sont lipophiles, apolaires, et contiennent parfois une fonction alcool, cétone,
époxyde, acide ou peroxyde. Au-dela d’une fonction oxygéné, la formation de liaisons
hydrogénes intermoléculaires fait perdre en partie ou totalement le caractére volatil d’une

substance chimique.

Il existe, principalement, 3 catégories de structures moléculaires utilisées en
parfumerie. La classe des terpénoides est la plus largement représentée. Les monoterpénoides
(Cio) et les sesquiterpénoides (Cis) en particulier ont une chaine carbonée suffisamment
courte pour étre volatils (Figure 1). C’est également le cas des apocaroténoides, dérivés de
tétraterpénoides (Cs) comme les caroténoides chez les plantes (Winterhalter and Rouseff,
2002). Par exemple, la p—ionone (Ci3), qui a une odeur fruitée' et boisée de cédre et de

framboise , provient du clivage du f—caroténe chez le melon (Ibdah et al., 2006).

La deuxieéme catégorie est représentée par des molécules phénoliques issues de la voie
de biosynthese des phenylpropanoides chez les plantes comme la vanilline (Figure 1). Cette
derni¢re est contenue dans les gousses de vanille et participe a lui donner sa saveur
caractéristique (Walton et al., 2003). C’est I’'une des molécules aromatiques les plus

importantes en termes de consommation.

' L’ouvrage de la Société Frangaise des Parfumeurs (1998) propose une classification des parfums et définit la
terminologie utilisée en parfumerie.
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Enfin, certains dérivés d’acides gras sont également utilisés dans I’industrie des
aromes et du parfum. Par exemple, une série d’alcools et d’aldéhydes en Cq, comprenant le
(2E)-hexénal, dérivant des acides linoléique et a-linoléique, est responsable de 1’odeur verte
caractéristique des feuilles vertes de différentes espéces végétales comme le théier (Hatanaka,

1993).

Dans cet ouvrage, une place prépondérante sera laissée aux mono- et
sesquiterpénoides, méme si nous aborderons parfois le cas de composés dérivant de la voie
métabolique des phénylpropanoides.

Dérivés
Monoterpénoides Sesquiterpénoide Apocaroténoide Phénylpropanoide  d’acides gras

? - SO
mH NN, £ b}- 2E-hexénal
. 5 (=)-Z-B-santalol B-ionone .. r
'ﬁy—l iy H:-" :
* £ OH
(+)-carvone (=)-carvone vanilline

=

Graines de carvi Feuillesde Bois de santal Melon Gousses de vanille Feuilles vertes
menthe verte de théier
Odeur de cumin Odeur de menthe fraiche Odeur du bois de santal Odeur fruitée Odeur de vanille Odeur verte
verte et boisée de
cédre et de
framboise

Figure 1 : Exemples de structure moléculaires de composés volatils utilisés dans I’industrie des arémes et
du parfum, associés aux odeurs et aux organes végétaux dont ils sont issus

Les propriétés physico-chimiques d’une molécule sont souvent déterminées par leur
structure moléculaire (masse moléculaire, pH, pouvoir rotatoire...). Cependant, il est
impossible de prédire I’odeur exacte d’'une molécule a partir de sa structure. Ses propriétés
gustatives et olfactives dépendent non seulement de sa formule chimique et de son isomérie,
mais également de sa chiralité. Par exemple, la (+)-carvone (Figure 1), issue des graines de
carvi, a une odeur de cumin alors que la (—)-carvone, issue de Mentha spicita, a une odeur de
menthe (Boelens et al., 1993). Le (-)-Z-B-santolol a une odeur typique du bois de santal
(Figure 1) alors que son énantiomere, le (+)-Z-B-santalol, n’a pas d’odeur (Krotz and
Helmchen, 1990, 1994). Des analyses sensorielles vont permettre de caractériser les
propriétés organoleptiques d’une nouvelle molécule, a condition que celle-ci soit isolée ou
produite en quantité suffisante. La découverte de nouvelles molécules odorantes dans la
nature et de leurs voies de biosynthése joue un réle important pour 1’industrie des aromes et

du parfum.
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B. Les composés volatils des plantes

Les plantes sont utilisées depuis des siécles par I’Homme pour leurs propriétés
odorantes. Des espéces aromatiques et médicinales sont connues pour stocker des composés
volatils dans toutes sortes d’organes : fruit, graine, fleur, feuille, bourgeon, tige, bois, écorce,
rhizome, racine... Par exemple, Angelica archangelica est utilisée depuis le Moyen-age pour
ses racines a partir de laquelle on extrait une huile essentielle aux vertus médicinales, qui

rentre dans la composition de certains parfums (Klouwen and Ter Heide, 1965).
1. La découverte des composés volatils des plantes

L’extraction des composés aromatiques des plantes remonte a I’ Antiquité (Le Guéret
et al.,, 1999). Les Egyptiens et les Perses pilaient, broyaient, imprégnaient de graisses et
cuisaient les matiéres premieres pour en extraire les fragrances. Avec la mise au point de
I’alambic et du serpentin par les Arabes, les huiles essentielles sont obtenues par distillation.
Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d’eau et recueillis par condensation dans
un réfrigérant a serpentin. L’huile essentielle est alors séparée de 1’eau par différence de
densité. La composition de ces huiles a commencé a étre analysée au 19°™ siécle avec
I’émergence de la chimie analytique (Croteau, 1998). Les premiers terpeénes furent ainsi,
isolés de la résine du conifére Pistacia terebinthus appelée térébenthine (ou “terpentin” en
allemand d’ou dérive leur nom). Le chimiste, Wallach (1887), discerna une structure de base,
formée de 5 carbones, commune aux composés constituants les huiles essentielles : 1’unité
isopréne (Figure 2). Il en émergea la “régle de I’isopréne biogénétique”, selon laquelle, la
biosyntheése des isoprénoides résulte d’une condensation de plusieurs unités isoprénes
(Ruzicka, 1953).

Les terpénoides (ou isoprénoides) forment ainsi la famille de produits naturels la plus
large et variée, avec des structures ou le nombre d’unité diphosphate d’isopentényle (IPP),
équivalent biologique de I’isopréne, varie de 1 (le prénol) a plusieurs centaines (le caoutchouc
naturel). Ils sont classés dans les catégories suivantes (Figure 2) selon le nombre d’unités
condensées : les hémiterpénoides (Cs), monoterpénoides (Cjo), sesquiterpénoides (Cis),
diterpénoides (Cy), triterpénoides (Csp), tétraterpénoides (Cso) ou les polyterpénoides
(nombre de carbones supérieur a Cy9). Des réarrangements et des modifications participent a

leurs diversifications. La voie de biosynthése sera approfondie dans la partie 2 ci-dessous.
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L’analyse de la composition des huiles essentielles s’est intensifiée avec le
développement de nouvelles techniques comme la chromatographie en phase gazeuse (CPG)
et la spectrométrie de masse (SM). Les progres effectués dans ce domaine sont réguliérement
recensés depuis 1976 par Lawrence B. M. dans le journal intitulé¢ “Perfumer and Flavorist”.
D’une manicre générale, les huiles essentielles sont principalement formées d’un mélange
complexe de mono- et sesquiterpenoides, et peuvent également contenir des
phénylpropanoides. Par exemple, 1’huile essentielle de lavande (Lavandula angustifolia,
Lavandula latifolia, Lavandula intermedia) renferme plus de 300 composés dont 95% d’entre
eux sont des monoterpénoides (Ohloff, 1994). Variant suivant les espéces et I’environnement,
les principaux composés de cette huile sont le plus souvent du linalol, de 1’acétate de linalyle,
du 1,8-cinéol et du camphre. Les résines des coniféres contiennent, elles, autant de

diterpenoides (Cy), moins volatils, que de mono- et sesquiterpenoides (Norin, 1972).

Hémiterpénoides (C;) Monoterpénes (C,;) Sesquiterpénoide (C,;)
%T i ;
prénol OH HO
3-méthylbut-3-én-2-ol . .
\ a-pinéne a-bisabolol
limonéne
Diterpénoide (C,,) Triterpénoide (C, )

Acide

abiétique HO' Lanostérol

COOH

Tétraterpéne (C,,)

N X A

X TN O

B-caroténe

Figure 2 : Diversité des isoprénoides et classification selon le nombre d’unité isoprénique (en rouge)

L’amélioration des techniques de détection a permis de s’intéresser €galement aux
composés volatils émis par les plantes qui ne les stockent pas. Par exemple, la méthode de

“head space” permet de collecter les molécules volatiles dans I’air environnant pour les
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analyser en CPG. Une ¢tude a ainsi identifiées plus de 700 composés émis par les fleurs de
441 taxa sur plus de 25 années (recensés par Knudsen et al., 1993). Parmi les composés
volatils émis par les plantes, certains ne sont pas détectés par ’homme, mais ont un role
physiologique pour la plante. Un exemple représentatif de ce type de composés est I’éthylene
qui est une phytohormone qui controle divers processus fondamentaux pour la plante comme
la maturation des fruits ou I’abscission des feuilles. Parallelement a la découverte des
composés volatils des plantes, de nombreuses recherches portent sur 1’élucidation de leurs

voies de biosynthése, de leurs régulations et de leurs fonctions physiologiques.
2. La biosynthese des composés volatils chez les plantes
a. La biosynthese des terpénoides

La découverte des précurseurs de I’'IPP a été initiée par des expériences de tragage
isotopiques. L’incorporation d’acétate de sodium chez la souris et le rat a permis la formation
de cholestérol deutéré (Bloch and Rittenberg, 1942). Chez les plantes, 'IPP et son isomére
allylique, le diphosphate de diméthylallyle (DMAPP) sont générés a partir de la voie
métabolique du mévalonate dans le cytosol (MVA) ou de la voie métabolique du phosphate

de méthylérythritol dans le plaste (MEP).

Dans un premier temps, le DMAPP est condensé en “téte-a-queue” avec 1, 2 ou 3
unités d’IPP par des prényl transférases pour former, respectivement : le diphosphate de
géranyle (GPP), précurseur des monoterpénoides (Cyo), le diphosphate de farnésyle (FPP),
précurseur des sesquiterpénoides (C;s), ou le diphosphate de géranylgéranyle (GGPP),
précurseur des diterpénoides (Cy). Il est historiquement admis que I'IPP cytosolique
provenant de la voie métabolique MVA est le précurseur du FPP et des sesquiterpénoides,
alors que la voie métabolique du MEP fournit I'IPP pour former le GPP et le GGPP
précurseurs des monoterpénoides et des diterpénoides dans le plaste. Cependant, plusieurs
é¢tudes ont démontré I’existence d’échanges d’IPP ou de DMADP entre les 2 voies
métaboliques MVA et MEP, rendant ainsi, difficilement identifiable I’origine de Ia
biosyntheése des mono-, sesqui- et diterpénoides (Dudareva et al., 2005; Hemmerlin et al.,
2003; Laule et al., 2003). Le squaléne, précurseurs des triterpénoides (Csp) et le phytoene,
précurseurs des tétraterpénoides (Cag), sont obtenus par condensation de 2 FPP et 2 GGPP,

respectivement.



Introduction

Dans un deuxiéme temps, les terpénes synthases métabolisent le GPP, FPP, GGPP, le
squaléne ou le phytoéne pour former les squelettes terpéniques des mono-, sesqui-, di-, tri- et
tétraterpenes, respectivement. Elles peuvent également former des homoterpénes (Ci¢ ou Cyy,

par exemple) qui sont des terpénes irréguliers ayant gagnés ou perdus 1 carbone.

Ces derniers peuvent étre, dans un troisiéme temps, réarrangés et/ou modifiés par
différents types d’enzymes que sont les cytochromes P450 (P450s), les déshydrogénases,

réductases, glycosyltransférases, acyltransférases et méthyltransférases.

Figure 3 (ci-contre) : Schéma de la voie métabolique des terpénoides reproduit avec la permission de Jean-
Francois Ginglinger (2010)

Un exemple de terpéne synthase et de terpéne oxydase est donné pour les classes des monoterpénes et des
sesquiterpénes. Le carré gris représente la voie métabolique commune au cytosol et au plaste. L’isopréne, le
GPP, GGPP et le phytoéne sont synthétisés dans le plaste ; le FPP et le squaléne sont synthétisés dans le cytosol.
Les fleches en pointillés représentent des étapes multiples. DXS : 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate ; DXR : 1-
désoxy-D-xylulose-5-phosphate réductoisomérase ; HMGR : 3-hydroxy-3-méthylglutarylCoA réductase ; TPS :
terpeéne synthase.
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b. La biosynthese des phénylpropanoides

Les phénylpropanoides dérivent de la voie de biosynthése du shikimate. Ce dernier est
le précurseur des 3 acides aminés aromatiques qui sont formés dans les plastes : la
phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. L’enzyme phénylalanine ammonia-lyase (PAL)
catalyse la réaction de conversion de la phénylalanine en cinnamate dans le cytosol (Figure 4).
Le cinnamate est ensuite converti en p-coumarate par une réaction d’hydroxylation catalysée
par la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) qui appartient a la famille enzymatique des
cytochromes P450. Le p-coumarate peut également étre formé a partir de la tyrosine par
I’action d’une tyrosine ammonia-lyase (TAL) chez les Monocotylédones. Un co-enzyme A
est ajouté par la p-coumarate-CoA ligase (4CL) pour former du p-coumaroyl-CoA, composé
précurseur des voies de biosynthése de la lignine et des flavonoides. Les 3 molécules que sont
la phénylalanine, le cinnamate et le p-coumarate sont les précurseurs de I’ensemble des

phénylpropanoides volatils. Ces derniers peuvent étre regroupés en 3 groupes principaux :
- les phénylpropénes et leurs dérivés en Ce-Cs, dont le squelette de base est constitué
d’un noyau benzénique (Cg) et d’un groupe propényle (Cs).
- Les benzénoides en C¢-C;, dont le squelette est constitué d’un noyau benzénique

(Ce) et d’un carbone avec un groupe fonctionnel aldéhyde, alcool ou acide (C).

- Les benzoates de phényléthyle et de benzyle qui ont deux noyaux benzéniques.

Figure 4 (ci-contre) : Schéma de la voie métabolique des phénylpropanoides volatils et floraux.

Ce schéma rassemble les réactions et les enzymes découvertes a partir de fleurs de différentes plantes modéles
pour I’étude des composés volatils floraux (pétunia, clarkie du brasseur) d’aprés la revue de Pichersky et
Dudareva (2007). Les fléches multiples en trait continu représentent de multiples étapes. Les fléches simples en
trait continu représentent les réactions caractérisées. Les fléches en pointillés représentent les étapes possibles
pour lesquelles les enzymes n’ont pas été caractérisées. 4CL : p-coumarate-CoA ligase ; BA2H : benzoate 2-
hydroxylase ; BPBT: benzoyl-CoA: benzyl alcool/phényléthanol  benzoyltransférase ; BSMT :
benzoate/salicylate carboxyle méthyltransférase ; C3’H : coumaroyl-shikimate/quinate 3’-hydroxylase ; C4H :
cinnamate 4-hydroxylase ; CASH : conyféraldéhyde 5-hydroxylase (FSH : ferulate 5-hydroxylase) ; CFAT :
coniféryl alcool transférase ; EGS : eugénol synthase ; IGS : isoeugénol synthase ; PAAS : phénylacétaldéhyde
synthase ; PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; TAL : tyrosine ammonia-lyase.
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La formation des phénylpropénes débute par la réduction du groupe carboxyle du p-
coumarate en alcool. Une acyltransférase ajoute alors un groupe acétate qui est réduit par une
phénylpropéne synthase. Chez le pétunia, la coniféryl alcool acyltransférase (CFAT) catalyse
la formation d’acétate de conyférile (Dexter et al., 2006). Ce dernier est le précurseur de
I’isoeugénol et de 1I’eugénol formés par une isoeugénol et une eugénol synthase (IGS et EGS),

respectivement.

Le groupe carboxyle du cinnamate est réduit de la méme fagon que les phénylpropénes
pour former les benzénoides. Le groupe prényle subit auparavant une B-oxydation suivie
d’une décarboxylation oxydative. Ces composés peuvent étre ensuite modifiés par des
hydroxylases, méthyltransférases, acétyltransférases et des ligases. Par exemple, Ia
benzoate/salycilate carboxyle méthyltransférase (BSMT) du pétunia est responsable de la

formation de benzoate de méthyle dans les fleurs (Negre et al., 2003).

Une benzoyltransférase réalise la condensation de 2 benzénoides ou 1 benzénoide et 1
phényléthanol pour former des molécules a deux noyaux benzéniques. Chez le pétunia, la
benzoyltransférase de benzyl alcool/phényléthanol (BPBT) est a 1’origine de la formation de
benzoate de phényléthyle et de benzyle (Boatright et al., 2004). Le phényléthanol proviendrait
de la réduction du groupe aldéhyde du phénylacétaldéhyde, lui-méme formé par une

phénylacétaldéhyde synthase (PAAS) a partir de la phénylalanine.

On notera que le salicylate de méthyle, dérivé volatil du salycilate, pourrait étre obtenu
a partir de 1’isochorismate (Wildermuth et al., 2001), précurseur de la phénylalanine, ou a

partir de I’acide benzoique.
3. Fonction physiologique des composés volatils chez les plantes

Le réle physiologique que jouent les composés volatils dans la plante est encore mal
connu. Alors qu’il est communément admis que les composés volatils émis par la fleur, le
fruit et la graine, jouent un role d’attraction d’insectes pollinisateurs et d’animaux
disséminateurs de semences, trés peu d’é¢tudes démontrent la capacité d’une substance émise
par une plante a attirer un organisme spécifique. Parmi ces tentatives, Raguso et Light (1998)
ont mis en évidence la capacité d’un papillon nocturne (Sphinx perelegans) a percevoir des

terpénoides émis par des plantes a floraisons nocturnes.

Certaines molécules volatiles émises par la fleur ainsi que par des parties végétatives
ont des propriétés antimicrobiennes, et pourraient donc jouer également un role de défense
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des différents organes de la plante. Ainsi, Friedman et al. (2002) ont démontré 1’activité
antibactérienne de 96 huiles essentielles extraites de différentes plantes et Hammer et al.

(2003), I’activité fongicide de 6 terpénoides présents dans Melaleuca alternifolia.

Alors que certains composés volatils sont a 1’état de traces, leur synthése peut étre
induite par ’attaque de pathogenes ou d’herbivores dans des diverses plantes telles que le
mais, le Lotus japonicus (Arimura et al., 2004), le chou (Vuorinen et al., 2004) ou le
concombre (Mercke et al., 2004). Chez le mais, par exemple, la synthése du f—farnéséne, avec
celle d’autres molécules volatiles, est induite aprés 1’infestation de la plante par des pucerons.
Ce terpéne a une action directement répulsive contre le puceron herbivore (Rhopalosiphum

maidis), car il est une phéromone d’alarme chez cet organisme (Bernasconi et al., 1998).

Ces molécules anti-herbivores peuvent également avoir une action indirectement
répulsive en attirant les organismes ennemis des herbivores. C’est le cas des terpénoides émis
par les semis de mais endommagés par 1’attaque de chenilles herbivores qui attirent les guépes

femelles parasite de 1’hote herbivore (Turlings et al., 1990).

Les plantes voisines non-attaquées peuvent tre sensibles a ces molécules volatiles
agissant alors comme un signal d’alerte. Une amélioration de la réponse de défense a I’attaque

ultérieure par des chenilles a été ainsi observée chez le tabac (Kessler et al., 2006).

Enfin, certains mono- et sesquiterpénes induits par les herbivores sont également
susceptibles d’avoir des actions physiologiques internes a la plante comme, par exemple, la
protection contre le stress oxydatif (Delfine et al., 2000; Loreto et al., 2004) en se combinant

avec des radicaux d’oxygene libre (Bonn and Moortgat, 2003; Hoffmann et al., 1997).

Comme il a été précédemment mentionné, certaines molécules volatiles ont des roles
physiologiques fondamentaux comme les phytohormones telles que [’éthyléne ou le
méthyljasmonate. Le jasmonate est une molécule signal impliquée dans la réponse au stress et
le développement. Les fleurs de jasmin convertissent le jasmonate en Cis-jasmone, molécule a
I’odeur caractéristique de ces fleurs, lorsqu’elles sont traitées au jasmonate. Cette molécule
pourrait alors étre une forme inactive du jasmonate relarguée directement dans 1’atmosphere

(Koch et al., 1997).
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4. Distribution des composés volatils chez les plantes

Du fait de leur toxicité vis-a-vis des micro-organismes, les composés volatils sont
¢galement susceptibles d’étre toxiques pour la plante. L’accumulation intracellulaire de
monoterpénes dans des cellules de plantes (Pelargonium fragrans) en suspension s’est révélée
étre toxique pour la culture cellulaire (Brown et al., 1987). Chez certaines plantes, il existe
des structures spécialisées qui sont le lieu de synthése de ces molécules et qui permettent a la
plante de les accumuler. Par exemple, chez la famille des Lamiacées, la menthe possede des
trichomes glandulaires peltés sur toute la surface de la partie aérienne de la plante, qui
renferment 1’huile essentielle riche en monoterpénoides (Hallahan, 2000). Chez certains
conifgres, les résines et les gommes sont synthétisés dans des canaux résiniféres constitués de
cellules épithéliales (Trapp and Croteau, 2001). Bien souvent, les plantes qui ne possédent pas
de structures secondaires, n’accumulent des composés volatils qu’a I’état de traces. Dans la
majorité des cas, ils sont alors synthétisés dans les cellules épidermiques a partir desquelles ils

diffusent librement dans 1’environnement (Dudareva, 2004).

C.  Les composés volatils des animaux et des micro-organismes

1. Les composés volatils des animaux

Comme les végétaux, les animaux ont historiquement été exploités par ’homme pour
leurs capacités a produire des molécules odorantes. Par exemple, le musc extrait des glandes
abdominales du chevrotin porte-musc d’Asie centrale (Moschus moschiferus) en période de
reproduction a longtemps été utilisé comme source naturelle pour la composition de parfum
(Falbe and Regitz, 1991; Fey and Otte, 1985). Menacée d’extinction, 1’espéce animale est
aujourd’hui protégée. Les matieres d’origines animales sont presque systématiquement
remplacées par des produits de synthése. Des odeurs musquées sont également présentes chez
les plantes comme 1’ambrette, qui est principalement due a I’ambrettolide contenue dans ses

graines (Kerschbaum, 1927).
2. Les composés volatils des micro-organismes
a. La déconverte des composés volatils cheg: les micro-organismes

L’utilisation des micro-organismes par ’homme pour la production de molécules

odorantes trouve ses origines dans la fabrication d’aliments fermentés comme la bicre, le
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fromage, le vin... Le roquefort, par exemple, est confectionné a 1’aide de la moisissure
Penicillium roquefortii dont le métabolisme lipidique produit des méthylcétones responsables
de la qualit¢ de I’arome du fromage (Kinsella et al., 1976). Au début des années vingt du
siécle dernier, apparait la premiére revue sur ces micro-organismes producteurs d’ardomes
(Omelianski, 1923). Les recherches initiales sont focalisées sur leur criblage et sur
I’identification des composés émis. De nombreux procédés de biotechnologies voient alors le
jour et les micro-organismes deviennent une nouvelle source de production de molécules

aromatiques pour 1’industrie des aromes et du parfum.

Plusieurs revues mentionnent les principaux micro-organismes producteurs de
composés odorants de novo découverts (Gounaris, 2010; Janssens et al., 1992; Krings and
Berger, 1998; Longo and Sanromén, 2006; Salim-ur-Rehman et al., 2006). Ce sont
essentiellement les champignons, notamment les basidiomyceétes, qui produisent un trés large
spectre de composés volatils odorants dont certains ont une structure moléculaire identique a
celle des composés volatils émis par les plantes. On retrouve ainsi des monoterpénoides, des
sesquiterpénoides et des phénylpropanoides. Par exemple, 1’ascomycéte Ceratocystis
moniliformis produit de I’acétate d’isoamyle, de la y-décalactone et du géraniol a I’origine
d’ardme fruité de banane, de péche ou de rose, respectivement (Lanza et al., 1976; Lanza and

Palmer, 1977).

Ainsi, des composés volatils communs sont produits par des organismes
phylogénétiquement éloignés appartenant au régne végétal et microbien dans le méme but de
se défendre contre les organismes concurrents, pathogeénes ou prédateurs et d’interagir avec

I’environnement (Gershenzon and Dudareva, 2007).
b. Le catabolisme des composés volatils chez, les micro-organismes

Certains micro-organismes sont capables d’utiliser les composés volatils comme
source de carbone. Des monoterpénoides comme le citronellol, le camphre ou le limonéne
sont catabolisés en métabolites assimilables, essentiellement par des souches de Pseudomonas
(Trudgill, 1990). Au cours du catabolisme de la lignine des végétaux par des champignons
responsables de pourritures blanches, des alcools aromatiques sont formés (De Jong et al.,
1994). En conclusion, ces micro-organismes expriment un systéme enzymatique capable de

métaboliser des molécules chimiquement inertes.
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D.  Evolution des composés volatils utilisés dans I'industrie des aromes et

du parfum : le marché des produits naturels

1. De la découverte des composés volatils dans la nature a la synthése

chimique

Parallelement a la découverte des composé€s volatils présents dans la nature, les
chimistes ont entrepris la syntheése de ces molécules. Les produits synthétiques ont permis de
répondre a la forte demande en composés aromatiques par I’industrie des ardmes et du parfum
(Le Guéret et al., 1999). Ce mode d’approvisionnement a également permis de s’affranchir
des matiéres premicres animales, de la dépendance aux huiles essentielles et des conditions
climatiques et environnementales dont dépend la production des matieres végétales. De plus,
de nouveaux composés artificiels aux odeurs inédites ont considérablement enrichis la palette
de maticres premicres disponibles pour les créateurs de parfums. De nos jours, une grande

majorité des molécules utilisées en parfumerie sont de nature synthétique.

2. De la synthése chimique aux biotechnologies

Il existe a I’heure actuelle un regain d’intérét pour les produits dits “naturels”.
L’industrie chimique utilise des produits nuisibles pour 1’environnement comme les métaux
lourds. Les normes, de plus en plus restrictives, qui sont imposées aux industriels pour réduire
leur impact sur 1’environnement, poussent ces derniers a se tourner vers des alternatives.
D’autre part, sensibilis¢é par les enjeux environnementaux et soucieux de sa santé, le
consommateur se tourne de plus en plus vers des produits labellisés “naturels”, les produits
synthétiques étant de plus en plus pergus par le grand public comme des produits nocifs.
Enfin, la synthése chimique permet rarement d’étre régio-sélectif et stéréo-sélectif dans le cas
d’une hydroxylation. Par exemple, I’oxydation allylique du limonéne avec du dioxyde de
sélénium conduit a la formation d’un mélange de limonéne-4-ol, de trans- et cis- carvéol,

d’alcool de périllyle et de limonéne-10-ol (Jensen and Sharpless, 1975; Sakuda, 1969).

Entre 1997 et 2007, le marché européen des composés aromatiques naturels a
progressivement accru sa part de marché de 16.6 a 30.0%. En Europe, on s’attend a ce que
cette croissance continue a un rythme autour de 10%, alors que la croissance du marché

global des ardmes est de seulement 2.9% (Mane, communication personnelle, 2009).
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Certains composés volatils naturels peuvent étre obtenus en grande quantité et a des
colts réduits. 50 000 tonnes de limonéne sont produits chaque année par I’industrie du jus
d’orange a partir des résidus d’écorce d’orange (Lerner, 2003) qui renferment une huile
essentielle constituée a plus de 90 % de limonéne. Ce dernier est ainsi le monoterpéne le plus

abondant et son prix sur le march¢ est estimé entre 68 € (Aldrich, 2013) (Mazzaro, 2000).

Les composés volatils comme le limonéne sont des précurseurs intéressants pour
produire des dérivés oxygénés a haute valeur ajoutée. C’est le cas de 1’alcool de périllyle,
limoneéne hydroxylé qui peut étre utilis€ comme fragrance et comme agent anti-cancéreux

(Belanger, 1998) dont le prix est estimé environ a 588 € (Aldrich, 2013) (Duetz et al., 2003).

Du point de vue de la juridiction européenne (C.E. N°1334/2008) et américaine
(C.F.R., 1985 21), une molécule peut étre labellisée “naturelle” dés lors qu’elle provient de
matieére végétale, animale ou microbienne, qu’elle résulte d’un nombre limité¢ et défini de
transformations incluant la transformation par un organisme vivant entier ou d’une partie de
celui-ci (dont les enzymes) et qu’elle est identique a une molécule identifiée et présente dans

la nature.

Par conséquent, les biotechnologies sont d’excellents outils pour transformer un
composé naturel a faible colt en produit & haute valeur ajoutée pouvant étre labellisé
“naturel”. De nombreux efforts ont été consacrés a la recherche de procédés de
biotransformation de molécules volatiles par les micro-organismes. Avec la découverte des
enzymes impliquées dans la voie de biosyntheése des composés volatils chez les plantes, les
biotechnologies végétales offrent de nouvelles opportunités. Notamment, 1’utilisation des
cytochromes P450 du métabolisme des plantes apparait intéressante pour produire des
molécules volatiles oxygénées a haute valeur ajoutée a partir de squelettes moléculaires

disponibles a faible cofit.
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II. Les cytochromes P450

A. Caractérisation des cytochromes P450

Les cytochromes P450 sont des hémoprotéines enzymatiques (EC 1.14.14.1) qui
catalysent des réactions d’oxygénation (Figure 5). Dans la plupart des cas, I’activation et le
clivage du dioxygéne O, qui requierent un apport d’¢lectrons du NAD(P)H via une
cytochrome P450 réductase, conduisent a I’insertion d’une molécule d’oxygéne dans le
substrat et la formation d’une molécule d’eau (Meunier et al., 2004; Werck-Reichhart and

Feyereisen, 2000).

Cytochrome PAS0
SH + O, + NADPH,H' > SOH +H,0 + NADP

Figure 5 : Réaction d’oxydation catalysée par les cytochromes P450

S : substrat.

Les P450s ont pour caractéristique commune de présenter un déplacement du
maximum d’absorption de la lumiere (bande de Soret) a 450 nm, lorsque le fer de I’héme sous
forme réduite (ion ferreux Fe (II)), li¢ aux 4 atomes d’azotes de ’héme et au groupement
thiolate d’une cystéine (5°™ ligand), se lie aussi au monoxyde de carbone comme 6™ ligand
(Omura and Sato, 1964a). Le nom de “P-450” est ainsi donné a ces protéines pour Pigment

absorbant a 450 nm.

La superfamille des P450s est représentée dans le génome de presque tous les
organismes vivants (Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000). En dépit d’une grande diversité
de séquences protéiques , les P450s présentent une forte conservation de structure tertiaire qui
est illustrée par la Figure 6 (Graham and Peterson, 1999; Werck-Reichhart and Feyereisen,
2000). 11 existe plusieurs motifs consensus :

- la séquence (Phe-X-X-Gly-X-Arg-X-Cys-X-Gly) située au niveau de 1’hélice L et

incluant la cystéine servant de 5™ ligand au fer de I’héme.

- la séquence (Glu-X-X-Arg) localisée au niveau de I’hélice K susceptible de

stabiliser la structure du noyau en maintenant la poche de I’héme dans sa position.
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- la séquence (Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser) de I’hélice I impliquée dans le

transfert de proton vers I’oxygene pour son activation.

La position des Sites de Reconnaissance du Substrat (SRS) est relativement bien

conservée d’un P450 a I’autre.

Figure 6 : Modéle de la structure tertiaire conservée de cytochromes P450 d’apreés Urlacher et Eiben
(2006)

Il a été généré par le logiciel Pymol (Schrodinger, 2010) a partir de la structure cristallographique 1jpz du
cytochrome bactérien P450gy; de Bacillus megaterium (Haines et al., 2001). Orange : héme ; Vert : hélices I et
L ; Rouge : sites de reconnaissance du substrat (SRS1-6).

Les P450s sont répartis en 4 classes selon leur partenaire rédox (Schuler and Werck-
Reichhart, 2003). La majorité des P450s de plantes appartiennent a la classe II regroupant les
P450 qui sont associés a une P450 réductase NADPH dépendante (EC 1.6.2.4) membranaire.
Cette derniére contient une flavine adénine dinucléotide (FAD) et une mononucléotide (FMN)

responsables du transfert d’électrons un a un vers le site actif du P450.

Rarement exprimés dans le plaste, les P450s sont le plus souvent localisés sur la face
cytosolique du réticulum endoplasmique chez les plantes. Une hélice N-terminale
transmembranaire sert alors d’ancrage dans la membrane du réticulum. En revanche, les

P450s bactériens sont solubles.
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B. Mécanisme enzymatique

Les structures conservées du site actif dénotent un mécanisme réactionnel commun a
ces enzymes qui est représenté sur la Figure 7 (Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000). Dans
une premicre étape (A), la fixation du substrat dans le site actif du P450 provoque le départ
d’une molécule d’eau, dont le groupe hydroxyle formait une 6™ liaison avec le fer de 1’héme.
Cette perturbation provoque un changement de 1’état de spin de I’atome de fer pentacoordiné
(Schenkman et al., 1967), observable en spectrométrie par un déplacement du maximum
d’absorption de I’enzyme de 420 nm a 390 nm (passage de I’état de bas spin a haut spin)
(Jefcoate, 1978). Le spectre différentiel résultant porte le nom de spectre de type 1. L’étape
suivante est la réduction du fer ferrique Fe(IIl) en fer ferreux Fe(Il) par transfert d’un électron
(B). Une molécule de dioxygeéne vient alors se lier au Fe(Il) pour former un complexe
intermédiaire Fe(I1)-O, (C). Un second électron réduit ensuite ce complexe et active le
dioxygene (D). Une double protonation suivie du départ d’'une molécule d’eau apres clivage
du dioxygene aboutit a la formation d’un ion oxoferryle (E et F). Enfin, ce dernier insére un
atome d’oxygeéne dans le produit (G). Le produit formé est libéré en-dehors du site actif et le

fer retrouve son état initial (H).
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Figure 7 : Mécanisme réactionnel des cytochromes P450 d’aprés Werck-Reichhart et Feyereisen (2000)
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Par ce mécanisme, les P450s sont capable de catalyser des réactions d’oxygénation de
facon régiospécifique et stéréospécifique, sur une molécule hydrocarbonée non activée. Bien
que ce soit le plus souvent des hydroxylations qui sont observées, il existe une diversité de
réactions possibles : époxidation, dealkylation, clivage carbone-carbone, isomérisation,
dimérisation, désaturation, et parfois, déshydrogénation ou réduction (Isin and Guengerich,
2007; Mansuy, 1998). Les réactions enzymatiques les plus atypiques qui ont été identifiées

dans le métabolisme secondaire des plantes sont recensées par Mizutani et Sato (2011).

C. Diversification et fonction chez les plantes

Les cytochromes P450 forment une large superfamille diversifiée avec environ 18 000
séquences nucléiques codant pour un P450 connues fin 2010 (Nelson, 2011). Ce nombre a
considérablement augmenté ces derniéres années en raison de 1’accélération du séquencage de
génomes. Chaque enzyme est classée et nommée par un comité de nomenclature (Nelson,
2006, 2009), selon son identité de séquence protéique et ses liens de phylogénie avec
I’ensemble des P450s. Ils sont ainsi regroupés dans des familles ou les membres contiennent
plus de 40% d’identité protéique et des sous-familles ou les membres contiennent plus de
55% d’identité protéique. Par exemple, le cytochrome annoté CYP71D13 appartient a la
famille 71 et la sous-famille D. La classification sur la base d’une identité de séquence peut

parfois étre modulée sur la base de phylogénie.

Chez les plantes, les P450s peuvent intervenir dans le métabolisme primaire pour la
biosynthése des stérols membranaires, mais ils sont le plus souvent impliqués dans le
métabolisme secondaire pour la biosynthése d’hormones, de biopolymeres ou de métabolites
de défenses. Ils participent aussi au catabolisme de composés endogeénes (hormones) ou
exogenes, notamment a la détoxification de xénobiotiques (Mizutani and Ohta, 2010). Leur
nombre peut étre faible comme chez les nématodes, les insectes ou Saccharomyces cerevisiae,
alors qu’il explose chez les plantes. Par exemple, la levure de boulangerie contient 3 genes
codant des P450s (Nelson et al., 2004b) et Arabidopsis thaliana en contient 244 plus 28
pseudogenes (Bak et al., 2011).

Cette spectaculaire diversification chez les plantes peut s’expliquer par la nécessité de

produire de nouvelles molécules permettant aux plantes une adaptation au milieu environnant.
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Les terpénoides sont typiquement des métabolites secondaires jouant ce role adaptatif (Cheng

et al., 2007).

L’attribution d’une fonction pour un P450 donné devient alors un véritable challenge
et nécessite la mise en place de stratégies, grace auxquelles, nous allons voir, les activités
enzymatiques de mono- et sesquiterpénoides oxydases d’une trentaine de P450s ont pu étre

caractérisées jusqu’ici.

ITI.  Production de composés volatils fonctionnalisés par des

cytochromes P450 recombinants: état de ’art

A.  ldentification de cytochromes P450 de plantes

1. P450s potentiellement impliqués dans la biosynthése des mono- et

sesquiterpénoides”

a. Inventaire

Une trentaine de P450s de plantes ayant une activité mono- ou sesquiterpénoide

oxygénase/oxydase ont été identifiés (Tableau 1).

Tableau 1 (ci-contre) : Liste récapitulative des P450s ayant une activité mono- ou sesquiterpénoide
oxygénase/oxydase chez les plantes et des résultats de leurs applications pour la production de terpénes
fonctionnalisés.

La fonction physiologique in planta pour chaque P450 n’a pas été systématiquement déterminée. n.d : non
déterminé.

% Se reporter aux références bibliographiques du Tableau 1 dans cette partie.
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Ces P450s ont été isolés a partir de plantes connues pour produire des métabolites

secondaires. Ces plantes et métabolites sont les suivants :

(i) des mono- et sesquiterpénoides accumulés dans des plantes aromatiques et médicinales :
des plantes de la famille des Lamiacées (menthes verte et poivrée, pérille, sauge officinale,
chataire a grappes, hysope officinale), ’amome sauvage, le cotonnier en arbre et le carvi. La
grande famille des Lamiacées contient environ 5000 espéces réparties dans plus de 200 genres
(Hedge, 1992; Mabberley, 1987). On estime qu’environ 40 % de ces genres contiennent des
espeéces aromatiques et beaucoup de ces especes produisent des huiles essentielles riches en
monoterpénoides (Lawrence et al., 1992). L’amome sauvage accumule majoritairement dans
ces rhizomes le sesquiterpéne zérumbone (Damodaran and Dev, 1968) (Figure 8), agent
anticancéreux, luttant également contre le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) (Dai
et al., 1997). L’huile essentielle des fruits du carvi renferme de la carvone et du limonéne, 2
monoterpénoides aromatiques. Certaines variétés de cotonnier en arbre possedent des glandes
a gossypol a I’intérieur des graines (Bell, 1986). Le gossypol est un polyphénol, dérivé de la
voie métabolique des sesquiterpénes, décrit comme ayant des propriétés contraceptives et

anticancéreuses (Wang et al., 2009).

(i) des phytoalexines mono- et sesquiterpénoides essentiellement produites en conditions de
stress : le capsidiol chez le tabac (sesquiterpénoide, Figure 8), la solavétivone chez la
Jusquiame d’Egypte (sesquiterpénoide), la [-thujaplicine chez le cyprés du Portugal

(monoterpénoide).

(iii) des alkaloides dérivant des iridoides monoterpéniques. La pervenche de Madagascar est
une plante ornementale, connue des scientifiques pour les alcaloides qu’elle renferme comme
la vincristine et la vinblastine qui sont de puissants agents anti-tumoraux (van der Heijden et
al., 2004). L’un des intermédiaires, dans leurs voies de biosynthese, est la loganine (Figure 8),
un iridoides glycosylé présent en tant que principal produit final chez le chevrefeuille du

Japon (Kawai et al., 1988).

(iv) des lactones sesquiterpéniques comme la lactucopicrine (Figure 8) principalement

présents chez la famille des Astéracées (Herz, 1977) et responsables de leurs golits amers
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comme chez : la laitue, le tournesol, la chicorée, le costus, la barnadésie épineuse et I’armoise
annuelle. Chez la laitue, ces lactones sesquiterpéniques sont produites dans des canaux
laticiféres. Ces molécules ont de nombreuses propriétés médicinales importantes, notamment

I’artémisinine qui est un agent antipaludéen (Bosman and Mendis, 2007).

(v) des terpénoides émis par certains fruits responsables de leurs parfums et de leur goiit : la

fraise (linalol, nérolidol).

(vi) ’avocat est un cas non résolu. C’est un fruit dont la chair est riche en dérivés phénoliques
issus de la voie des phénylpropanoides comme le p-coumarate (Golan et al., 1977; Ramirez-
Martinez and Luh, 1973). Le CYP71Al, premier P450 végétal caractérisé, a été isolé¢ de
I’avocat. Il présente une activité de géraniol et nérol époxydase lorsqu’il est exprimé dans la
levure, mais la présence de géraniol, de nérol ou des époxydes correspondants n’a pas été
détectées dans les fruits. Ces monoterpénols ne sont donc probablement pas les substrats

physiologiques de ce P450.

Figure 8 (au dos) : Exemples de réactions enzymatiques catalysées par des P450s (Tableau 1) impliqués
dans la biosynthése de monoterpénoides, sesquiterpénoides, phytoalexines et iridoides monoterpéniques
ou de lactones sesquiterpéniques.

Les étapes simples et multiples sont représentées par des fléches en trait continu et non continu, respectivement.

7DLH : 7-déoxyloganique acide hydroxylase ; GAO : germacréne A oxydase ; LAMT : loganique acide O-
méthyltransférase.
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b. Caractérisation

La caractérisation des P450s listés dans le Tableau 1 a le plus souvent été réalisée
avant le développement des nouvelles techniques de séquencage des génomes. Elles ont fait

intervenir différentes approches.

Chez les plantes accumulant des terpénoides, leur lieu de stockage est généralement
leur lieu de biosynthése. Dans le cas des especes de la famille des Lamiacées, ils sont produits
et stockés dans les trichomes glandulaires (cellules épidermiques spécialisées, Tissier, 2012)
situés sur la surface des parties aériennes, notamment la face abaxiale des feuilles. Des
techniques d’isolement de trichomes glandulaires ont ét¢é mises au point permettant de
recueillir une fraction de tissu enrichie en protéines enzymatiques spécifiquement impliquées
dans la voie de biosynthése des terpénoides (Gershenzon et al., 1987; Yerger et al., 1992).
Chez des especes végétales de familles différentes, des trichomes glandulaires peuvent étre
également présents comme sur les bourgeons des fleurs de I’armoise annuelle ou les anthéres
des inflorescences du tournesol (Astéracées). Les tissus enrichis en P450 d’intérét sont plus
faciles d’acces lorsque les métabolites sont accumulés dans des organes comme le fruit (carvi,
avocat), la feuille (canaux laticiféres de la laitue), la racine (chicorée) ou le rhizome (amome
sauvage). Enfin, les cultures cellulaires in vitro produisant les terpénoides, en condition de
stress ou non, sont des modeles d’étude pratiques pour étudier la voie de biosynthese de ces

CcOmposes.

Lorsque les terpénes synthases étaient connues, ainsi que leur lieu d’expression, il a
¢été possible de cibler le lieu d’expression du P450 associé. C’est ainsi, que chez la laitue,
I’expression d’une germacréne A synthase s’est avérée étre 150 fois plus importante dans les

cellules de la tige que dans celles des canaux laticiferes (Ikezawa et al., 2011).

Les tissus ou cellules exprimant le P450 ont ensuite été testés pour leurs activités
enzymatiques avant l’identification du geéne responsable. La préparation de microsomes a
partir de ces tissus a permis de réaliser des essais enzymatiques sur une large palette de

substrats.

Lorsque D’activité enzymatique était bien détectée dans un tissu défini, la séquence
codante du P450 correspondant a été isolée a partir d’une collection d’ADNc générée a partir

de ces tissus ou cellules enrichis en transcrits. Dans certains cas, I’ADNc a ét¢ identifié par
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hybridation différentielle de colonies provenant d’une collection d’ADNc similaire mais
appauvrie en transcrit (Bozak et al., 1990; Luo et al., 2001; Teoh et al., 2006). C’est ainsi que
CYP71A1, exprimé dans les fruits matures de l’avocat et non-exprimé dans les fruits
immatures, fut le premier geéne de P450, impliqué dans la biosynthése des mono- et
sesquiterpenes, a €tre identifi¢ (Bozak et al., 1990). L’amplification par PCR de I’ADNCc
correspondant au P450 d’intérét a aussi pu étre réalisée a I’aide d’amorces dégénérées
dessinées a partir des motifs conservés de P450 de plantes déja caractérisés (Cankar et al.,
2011; Ikezawa et al., 2011; Luo et al., 2001; Lupien et al., 1999; Mau et al., 2010; Takahashi
et al., 2007; Yu et al., 2011), ou a partir de la s€quence protéique purifiée et séquencée (Collu

et al., 2001; Lupien et al., 1999).

On notera que la majorité des P450s ayant une activité¢ de mono- ou sesquiterpénoides

oxydases décrit jusqu’ici, appartiennent a la famille CYP71 (Tableau 1).
2. P450s impliqués dans la biosynthése des phénylpropanoides (volatils)

Trois P450s impliqués dans 1’hydroxylation de composés intermédiaires dans la voie
de biosyntheése des phénylpropanoides volatils de diverses plantes (Figure 4, page 10) ont
principalement été caractérisés. La cinnamate 4-hydroxylase (C4H), appartenant a la famille
des CYP73s, catalyse I’hydroxylation en para du cinnamate pour former du p-coumarate
(Nair and Vining, 1965; Russell and Conn, 1967). La p-coumaroyl-shikimate 3’-hydroxylase
(C3’H), de la famille CYP98, catalyse I’hydroxylation en meta du p-coumaroyl-shikimate
pour former du caffeoyl-shikimate (Schoch et al., 2001). Enfin, la coniféryl alcool 5-
hydroxylase (CAS5H), appartenant a la famille des CYP84s, catalyse 1’hydroxylation du
coniféryl alcool en meta (Humphreys et al., 1999; Osakabe et al., 1999). Les autres P450s,
comme la benzoate 2-hydroxylase (BA2H) qui n’a pas ¢été confirmée pour le moment, sont

décrits dans la revue de Ehlting et al. (2006).

L’hydroxylation des composés phénoliques en position méta est une étape clé de la
biosynthese des saveurs et parfums tels que la vanilline, le gingérol, I’eugénol ou le safrole.
CYP98A13 a été caractérisé comme une enzyme a 1’activité de 3’-hydroxylase dans la voie de

biosynthése de 1’eugénol (Figure 4, page 10) chez le basilic (Gang et al., 2002).
3. P450s impliqués dans la voie de biosynthese de la camalexine

La camalexine est la principale phytoalexine d’Arabidopsis thaliana. Elle est produite

en réponse a l’attaque d’un pathogéne comme la bactérie Pseudomonas syringae ou le

28



Introduction

champignon Botrytis cinerea. Certains précurseurs comme 1’indole 3-acétaldoxime (IAOx) et

I’indole 3-acétonitrile (IAN) sont des composés volatils.

La biosynthese de cet alcaloide indolique se fait a partir du tryptophane et implique
plusieurs P450s (Figure 9). CYP79B2 et CYP79B3 oxydent le tryptophane sur I’amine de la
chaine latérale pour former de I’'TAOx (Glawischnig et al., 2004; Hull et al., 2000; Mikkelsen
et al., 2000). CYP71A13 catalyse in vitro la déshydratation de I’TAOx en IAN (Nafisi et al.,
2007). Le mutant d’insertion cyp71al3 perd sa capacité a produire d’importantes quantités de
camalexine en réponse a une infection. L’apport d’TAN permet la restauration d’un phénotype
comparable a celui des plantes controles. CYP71A13 est donc responsable de Ia
métabolisation de I'TAOx en IAN. Une étude récente démontre que le glutathion (GSH) se
conjugue avec I’IAN lors d’une réaction catalysée par la glutathion S-transférase F6 (Su et al.,
2011). Elle démontre également que des y-glutamyl transpeptidases (GGT1 et 2) et une
phytochélatine synthase (PCS1) formeraient ensuite des dérivés d’IAN (y-GluCys(IAN) et
(IAN)CysGly). Les étapes ultérieures n’ont pas été caractérisées, excepté la derniére. Celle-ci
fait intervenir CYP71B15 (ou PAD3), un P450 multifonctionnel, capable de catalyser la
conversion de la cystéine indole 3-acétonitrile (Cys(IAN)) en acide dihydrocamalexique
(DHCA), puis en camalexine (Boéttcher et al., 2009; Schuhegger et al., 2006). Le mécanisme
réactionnel par lequel CYP71B15 et CYP71A13 réalisent ces réactions atypiques est encore
mal connu. Mizutani et Sato (2011) soulignent une éventuelle corrélation avec la présence

d’une substitution dans le motif conservé (D/E)T situé sur I’hélice I de ces deux P450s.

Figure 9 (au dos) : Voie de biosynthése de la camalexine et de I’auxine via ’'IAN chez Arabidopsis

La voie de biosynthése de la camalexine est reproduite d’aprés Su et al., 2011 et Bottcher et al., 2009. Les
fleches discontinues représentent des étapes inconnues. AAO1 : aldéhyde oxydase 1 d’Arabidopsis ; Cys(IAN) :
cystéine indole 3-acétonitrile ; DHCA : acide dihydrocamalexique ; GGTI et 2 : y-glutamyl transpeptidasesl et
2; GSH: glutathion ou y-L-glutamyl-L-cystéinylglycine ; y-GluCys(IAN) : y-glutamyl,cystéinyl indole 3-
acétonitrile, GSH(IAN) : glutathion indole 3-acétonitrile, GSTF6 : glutathion S-transférase F6 ; IAA : acide
indole 3-acétique ; IAAIld : indole 3-acétaldéhyde ; IAM : indole 3-acétamide ; IAN : indole 3-acétonitrile,
(IAN)CysGly : cystéinyl glycinyl indole 3-acétonitrile; IAOx : indole 3-acétaldoxime; ICA : indole 3-
carbaldéhyde ; ICOOH : indole 3-carboxylate ; PCS1 : phytochélatine synthase.
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L’TAOx est une molécule intermédiaire clé, commune a la biosynthese de la
camalexine, des indole glucosinolates et de I’auxine (Glawischnig et al., 2004). La conversion
d’IAOx en acide indole 3-acétique (IAA), principale forme de I’auxine chez les plantes,
pourrait se faire par I’intermédiaire indole 3-acétaldéhyde (IAAld) d’aprés Glawischnig et al.
(2004). 11 a été démontré que ’aldéhyde oxydase 1 d’Arabidopsis (AAOT) convertit I'TAAld
en IAA (Seo et al., 1998). Cependant, I’'implication de cette enzyme dans la voie de
biosynthése de 1’auxine a récemment été¢ réfutée par Mashiguchi et al. (2011). De plus,
I’indole 3-acétamide (IAM) est un intermédiaire de la biosyntheése de I'TAA a partir d’IAOx
(Sugawara et al., 2009).

D’autre dérivés indoliques ont également été détectés en plus de la camalexine et des
indole glucosinolates aprés 1’attaque d’un pathogéne. L’indole 3-carbaldéhyde (ICA) et des
dérivés d’indole 3-carboxylate (ICOOH) s’accumulent dans la feuille et la racine ainsi que
dans I’exudat racinaire apreés l’infection de la plante par un micro-organisme pathogene
(Bednarek et al., 2005; Hagemeier et al., 2001; Tan et al., 2004). Ces compos¢€s seraient donc
des précurseurs ou des produits de dégradation de la voie de biosynthése de la camalexine.

Cependant, I’origine de ces molécules n’a pas été élucidée.

CYP71A12 est également impliqué dans la production et/ou I’exsudation de la
camalexine des racines d’Arabidopsis (Millet et al., 2010). Son expression est fortement
induite en présence de molécules émises par les microbes et reconnus par la plante (“microbe-
associated molecular patterns” en anglais ou MAMPS) comme le peptide flagellaire de
bactérie Flg22. Les plantes transformées par une construction promoteur CYP71A12:GUS
montrent que cette expression est surtout localisée au niveau de la zone d’élongation de la
racine des jeunes plantules élicitées. La quantité de camalexine présente dans 1’exsudat des
racines ¢€licitées des mutants cyp7lal2, est significativement plus faible que celle présente
dans I’exsudat des racines de plantes controles élicitées. Ceci est également observé chez les
mutants cyp71b15 et les mutants cyp79b2 et cyp79b3. L’activité catalytique de CYP71A12,
prédite comme étant la méme que celle de CYP71A13 a raison de forte identité de séquence

(89 %), n’a pas été validée sur une enzyme recombinante in vitro.
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B. Identification de cytochromes P450 microbiens

Une premicre stratégie employée pour identifier des enzymes oxygénant les composés
volatils consiste a étudier la voie catabolique des micro-organismes qui sont capables
d’utiliser les composés volatils comme source de carbone. Des monoterpénoides comme le
citronellol, le camphre ou le limonene sont catabolisés en métabolites assimilables par des
souches de Pseudomonas essentiellement (Trudgill, 1990). Le CYP101 de Pseudomonas
putida (P450..y,) catalyse la premiére étape de dégradation du camphre qui est 1’introduction
d’un groupe hydroxyle dans la molécule chimiquement inerte. Ce P450 a fait I’objet de
nombreuses études et a été le premier P450 dont la structure a été résolue (Gunsalus and

Wagner, 1978; Hasemann et al., 1995; Mueller et al., 1995; Poulos et al., 1995).

Une deuxieme stratégie repose sur 1’identification de souches microbiennes capables
de dégrader en partie un compos¢ volatil et d’accumuler le produit dérivé oxygéné. Les
oxygénases impliquées dans le métabolisme propre au micro-organisme vont étre capables de
métaboliser le composé volatil xénobiotique. Par exemple, le P450 de Xanthobacter sp. C20
impliqué dans la minéralisation du cyclohexane, converti le D-limonéne en (4R,8R)-limonéne-
8,9-époxyde (van der Werf et al., 2000). Ce dernier est le seul produit qui s’accumule dans le
milieu lorsque la souche est cultivée en présence de cyclohexane comme unique source de
carbone. La bioconversion microbienne des composés volatils a largement ét¢ étudiée ces

dernicres années et n’implique pas obligatoirement un P450.

Enfin, une dernicre stratégie consiste a cribler I’activité enzymatique d’une collection
de P450s provenant de I’annotation de différents génomes microbiens. 1105 séquences de
P450s bactériens ont été recensées en 2011 et sont publiquement disponibles (Nelson, 2009).
Girhard et al. (2009) ont, par exemple, sélectionné 125 P450s sur une collection de 250 P450s
bactériens susceptibles de catalyser des réactions d’oxygénation sur des stéroides. Apres co-
expression de ces P450s avec la putidarédoxine réductase et la putidarédoxine de
Pseudomonas putida dans E. coli, le criblage d’activités enzymatiques en présence de
valencéne a permis d’identifier un nouveau P450 bactérien (CYP109B1 de Bacillus subtilis)

capable d’oxyder le valencéne en nootkatone.
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C.  Ingénierie des cytochromes P450

Une stratégie d’ingénierie protéique, consistant a construire un P450 métabolisant
efficacement un substrat non naturel, peut étre ¢galement envisagée pour fonctionnaliser une
molécule hydrocarbonée. Ainsi, par mutagenese aléatoire et/ou ciblée d’un P450, on peut

modifier ses propriétés enzymatiques.

De nombreuses études ont porté sur le P450gys (CYP102A1) issu de Bacillus
megaterium car il présente 1’avantage d’étre fusionné a son partenaire rédox et car il a la plus
forte activité enzymatique jamais mesurée pour un P450 : Kear de 17 000 par minute avec
I’acide arachidonique (Warman et al., 2005). De plus, les P450s bactériens ont 1’avantage

d’étre soluble ce qui facilite les expériences de mutagenese aléatoire.

Ces dernieres consistent a induire des mutations au hasard pour modifier les propriétés
enzymatiques du P450. Un criblage a haut débit de la collection de protéines obtenues permet
de sélectionner ’activité enzymatique désirée. On parle également d’évolution dirigée pour
désigner ces expériences. Ainsi, I’efficacité catalytique d’un triple mutant du cytochrome
P450sMm3 (A74E/F87V/P386S) convertissant la B-ionone en un produit odorant (4-hydroxy-f-
ionone) a été augmentée de 80 fois par rapport a I’efficacité catalytique de la protéine non-
mutée (Urlacher et al., 2006). L’utilisation d’une réaction en chaine par polymérase
permettant I’introduction d’erreurs de facon aléatoire (“error-prone PCR” en anglais) sur le
mutant F87V a révélée I"'importance de la proline en position 386 située sur la surface de la

protéine et non pas dans le site actif.

La modification dirigée d’un P450 consiste a modifier ponctuellement son site actif a
partir de 1’étude de sa structure et de son mécanisme enzymatique. Une analyse in silico basée
sur I’étude de la structure cristallographique de 29 P450s et 6379 séquences codant des P450s
a mis en évidence I’importance de 2 acides aminés positionnés a proximit¢ de I’héme
interagissant potentiellement avec le substrat (Seifert and Pleiss, 2009). Dans le cas du
P450pMm3, ces 2 positions correspondent aux acides aminés F87 et A328. Une collection de
mutants a été générée pour ces deux positions (24 mutants avec 5 acides aminés apolaires) et
testée pour la métabolisation de 4 substrats terpéniques (géranylacétone, nérylacétone, (4R)-
limoneéne, (+)-valencéne). Onze d’entre eux ont montré un important changement ou une
amélioration dans la régiospécificité ou la stéréospécificité vis-a-vis des terpénes testés

(Seifert et al., 2009).
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Sauf exceptions, la majorit¢ des P450s bactériens naturels ont une faible efficacité
catalytique identifiés dans la nature, et/ou une faible régiospécificité et/ou stéréosélectivité
vis-a-vis des terpénoides, sans doute le plus souvent car il ne s’agit pas de leurs substrats
naturels ou de substrats opportunistes. Une optimisation par ingénierie métabolique permet
d’optimiser les propriétés catalytiques du P450. Les dernier résultats sont rassemblés dans la

revue de Urlacher et Girhard (2012).

D.  Production de composés volatils fonctionnalisés par ingénierie

métabolique a 'aide de cytochromes P450

Une fois qu’un P450 biocatalyseur a été identifi¢ et optimisé, la production de
composés volatils fonctionnalisés peut se faire soit par ingénierie métabolique de plantes, soit
par ingénierie métabolique de micro-organismes, soit encore par utilisation d’extraits

enzymatiques ou de I’enzyme isolée.

Seulement 7% des études menées sur les biocatalyseurs sur une période de 10 ans,
utilisent des enzymes isolées pour la production de métabolites (De Carvalho and Da Fonseca,
2006). Ce systeme a pourtant ’avantage de minimiser les coproduits pouvant étre formés par
la cellule-hdte et le taux de biotransformation obtenu est souvent meilleur (Schreier, 1997).
Les principaux facteurs limitant son utilisation sont le colit nécessaire pour isoler I’enzyme, la
faible stabilité de I’enzyme isolée et la nécessité d’utiliser un partenaire rédox et des co-
facteurs onéreux (Chefson and Auclair, 2006). Différents procédés pour 1I’immobilisation,
I’encapsulation, I’ancrage des P450 dans des nanodisques membranaires ont été proposés et
parfois brevetés. Par exemple, le procédé convertissant la B-ionone utilise un mutant de
P450p\.3 de Bacillus megaterium immobilisé dans une matrice de type sol-gel qui permet
d’améliorer la stabilité¢ du P450 (Hauer et al., 2008). Le systeme de régénération du NADPH
est assuré par une formate déhydrogénase NADP'-dépendante de Pseudomonas putida
¢galement immobilisée dans la matrice. Divers systemes de réduction faisant intervenir des
¢lectrodes (Schneider and Clark, 2013) ou des complexes photosynthétiques (Jensen et al.,
2012) ont aussi été proposés comme donneurs d’électrons. Mais pour le moment aucun
procédé viable n’a ét¢ mis en ceuvre. On notera que 1’exploitation d’extrait brut de racines de
chicorée pour la biotransformation de sesquiterpenes pouvant impliquer Dactivit¢é d’un

cytochrome P450 est protégée par un brevet (Bouwmeester et al., 2007).
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1. Plantes génétiquement modifiées

L’ingénierie métabolique de plantes permet soit une production de nouveaux
composés volatils in planta, soit une amélioration de la production existante. L’expression
hétérologue de 3 terpénes synthases de citron produisant du limonéne, du y-terpinéne et du 3-
pinéne ainsi qu’une limonéne 3-hydroxylase de menthe verte chez le tabac ont permis
I’émission de trans-isopipériténol et de ses dérivés qui sont le 1,3,8-p-menthatrie¢ne, 1,5,8-p-
menthatriéne, p-cyméne et 1’isopipériténone (Liicker et al., 2004). Il devient possible de
modifier la composition de I’huile essentielle utilisée en parfumerie. Par exemple, la teneur en
limonéne a pu étre augmentée de 2 a 80% dans I’huile essentielle de Mentha x piperita, en
supprimant 1’expression d’une limonéne hydroxylase, sans modifier le rendement de 1’huile
obtenue (Mahmoud et al., 2004). D’autre part, la modification de la voie de biosynthése des
terpénoides qui s’accumulent dans les trichomes glandulaires de certaines plantes, permettrait
d’obtenir des plantes transgéniques servant de véritable plateforme de production de terpenes

fonctionnalisés (Lange et al., 2012).

On notera que la modification du métabolisme des terpénoides chez les plantes a
parallelement des applications agronomiques. Les plantes transgéniques obtenues peuvent
potentiellement présenter une modification de leur profil odorant et gustatif ou une meilleure

résistance aux pathogenes.

2. Micro-organismes génétiquement modifiés

Les micro-organismes sont particuliérement bien adaptés a des procédés de culture. La
production de composés volatils en quantité commercialement exploitable par modification
du métabolisme des micro-organismes serait un progrés en matiere de biotechnologies.
Jusqu’ici, la majorité des procédés étudiés ont des rendements de 1’ordre du mg/L alors que le
rendement théorique d’un procédé économiquement viable est estimé a 1 g/L. (Gounaris,
2010). L’utilisation d’oxygénases appartenant a la famille des P450s dans un procédé
industriel de bioconversion est également assez rare. Toutefois, la production d’environ 100
tonnes par an d’hydrocortisone, par hydroxylation du cortexolone par un P450 chez
Curvularia sp. montre que cela peut-étre possible et efficace (Petzoldt et al., 1982). Un

certains nombre de facteurs récurrents limitent la faisabilité¢ des procédés de bioconversion de
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composés volatils fonctionnalisés (notamment les terpenes) par I’expression d’un P450 dans

un micro-organisme.
a. Facteurs limitants et solutions envisagées

(i) L’expression du P450. L’expression fonctionnelle de P450s dans un micro-organisme peut

s’avérer étre un facteur limitant.

Elle dépend du micro-organisme utilisé. E. coli, S. cerevisiae et Pseudomonas sp sont les
micro-organismes les plus étudiés pour exprimer un P450. Ils sont compatibles avec un
procédé de culture industriel. Le criblage de différentes souches peut permettre une
amélioration de I’expression du P450. Par exemple, I’expression fonctionnelle d’une
cinnamate 4-hydroxylase de Catharanthus roseus fusionnée a une réductase a été possible
uniquement dans la souche DS410 d’E.coli et pas dans les souches M15, DH5a et JM109
pourtant capables d’exprimer correctement d’autres P450s (Hotze et al., 1995). L’utilisation
de la souche DH1 d’E. coli plutdt que la souche DH10B a permis d’augmenter d’un facteur
1000 I’oxydation de I’amorphadi¢ne en acide artémisinique par CYP71AV1 de I’armoise
annuelle (Chang et al., 2007).

Chez E. coli, dont le génome ne contient pas de géne codant pour un P450, la protéine est
tronquée dans sa partie N-terminale pour favoriser sa solubilit¢ dans le cytosol et une
optimisation des codons pour 1’expression bactérienne est souvent effectuée. C’est le cas pour
CYP71AV1 issu de I’armoise annuelle et exprimé dans la bactérie E. coli ou aucune activité

ne pouvait étre détectée auparavant (Chang et al., 2007).

L’expression du P450 dépend également du vecteur d’expression utilisé et du contexte de
I’initiation de la traduction. Le simple changement de vecteur d’expression de CYP71AV1
chez E. coli par exemple (pETDUET-1 remplacé par pCWori), a permis d’améliorer
I’expression de I’enzyme ainsi que la production d’acide artémisinique, alors que seuls

I’alcool et 1’aldéhyde correspondants étaient détectés auparavant (Chang et al., 2007).

(ii) L’expression d’une réductase associée au cytochrome P450. La régénération du cofacteur
enzymatique (le NADPH pour la majorité des P450s), peut se faire par le métabolisme de la
cellule hote. Cependant, I’expression du systeme de transfert d’électron associé¢ au P450 dans
le micro-organisme améliore 1’efficacité catalytique du P450. Ainsi, I’expression de la
putidarédoxine et de la putidarédoxine réductase a permis d’augmenter de 25 fois I’efficacité

catalytique de P450.,, dans E. coli (Mouri et al., 2006). La réductase d’Arabidopsis thaliana
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est le plus souvent co-exprimée avec un P450 de plante pour obtenir une bonne activité
enzymatique dans la levure (Pompon et al., 1996; Urban et al., 1997). L’activité enzymatique
de CYP71AV1 issu de ’armoise annuelle a pu étre augmentée d’un facteur 12 en remplagant

la réductase d’A. thaliana par la réductase de 1’armoise annuelle (Chang et al., 2007).

(iii) Formation de multiples coproduits. De multiples coproduits non désirés peuvent se
former si le P450 a une faible régiospécificité et une faible stéréosélectivité. Ils peuvent
¢galement se former a partir du métabolisme de la souche hote. Comme il a été précédemment
mentionné, 1I’ingénierie métabolique du P450 peut permettre une amélioration de la sélectivité
(partie Chapitre 1:III.C, page 33). Il arrive également que le P450 métabolise le premier
produit formé (Girhard et al., 2009; Sowden et al., 2005). Girhard et al. ont limité ce
phénomeéne en utilisant un procédé¢ dit “biphasique” avec une phase aqueuse constitué¢e du
milieu de culture (90 %) et une phase organique constituée d’un solvant organique (10 % de
dodécane). La phase organique agit alors comme un réservoir accumulant les produits formés
et les protégeant d’une suroxydation par le P450. La sélection du solvant aux propriétés
physico-chimiques adéquates et biocompatible avec la souche microbienne utilisée peut étre

une ¢étape compliquée (Leon et al., 1998).

(iv) La solubilité et la volatilité du substrat et/ou des produits. Les composés volatils ont, par
définition, une faible solubilit¢ en milieu aqueux et une forte volatilité¢. Le substrat et les
produits ont ainsi 1’avantage de diffuser librement a travers les membranes du micro-
organisme biocatalyseur. En revanche, ils forment une deuxieme phase lorsqu’ils sont a fortes
concentrations dans le milieu de culture aqueux. Le substrat devient alors moins disponible
pour le cytochrome P450. Une premiére solution consiste a utiliser un agent surfactant comme
le tween pour augmenter leurs solubilités. Les cyclodextrines sont également trés utilisées
comme agents solubilisants de molécules pharmaceutiques, alimentaires ou aromatiques
(Astray et al., 2009; Brewster and Loftsson, 2007). Ce sont des oligomeéres cycliques creux,
capables de former un complexe d’inclusion non-covalent avec des molécules hydrophobes
de taille et de géométrie appropriées. Les P-cyclodextrines forment des complexes
d’inclusions stables avec les mono- et sesquiterpénes (Szente and Szejtli, 1988). Enfin, une
autre solution consiste a introduire le substrat dans une phase organique ou il est soluble. La
phase organique des procédés biphasiques présente 1’avantage de solubiliser le substrat et de

piéger les produits volatils apres leurs formations.
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(v) La cytotoxicité du substrat et/ou des produits. Comme il a été mentionné précédemment,
les composés volatils peuvent avoir un role de défense pour la plante et présenter des
propriétés antimicrobiennes (partie Chapitre 1:1.B.3, page 12). Ces propriétés
antimicrobiennes sont largement dues a leur impact sur les membranes. Tels des solvants
organiques, les hydrocarbures oléfiniques, dont les mono- et les sesquiterpénes, se dissolvent
dans les membranes, les perméabilisent et perturbent leur intégrit¢ (Heipieper et al., 1994;
Knobloch et al., 1986; Sikkema et al., 1994, 1995). Afin d’y remédier, le substrat peut étre
ajouté apreés la phase de croissance du micro-organisme de maniére continue a une
concentration tolérée. Les produits peuvent étre retirés au cours de leurs formations dans une
phase non miscible au milieu de culture aqueux, cette phase pouvant étre liquide ou solide. De
cette maniere, les procédés biphasiques diminuent la toxicité du substrat et des produits.
Jusqu’a 2,3 g/L d’alcool périllique ont été¢ obtenus au cours de la bioconversion du limonéne
par un P450 de Mycobacterium sp. exprimé dans Pseudomonas putida, grace a un procédé
biphasique ou le milieu réactionnel est constitué de 30 % de bis(2-éthylhéxyl)phtalate
(DEHP) (Van Beilen et al., 2005). Van der Werf et al. (2000), n’ont cependant pas réussi a
trouver un solvant permettant de limiter la toxicité du produit formé (limonéne-8,9-époxyde)
sans affecter I’activité de limonéne hydroxylase de la souche Xanthobacter. Le recours a des

souches tolérant les hydrocarbures peut alors étre une solution. Certaines souches “solvant-

tolérantes” identifiées peuvent supporter jusqu’a 50 % (v/v) d’hydrocarbures (Inoue and

Horikoshi, 1989).

b. Excemple d’un procédé de production d’un composé volatil fonctionnalisé par un

P450 de plante excprimé dans un micro-organisme

La découverte de P450s de plantes oxydant les composés volatils hydrocarbures
permet d’envisager la production de composés volatils fonctionnalisés par ingénierie
métabolique de micro-organismes. Plusieurs brevets protégent I’exploitation des P450s
découverts pour cette application (Tableau 1). Cependant, les quantités obtenues restent

encore de I’ordre du mg/L.

Une exception est [’utilisation de 1’enzyme native CYP71AV1 oxydant
I’amorphadiéne, pour obtenir un précurseur de la synthése de I’artémisinine, agent anti-
malarial. De gros moyens et de nombreux efforts de recherche ont permis de produire 2,5 g/L

d’acide artémisinique dans S. cerevisiae (Lenihan et al., 2008).
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Une premiére étape d’ingénierie métabolique de la levure S. cerevisiae a permis
d’obtenir 100 mg/L d’acide artémisinique (Ro et al., 2006b). Cela correspond a une
productivité volumétrique de 0,026 g/L/jour (Lenihan et al., 2008) en condition de
fermentation en bioréacteur d’un litre aprés 5 jours. Dans un volume de culture de 25 mL, la

productivité volumétrique est égale a 0,006 g/L/jour.

sucnes

soaby-Cod
I — .:n'-ulnu-t 11-cakns
moblcacstyl-Col Al !___.-'.' :--'-': .
* EFGIY =1 ‘__.'2'- .__.'l-\.__r.- ]
[ ] l..
HMG-Cos "
‘ P BT 'l- TErIAY r
mHsalanate h
A
* EFL2 oy
D) e
midvalonabe-P i
_ gl l'
+ EFLsE 31 __ F
mévalonate-PP L [T ) i
A b A — ) -
l ERGIE E N | !
£1 Y
15} x ™
PP g—p DChLAPP L
ERGaa ; "
GPP Al ™, pCHE Srbe TR ue
EFNGIT P
- |.j
FFP e
—-l EAGA i
qusne *++ hesmi-Byrihise
EPH3 1 .--: frisd A
¥ —_—gy T
¥ L
@rgosbinol .."'-I H

T i ambmismne
=}

Figure 10 : Schéma de la voie de biosynthése de I’acide artémisinique reconstituée chez S. cerevisiae
EPY224 exprimant ADS, CYP71AV1 et AaCPR d’apreées Ro et al. (2006b)

Les fléches bleues correspondent aux réactions impliquant un geéne directement surexprimé. Les fléches violettes
correspondent aux réactions indirectement amplifiées par la surexpression de 1’allele mutant upc2-1. La ligne
rouge représente la répression du géne ERG9. Les fléches vertes indiquent les réactions catalysées par des
enzymes de I’armoise annuelle introduites dans la souche EPY224. IPP : diphosphate d’isopentényle ; DMAPP :
diphosphate de diméthylallyle ; FPP : diphosphate de farnésyle ; diphosphate de géranyle ; HMG-CoA : 3-
hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A.
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Pour ce faire, la production intracellulaire de FPP a ét¢ augmentée. Les génes
impliqués en amont et responsables de sa biosynthese ont été surexprimés (Figure 10).
L’utilisation du FPP en aval pour la biosynthése de stérols a ét¢ diminuée en supprimant
I’expression de la squaléne synthase (Erg9). La surexpression de 1’alléle mutant upc2-1,
améliore I’activité du facteur de transcription Upc2, responsable de 1’amplification globale de
la voie de biosynthese des isoprénoides (fleches violettes sur la Figure 10) (Vik and Rine,
2001). La HMG-CoA réductase (3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A réductase),
enzyme clé de la régulation de la voie de biosynthése du mévalonate, a été¢ surexprimée sous
une forme soluble et une deuxiéme copie du géne correspondant a été introduite. De plus,

I’expression de la FPP synthase (Erg20) a aussi été directement amplifiée.

Enfin, les 3 génes provenant de I’armoise annuelle et codant pour I’amorphadi¢ne
synthase (ADS), I’amorphadiéne oxydase (CYP71AV1) et sa P450 réductase associée
(AaCPR) ont ét¢é introduits afin de convertir le FPP produit en acide artémisinique. L’ADS est
responsable de la formation de I’amorphadiéne a partir de FPP. Les 3 étapes d’oxydation de
I’amorphadiéne en alcool, en aldéhyde, puis en acide artémisinique sont catalysées par

CYP71AV1 et AaCPR.

Dans une seconde étape, 1I’optimisation d’un procédé semi-continu en bioréacteur a
permis d’améliorer de 25 fois le rendement en acide artémisinique avec une production
atteignant 2,5 g/l en 5 jours (Lenihan et al.,, 2008). La productivit¢ volumétrique a ¢été

augmentée de 17 fois en étant égale a 0,43 g/L/jour.

Dans ces expériences, la souche Y51, auxotrophe pour la lysine et I’uracile et dérivée
de la souche EPY224 (ura-), a ¢été utilisée. Les plasmides pRS425ADS et
pESCURA::AaCPR/CYP71AV1 ont été remplacés par le plasmide pAM179 exprimant les 3
geénes de I’armoise annuelle ADS, CYP71AV1 et AaCPR. Un rendement et une productivité
volumétrique inférieure ont été obtenus avec cette souche dans un volume de culture de 50

mL : 76 mg/L et 0,013 g/L/jour.

Un premier rendement de 1,3 g/L. d’acide artémisinique est obtenu dans un procédé
semi-continu utilisant un milieu de culture (pH 5, tampon succinate a 50 mM et 20 g/L de
galactose) adapté au procédé de fermentation en bioréacteur. L’unique source de carbone
utilisée est le galactose ajouté continuellement dans le milieu pour permettre, d’une part, la
croissance cellulaire et, d’autre part, I’induction simultanée des génes provenant de 1’armoise

annuelle et autorisant la production d’acide artémisinique. ERG9 étant sous le contrdle du
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promoteur Pmet3 dans cette souche, la méthionine réprime la biosynthése des stérols et, en
conséquence, permet une meilleure accumulation du précurseur FPP. L’ajout de méthionine
fait augmenter le rendement a 1,8 g/L. Il a été observé que la consommation du galactose était
variable pendant le procédé. Cela pourrait étre du a la réduction de la biosynthése des stérols
qui pourrait affecter la croissance et par conséquent, la consommation en galactose. Afin de
réguler et de maintenir cette dernire relativement constante et basse, un algorithme basé sur
les statistiques des quantités d’oxygene dissoutes dans le milieu a été développé. Il a permis
de controler a la fois la quantité de galactose a ajouter au milieu et I’agitation du milieu. Le
procédé de fermentation ainsi développé a permis d’atteindre le rendement de 2,5 g/LL d’acide
artémisinique. On notera que la croissance cellulaire était meilleure lorsque le glucose a été
utilisé plutot que le galactose. Cependant, I’utilisation du glucose suivie du galactose dans un
procédé a deux sources de carbones, n’a pas permis d’augmenter la production en acide

artémisinique.

Alors que I’optimisation du procédé de production de I’acide artémisinique permet
d’atteindre au maximum 2,5 g/L, Westfall et al. (2012) ont pu produire plus de 40 g/L
d’amorphadi¢ne, le sesquiterpéne correspondant non fonctionnalisé. Il a été montré que la
synthése ou 1’accumulation de la forme fonctionnalisée était responsable d’une diminution de
la stabilité du plasmide et d’une induction des genes de résistance de la levure par rapport a la
synthése uniquement de la forme non fonctionnalisée (Ro et al., 2008). En effet, la souche de
levure synthétisant seulement I’amorphadiéne maintient le plasmide portant les génes de
I’armoise annuelle dans plus de 80 % des cellules alors que la souche de levure synthétisant
’acide artémisinique maintient le plasmide dans moins de 60 % des cellules. La stabilité du
plasmide est restaurée lorsque CYP71AV1 est ponctuellement muté. L’expression massive de
geénes de résistance pléiotropique aux drogues (geénes PDR) appartenant a la famille des
transporteurs ABC (en anglais : ATP-Binding Cassette Transporters) est induite chez la
souche produisant 1’acide artémisinique par rapport a la souche produisant I’amorphadiéne.
Une analyse globale du transcriptome a démontré que la modification transcriptomique
associée a la production d’acide artémisinique était la réponse cellulaire a un stress oxydatif et

osmotique.

Westfall et al. (2012) se sont donc tournés vers un procédé d’hémi-synthése a partir du

précurseur oléfine au lieu du terpéne fonctionnalisé.
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En conclusion, un sesquiterpéne fonctionnalis¢ a été produit a des concentrations de
I’ordre du gramme par litre a partir de 1’ingénierie métabolique de S. cerevisiae exprimant les
geénes responsables de sa biosynthése in planta (terpéne synthase, P450 oxydase et P450
réductase). Cette souche présente 1’avantage d’obtenir un procédé indépendant de tout
substrat et de constituer une véritable plateforme de production de divers composés issus de la
voie métabolique des terpénoides. L’optimisation du procédé de fermentation a
considérablement augmenté le rendement de production. Cependant, le stress oxydatif et/ou la
toxicité du terpene fonctionnalisé envers la levure limite la production de plus grande

quantité. Cet exemple illustre la difficulté a produire efficacement un terpéne fonctionnalisé.

IV. Objectifs de la these : production de composés volatils
fonctionnalisés par bioconversion avec la levure exprimant un P450 de

plante

A.  Objectifs de la these

Cette thése, réalisée dans le cadre d’une convention CIFRE (Convention Industrielle
de Formation par la REcherche), en partenariat avec un industriel du domaine des ar6mes et

du parfum (V. MANE Fils), a été définie en 2 objectifs successifs :

o Identifier des P450s de plantes capables d’oxygéner des composés volatils
hydrocarbonés appartenant principalement aux familles des mono- et sesquiterpenes.
Le cas de molécules appartenant a la famille des phénylpropanoides sera également
envisagé.

e Produire des composés volatils fonctionnalisés aux propriétés organoleptiques connus
pouvant étre labellisés naturels, et/ou produire des composés volatils fonctionnalisés

aux nouvelles propriétés organoleptiques inconnues jusqu’ici.
prop g pliq jusq
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B.  Lavoie métabolique des mono- et sesquiterpenes chez Arabidopsis

thaliana

L’Institut de Biologie Moléculaire des Plantes (IBMP) posséde une collection de
P450s provenant essentiellement d’Arabidopsis thaliana. La voie de biosynthése des terpénes
chez cette plante modéle suscite un récent intérét car il a longtemps été considéré qu’elle ne
produisait pas de terpénoides volatils. Leur émission n’a été recherchée qu’apres le
séquencage de son génome qui a révélé la présence de 40 geénes de terpénes synthases dont 8

pseudogenes (Aubourg et al., 2002).

Des composés volatils ont ainsi été détectée a partir des fleurs et des racines de la
plante (Chen et al., 2003; Steeghs et al., 2004). Un mélange complexe de molécules est émis
par les inflorescences qui contient plus de 20 sesquiterpenes différents (Rohloff and Bones,
2005), tandis que des terpénes comme le 1,8-cinéol sont spécifiquement présents dans la
racine (Steeghs et al., 2004). Des mono- et sesquiterpénes oxygénés ont également été
détectés comme 1’aldéhyde de lilas, le p-cymén-8-ol, I’a-terpinéol, la verbénone et le
longibornéol (Chen et al., 2004; Rohloff and Bones, 2005).

A. thaliana étant essentiellement autogame (cela n’est peut-étre pas toujours vrai en
conditions naturelles), sa production de composés volatils auraient probablement un rdle plus
important dans 1’interaction de la plante avec les pathogénes ou les insectes ravageurs et les
organismes bénéfiques que dans D’attraction d’insectes pollinisateurs. Ceci a été confirmé
récemment par le rdle antibactérien in planta du (E)-B—caryophylléne, majoritairement émis
par les inflorescences d’A. thaliana (Huang et al., 2012). De plus, les feuilles produisent des
mono- et sesquiterpenes en réponse a un stress biotique comme une attaque par des herbivores

(Huang et al., 2010; Snoeren et al., 2010; Van Poecke et al., 2001).

Alors que 7 monoterpenes synthases et 4 sesquiterpénes synthases ont ét¢ caractérisées
(Bohlmann and J., 2000; Chen et al., 2004; Chen et al., 2003; Huang et al., 2010; Ro et al.,
2006b; Tholl et al., 2005; Tholl and Lee, 2011), seulement 1 P450 impliqué¢ dans la
biosynthése des composés volatils a été identifié jusqu’ici. CYP82G1 est une homoterpéne
synthase exprimée de fagon constitutive dans la tige et I’inflorescence (Lee et al., 2010). Son
expression est fortement induite dans la feuille par 1’attaque d’herbivores et permet la
synthése de TMTT ((E,E)-4,8,12-triméthyltridéca-1,3,7,11-tétraene) et de DMNT ((E)-4,8-
diméthyl-1,3,7-nonatriéne) responsables de 1’attraction d’insectes parasites d’herbivores. De

récentes investigations permettent de prédire une fonction pour un certains nombre d’entre
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eux (Ehlting et al., 2008). Par exemple, CYP71A19 est co-localisé, et son expression est co-
régulée, avec le géne At4g13280, exprimant une sesquiterpene synthase, ce qui laisse suggérer
que CYP71A19 est impliqué dans le métabolisme de dérivés sesquiterpénoides (Ro et al.,

2006a).

Une stratégie basée sur une analyse in silico de I’expression de genes d’A. thaliana a
¢été choisie pour sélectionner les P450s candidats potentiellement capables de métaboliser des
mono- ou sesquiterpenes parmi la collection disponible a I’'IBMP. La liste sera complétée par
des P450s provenant d’autres sources végétales qui seront sélectionnés in silico, par
homologie de séquences protéiques. Les séquences codantes de ces derniers seront

synthétisées.

C. Production de composés volatils fonctionnalisés

Le laboratoire de recherche en biotechnologie de V. MANE Fils met au point des
procédés de fermentation afin de produire une large gamme de produits naturels. Il a a sa
disposition un certain nombre de composés volatils hydrocarbonés naturels peu onéreux,
obtenus par extraction de plantes, qui peuvent servir de précurseurs pour la biosynthése de
composés volatils fonctionnalisés a haute valeur ajoutée. L’IBMP dispose d’une souche
Saccharomyces cerevisiae optimisée pour 1’expression de P450. Un procédé de bioconversion
de la levure surexprimant un P450 de plantes capable d’oxyder un composé volatil
hydrocarbure sera mis au point pour produire un composé volatil fonctionnalisé aux

propriétés organoleptiques valorisables.

D.  Les différentes étapes du projet

Pour mener a bien ces objectifs, plusieurs étapes ont ¢été définies :

e Sélectionner des composés volatils a fonctionnaliser et des cytochromes P450

candidats susceptibles de les métaboliser.

e Exprimer les enzymes dans une souche de levure optimisée a cet effet et réaliser un

criblage fonctionnel.

e Identifier les produits formés et déterminer les paramétres catalytiques de la réaction.
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e Produire les molécules fonctionnalisées par bioconversion et évaluer leurs propriétés

organoleptiques.

Dans un premier temps, les résultats du criblage par essai enzymatique in vitro et in
vivo seront décrits et discutés (Chapitre 3:). Dans un second temps, I’étude plus détaillée du
cas de I’activité enzymatique la plus intéressante est présentée sous forme d’un article soumis
a publication (Chapitre 4:). Enfin, I’activit¢ de monoterpéne oxydase d’un P450 déja
caractéris¢ comme étant impliqué dans une voie métabolique totalement différente, nous
amene, dans un troisiéme temps, a nous intéresser a la double fonction physiologique de ce

P450 et aux mécanismes évolutifs ayant conduit a cette double fonction (Chapitre 5:).
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Chapitre 2: Matériel et Méthodes

I. Matériel

A. Substrats et standards

Les monoterpénoides, sesquiterpénoides et phénylpropanoides utilisés comme
substrats enzymatiques proviennent de V. MANE Fils (Le Bar-sur-Loup, France), excepté le
(+/-)-lavandulol qui a été fourni par Extrasynthese (Genay, France). V. MANE Fils a obtenu

ces molécules par distillation d’huile essentielle de plantes.

Les standards de nootkatone et de frambinone ont été synthétisés par V. MANE Fils.
L’aldéhyde de périllyle nous a été gracieusement donné par Nippon Terpene Chemicals

(Tokyo, Japon). L’alcool de périllyle provient de Sigma-Aldrich.

Les standards des molécules impliquées dans la voie de biosynthése de la
camalexine et de l’auxine proviennent de I’équipe du Dr Erich Glawischnig (Université
Technique de Munich, Allemagne) : I’indole 3-acétaldoxime (IAOx), I’indole 3-acétaldéhyde
(IAAId) et I’'indole 3-acétonitrile (IAN). L’TAOx a été synthétisé a partir de I'TAAld comme
précédemment décrit (Rausch et al., 1985).

B. Séquences nucléiques des cytochromes P450

Les P450s sélectionnés pour le criblage d’activités enzymatiques avec les substrats
terpéniques sont listés dans le Tableau 2. Une partie des geénes correspondants a été
précédemment clonés et sont disponibles au laboratoire de I'IBMP. Leurs séquences
nucléiques sont accessibles sur les bases de données “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI) ou “GenBank Nucleotide Databases” (www.ncbi.nlm.nih.gov). Les
autres séquences nucléiques ont été synthétisées par GeneCust Europe (Dudelange,
Luxembourg) aprés optimisation pour 1’expression dans la levure et sont répertoriées en

annexe (page 229).
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Code (AGI ou

Nom P450 Plante source NCBI ou Isolement éuteur de , Vecteul:
phytozome) I'isolement d'expression

CYP71A12 Arabidopsis thaliana  At2g30750 Clonage  R. Larbat pYeDP60u
CYP71A13 Arabidopsis thaliana  At2g30770 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71A14 Arabidopsis thaliana  At5g24960 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71A15 Arabidopsis thaliana ~ At5g24950 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71A16 Arabidopsis thaliana  At5g42590 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71A18 Arabidopsis thaliana  Atlgl1610 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71A19 Arabidopsis thaliana  At4g13290 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71A20 Arabidopsis thaliana  At4g13310 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71A24 Arabidopsis thaliana  At3g48290 Clonage R. Larbat pYeDP60u2
ThhCYP71A27 Thellungiella halophila Thhalvoo24976m Synthése ~MANE pYeDP60u2
CYP71B6 Arabidopsis thaliana  At2g24180 Clonage  R. Larbat pYeDP60
CYP71B14 Arabidopsis thaliana ~ At5g25180 Clonage R. Larbat pYeDP60
CYP71IBI15 Arabidopsis thaliana  At3g26830 Clonage R. Larbat pYeDP60
CYP71BI19 Arabidopsis thaliana  At3g26170 Clonage R. Larbat pYeDP60
CYP71B22 Arabidopsis thaliana  At3g26200 Clonage R. Larbat pYeDP60
CYP71B23 Arabidopsis thaliana  At3g26210 Clonage R. Larbat pYeDP60
CYP71B24 Arabidopsis thaliana  At3g26230 Clonage  R. Larbat pYeDP60
CYP71B26 Arabidopsis thaliana  At3g26290 Clonage  R. Larbat pYeDP60
CYP71B31 Arabidopsis thaliana  At3g53300 Clonage  J.-F. Ginglinger pYeDP60u2
CYP71D1 Catharanthus roseus  EU541505 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71D4 Solanum tuberosum AJ296346 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71D14 Petunia x hybrida AB028462 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71D48v1 Nicotiana tabacum DQ350338 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71D51v2 Nicotiana tabacum DQ350345 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71D98 Ammi majus EF127865 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71D177  Scoparia dulcis GU205276 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71D326  Ricinus communis XM 002522675 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71AS4v2 Vitis vinifera AM439953 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71AU4  Vitis vinifera XM 002276776 Synthese MANE pYeDP60u2
CYP71BES5 Vitis vinifera XM 002264111 Synthése MANE pYeDP60u2
CYP71BClI Vitis vinifera XM 002279236 Synthese MANE pYeDP60u2
CYP73A1 Helianthus tuberosus  Z17369 Clonage  Teutsch et al., 1993 pYeDP60
CYP73A85 Nicotiana tabacum AB236952 Clonage  Galis et al., unpublished pYeDP60
CYP73A27 Nicotiana tabacum AF368378 Clonage  Ralston et al., 2001 pYeDP60
CYP76C1 Arabidopsis thaliana  At2g45560 Clonage  S. Grec pYeDP60
CYP76C2 Arabidopsis thaliana ~ At2g45570 Clonage  S. Grec pYeDP60
CYP76C3 Arabidopsis thaliana  At2g45580 Clonage  S. Grec pYeDP60u2
CYP76C4 Arabidopsis thaliana ~ At2g45550 Clonage  S. Grec pYeDP60u2
CYP76C5 Arabidopsis thaliana  At1g33730 Clonage  S. Grec pYeDP60
CYP76C6 Arabidopsis thaliana  At1g33720 Clonage  S. Grec pYeDP60u2
CYP76C7 Arabidopsis thaliana ~ At3g61040 Clonage  S. Grec pYeDP60
CYP76G1 Arabidopsis thaliana  At3g52970 Clonage  S. Grec pYeDP60
CYP76BI Helianthus tuberosus Y 09920 Clonage  Robinecau et al., 1998 pYeDP60
CYP76B6 Catharanthus roseus  AJ251269 Clonage  Collu et al., 2001 pYeDP60u2
CYP706A1 Arabidopsis thaliana  At4g22690 Clonage IBMP pYeDP60u2
CYP706A2 Arabidopsis thaliana  At4g22710 Clonage IBMP pYeDP60u2
CYP706A3 Arabidopsis thaliana  At5g44620 Clonage  S. Mathieu pYeDP60u2
CYP706A7 Arabidopsis thaliana  At4g12330 Synthése MANE pYeDP60u2
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Tableau 2 (ci-contre) : Liste des P450s sélectionnés pour le criblage d’activités enzymatiques avec une
série de monoterpénoides, sesquiterpénoides et phénylpropanoides

Les P450s proviennent de différentes plantes. Leurs séquences nucléiques ont été synthétisées ou isolées par
clonage puis exprimées dans le vecteur d’expression pYeDP60 ou pYeDP60u2. Elles sont disponibles sur la base
de données NCBI ou GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) ou celle de phytozome (www.phytozome.net) pour la
séquence nucléique de ThhCYP71A27. En bleu, j’ai réalisé le sous-clonage des séquences P450s correspondantes
dans le vecteur pYeDP60u2.

C. Vecteur d’expression pYeDP60 et pYeDP60u2

Le vecteur réplicatif pYeDP60u2 (Hofer et al., manuscrit en préparation) a été utilisé
pour exprimer dans la levure les séquences nucléotidiques synthétisées ainsi que celles qui ont
été précédemment clonées a I’'IBMP dans un vecteur différent du vecteur pYeDP60 (Figure
11). Cette série de plasmides, initialement décrite par Pompon et al. (1996), est dotée d’une
origine de réplication 2|1 de levure, d’un polylinker BamHI/Smal/Kpnl/Sacl/EcoRI encadré en
amont par un promoteur GAL10-CYC1 inductible par le galactose et réprimé par le glucose, et
en aval par un terminateur PGK. Une origine de réplication E. coli et un géne de résistance a
I’ampicilline autorisent les sous-clonages et deux génes URA3 et ADE2 permettent la
complémentation pour 1’auxotrophie a I’uracile et a I’adénine. Ce sont des plasmides trés
stables dans des milicux riches et a de fortes densités cellulaires. Ils ont été congus
spécialement pour 1’expression de P450s dans une série de souches de Saccharomyces

cerevisiae, dont la souche WAT11 décrite ci-apres.
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Hirvlll (B852) Sacl KNl gma

Hirudlll (7484)

®mn | T

Figure 11 : Schéma du vecteur d’expression dans la levure pYeDP60 d’aprés Pompon et al. (1996)

Les différents sites de restrictions sont indiqués ainsi que la position en paire de base. ori E.coli : origine de
réplication bactérienne ; ori yeast : origine de réplication dans la levure ; pGAL : promoteur GAL10-CYC1 ;
tPGK : terminateur PGK ; ADE2a : marqueur de sélection pour I’auxotrophie a 1’adénine ; URA3 : marqueur de
sélection pour 1’auxotrophie a I’uracile ; AmpR : marqueur de sélection a I’ampicilline.

Le vecteur pYeDP60u2 contient en plus une cassette autorisant un clonage de type

USER.

D. Souche bactérienne et souche de levure

1. Souche bactérienne E. co/

La bactérie Escherichia coli TOP10 (Invitrogen) a été utilisée pour le sous-clonage et

la propagation de plasmide.
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2. Souche de levure S. cerevisiae

La souche Saccharomyces cerevisiae WAT11 a été construite par Pompon et al. (1996)
pour I’expression spécifique de P450s de plantes. Elle dérive de la souche W303-1B et
exprime la P450 réductase ATR1 d’A. thaliana a la place de la réductase endogéne a la levure
(Urban et al., 1997). ATR1 est sous le controle du promoteur GAL10-CYC1 réprimé par le
glucose et induit par le galactose. Lorsque cette souche est transformée avec le plasmide
pYeDP60 ou pYeDP60u2, [I’expression d’ATR1 et du P450 peut étre induite par le
galactose. La souche WATI11 exprime aussi le cytochrome b5 endogéne ala levure, qui

peut participer a I’activité du P450.

E. Plantes

Arabidopsis thaliana d’écotype Columbia (Col-0) a ¢été utilisée pour étudier
I’expression de CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 dans les différents organes de la plante
ainsi que 1’émission des composés volatils par les inflorescences.

Les mutants d’insertion pour ces 3 genes ont également été étudiés. Les mutants
cyp71al2 et cyp7lal3 proviennent de 1’équipe du Dr Yves Millet (Harvard Medical School a
Boston, Etats-Unis) et sont les lignées suivantes : GABI-KAT 127HO3 et SALK 105136,
respectivement. L’ADN de transfert (ADN-T) est inséré au niveau du deuxiéme et du
troisieme exon (sens 5° vers 3’), respectivement. Les mutants cyp71al8 de lignée
WiscDsLox297300 18A proviennent du Centre de Ressource Biologique d’Arabidopsis
(ABCR, Universit¢é de I’Etat d’Ohio, Etats-Unis) ou ’ADN-T est inséré au niveau du

deuxiéme exon.

11. Tampons et Milieux de culture

A.  Tampons

Tampon phosphate PBS (Phosphate Buffered Saline)

Ce tampon est utilisé essentiellement pour 1’essai enzymatique a partir des microsomes de
levure exprimant le P450. Les solutions-stock de Na,HPO, et NaH,PO4 a 0,5 M sont

préparées par dissolution de 14,2 g et 12 g, respectivement, dans 200 mL d’eau distillée. La
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solution de phosphate disodique est versée dans la solution de phosphate de monosodium

jusqu’a ce que le pH soit égal a 7.4. La solution de PBS est alors diluée a 20 mM.

Tampon TEK (pour 1 L)

Ce tampon est utilisé pour laver les levures avant I’extraction de microsomes. Il contient du
Tris-HCI a 50 mM pH 7.5 (soit 25 mL de Tris-HCI 2 M pH 7.5), de ’EDTA a 1 mM (2 mL
d’EDTA a 0,5 M) et du KCl a 100 mM (soit 7,4 g). Le tampon est complété a 1 L avec de

I’eau distillée.

Tampon TES (pour 1 L)

C’est un tampon d’extraction utilisé pour la préparation de microsomes. Il contient du Tris-
HCIl a 50 mM pH 7.5 (25 mL de Tris-HCl a 2 M pH 7.5), EDTA a 1 mM (2 mL d’EDTA a
0,5 M) et du sorbitol a 600 mM (soit 109 g). Le tampon est complété a 1 L avec de 1’eau
distillée.

Tampon TG (pour 100 mL)

C’est un tampon de reprise finale des microsomes et de leur stockage a -20 °C. Il contient du
Tris-HCl a 50 mM pH 7.5 (2,5 mL de Tris-HCl a 2 M pH 7.5) et du glycérol a 30 % (soit 30

mL). Le tampon est complété a 100 mL avec de 1’eau distillée.

Tampon citrate phosphate 0.5 M pH 7.0

Ce tampon est utilisé dans la réaction de bioconversion des terpenes par la levure entiére dans
un volume de 1 mL. Une solution de Na,HPO,4 a 0,5 M est préparée par dissolution de 35,5 g
dans 500 mL d’eau distillée en chauffant 1 min au micro-onde a pleine puissance. Une
solution d’acide citrique a 0,5 M est parallélement préparée par dissolution de 10,5 g dans 50
mL d’eau distillée. La solution d’acide citrique est versée dans la solution de phosphate
disodique jusqu’a ce que le pH soit égal a 7.0. La solution est ensuite autoclavée a 1 bar

pendant 15 minutes.

Tampon TrisHC] pH7-8.5a1 M

Une solution HCI a 12 N est versée dans une solution de Tris a 1 M jusqu’au pH désiré.

54



Matériel et Méthodes

Tampon d’extraction d’ADN génomique (pour 100 mL)

Ce tampon est utilis¢é pour extraire I’ADN génomique d’une feuille afin de réaliser le
génotypage des mutants d’insertion d’Arabidopsis. Il est constitué de 20 mL de tampon
TrisHCla 1 M pH 8, 5 mL d’EDTA 4 0,5 M, 5 mL de NaCla 5 M et 5 mL de SDS a 10 %.

Le tampon est complété a 100 mL avec de I’eau distillée.

Tampon d’élution

C’est un tampon de reprise de I’ADN génomique ou plasmidique. Il est constitué¢ de TrisHCI

a5 mM pH 8.5.

B. Milieux de culture

Milieu de culture pour bactérie LB (Luria-Bertani)

Ce milieu est utilisé pour la culture d’E. coli. 20 g de milieu LB Broth (Lennox) ou de
milieu LB Agar (Lennox) dans le cas d’un milieu solide, sont dissous dans 1 L d’eau

distillée. Le milieu est ensuite autoclavé a 1 bar pendant 15 minutes.

Milieu de culture pour levure (pour 1 L)

Quatre milieux sont utilisés pour la culture de la souche de levure WATI1 (tableau ci-
dessous). Le milieu YPGA est un milieu complémenté en adénine, utilisé pour la croissance
des souches de levures non transformées. L’introduction dans les levures du plasmide
pYeDP60 ou pYeDP60u2 rend la souche prototrophe pour 1’adénine. Les transformants sont
ainsi sélectionnés sur milieu SGI. Le milieu YPGE est un milieu complet utilisé¢ pour la
croissance de la levure transformée. Enfin, le milieu YPI est, quand a lui, utilisé pour induire

I’expression du P450.
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YPGA SGI YPGE YPI
Extrait de levure 10g 10g 10g
Bacto " “peptone 10g 10g 10g
Acide Bacto casamino lg
Base nitrogeéne de levure 7¢
Glucose 20g 20g I5¢g
Galactose 20¢g
Adénine 30 mg
Tryptophane 40 mg
Ethanol 3%

Tableau 3 : Composition des milieux de culture pour la levure

20 g/L d’agar sont ajoutés avant autoclave pour les milieux solides. Une solution-stock de
galactose est dissous a 50°C pendant 15 minutes. Les solutions d’adénine et de tryptophane
sont préparées a 10 mg/mL et 2 mg/mL, respectivement, et filtrées stérilement sur une

membrane 0,22 pm (Millipore) avant d’étre ajoutées aux milieux autoclavés.

III. Mcéthodes : systeme d’expression hétérologue dans la levure
A. Clonage USER™

Les geénes synthétisés et les geénes précédemment clonés a 'IBMP dans un vecteur
différent du pYeDP60, ont ét¢ intégrés dans le vecteur pYeDP60u2 pour une expression dans
la levure WAT11 en utilisant la technique du clonage USER™ (Nour-Eldin et al., 2006). En
une seule étape (Réaction USER de la Figure 12), le fragment PCR du géne d’intérét allongé
de 8 paires de base est inséré dans le vecteur préalablement linéarisé par hybridation

complémentaire sans utiliser de ligase.
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Figure 12 : Schéma du principe de la technique de clonage USER d’apreés Nour-Eldin et al. (2006).

Les fléches bleues indiquent 1’étape de linéarisation du vecteur. Les fléches rouges indiquent I’étape de la

réaction USER permettant ’hybridation du fragment PCR amplifi¢ et du vecteur linéarisé. Les sites

de

restrictions reconnus par les endonucléases Pacl et Nt.BbvCI au cours de la linéarisation du vecteur sont indiqués
sur la cassette USER du vecteur. Les 2 extrémités complémentaires du vecteur et du fragment PCR amplifié sont
chacune surlignées en vert et en jaune. Les amorces spécifiques de I’ADN d’intérét sont représentées par des

N . . ., ™ . ,
fleches grises. Les uraciles reconnues et excisées par ’enzyme USER ™ sont surlignées en roses.

1. Linéarisation du vecteur pYeDP60u2

Le vecteur est d’abord linéaris¢ en utilisant les enzymes de restriction Pacl

et

Nt.BbvCI comme indiqué dans le Tableau 4. Ces dernicres vont digérer le vecteur au niveau

de la cassette USER et générer des extrémités cohésives (partie gauche de la Figure 12).
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ETAPE 1
pYeDP60u2 10 ug
Pacl 70U
Tampon NEB4 (x1) 20 uL
Albumine de sérum
bovin (BSA) (x1) 2pL
Eau milli-Q Complété jusqu’a 200 pL
Incubation 12ha37°C

ETAPE 2
Mélange de I’étape 1 200 uL
Pacl 20U
Nt.BbvCI 40U
Incubation 2ha37°C

Tableau 4 : Conditions expérimentales de la linéarisation du vecteur pYeDP60u2

Les produits de la digestion sont séparés par €lectrophorese sur gel d’agarose a 1 %
(m/v) et le vecteur linéarisé est extrait en utilisant le kit NucleoSpin® Extract II (Macherey-
Nagel).

Apres ¢€lution avec 15 pL du tampon fournit, une étape de dessalement est réalisée.
L’ADN est précipité a ’acétate de sodium a 3 M pH 5.2 et a I’éthanol a 96 % (2,5/0,1, v/v)
pendant 30 min a -20 °C. Aprés centrifugation a 20 000 g pendant 30 min, le culot est lavé
avec de I’¢thanol a 70 % a 4 °C. Apres une deuxiéme centrifugation, le culot est séché 10 min

a 60 °C et repris dans 10 pL d’eau Milli-Q.

Le vecteur linéarisé est stocké a -20 °C jusqu’a son utilisation.
2. Amplification par PCR du gene P450

Le géne d’intérét est d’abord amplifié¢ par PCR (Figure 12 en haut a droite) en utilisant
des amorces spécifiques du géne qui posseédent une extension de 8 nucléotides dont 1 base
uracile. Les séquences nucléiques des amorces utilisées sont listées en annexe (page 238).
L’amplification a été réalisée avec I’ADN polymérase Pfu Turbo Cx Hotstart (Stratagene)

suivant les recommandations du fabricant et dans un volume total de 20 pL.

Les produits de la PCR sont séparés par électrophorése sur gel d’agarose a 1 % (m/v).
La bande d’intérét est excisée et filtrée a I’aide du kit GeneElute™ Agarose Spin Columns

(Sigma-Aldrich) afin de séparer I’ADN du gel d’agarose et d’¢éliminer le bromure d’éthidium.
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3. Réaction USER : insertion du gene P450 dans le vecteur pYeDP60u2

La réaction utilisant le mix USER™ permet en une seule et méme étape de générer des
extrémités cohésives au fragment PCR amplifiée et de I’assembler au vecteur préalablement
linéarisé (fleches rouges de la Figure 12). Les amorces utilisées au cours de I’amplification du
gene d’intérét ont permis de générer des extensions contenant une base uracile. Cette derniére
est reconnue par le mélange enzymatique USER™ qui va dénaturer I’extension.
L’assemblage de 1’amplicon avec le vecteur linéaris¢ se fait par liaison hydrogene.

L’hybridation de 8 paires de bases nucléotidiques est suffisamment stable pour le clonage.

La réaction PCR a lieu dans un volume total de 12 pL avec 1 unit¢ du mélange
enzymatique USER™ (NEB), 400 ng du vecteur linéarisé, 8 uL du produit PCR du géne
d’intérét et le volume est complété avec le tampon incolore de I’enzyme GoTaq polymérase
(Invitrogen). Le mélange est incubé en 2 étapes successives : une étape d’excision a 37 °C
pendant 20 minutes et une étape d’hybridation a 25 °C pendant 20 minutes. Le produit de la
réaction USER est ensuite dialysé pendant 20 minutes sur une membrane de nitrocellulose de
0,05 pm (Millipore) déposée sur de I’eau Milli-Q, avant d’étre utilisé pour la transformation

d’E. coli.
4. Propagation du P450 inséré dans pYeDP60u2 par E. coli

La bactérie E. coli est transformée par le P450 inséré dans le vecteur pYeDP60u2 par
la méthode chimique basée sur celle de Bergmans et al. (1981). Il est important d’éviter la
méthode de transformation par électroporation qui pourrait déstabiliser ’insert du vecteur

hybridé par des liaisons hydrogenes.

4 uL du produit de la réaction USER dialysé sont incubés 30 min sur la glace avec 50
uL de bactérie chimiocompétentes TOP10 ayant une efficacité de transformation entre 1.10*
et 1.10° UFC/pg d’ADN. Un choc thermique est réalisé par incubation a 42 °C pendant 2 min
suivie d’une incubation sur la glace pendant 2 min. Les bactéries sont ensuite incubées dans
150 pL de milieu LB non sélectif pendant 20 min a 37 °C afin que les transformants
acquierent la résistance a 1’antibiotique apportée par le plasmide. Puis, les bactéries sont
étalées sur milieu LB solide enrichi en ampicilline (100 pg/mL) et incubées 1 nuit a 37 °C.
Une dizaine de colonies sont étalées de nouveau sur le milieu sélectif (LB enrichi en

ampicilline). La présence de I’insert est confirmée par PCR en utilisant les mémes amorces
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que celles utilisées pour I’amplification du gene d’intérét avant la réaction USER (Annexe en
page 238).

Les bactéries transformées sont mises en culture liquide dans 50 mL de milieu sélectif
pendant 1 nuit a 37 °C avant extraction de I’ADN plasmidique avec le kit NucleoBond Xtra
Midi (Macherey-Nagel) suivant les recommandations du fabricant. Une étape de dessalement
est réalisée dans les mémes conditions décrites pour le vecteur linéarisé (Chapitre 2:1I1.A.1 en

page 57). La construction est vérifiée par séquencage nucléique a I’aide des amorces listées en

annexe (page 238).
B. Expression hétérologue des P450s dans la levure
1. Transformation de la levure

La levure WAT11 est transformée avec le vecteur pYeDP60u2 ou pYeDP60 contenant
la séquence du P450 d’intérét, en utilisant la méthode décrite par Gietz et al. (1992). Les
colonies obtenues sont testées par PCR en utilisant les amorces spécifiques du vecteur

pYeDP60 (page 238).
2. Culture et induction de I'expression des P450s

Une colonie de levure transformée est utilisée pour ensemencer 30 mL de milieu
minimum SGI. La culture est incubée 17 h a 28 °C. 10 mL de cette culture sont ensuite
prélevés pour ensemencer 100 mL de milieu YPGE. Aprés 30 h de culture a 28 °C
sous agitation, I’expression du P450 est induite en remplagant le milieu de culture par du YPI.
Les levures sont incubées pendant 17 h a 28 °C avant les tests de bioconversion ou la

préparation de microsomes.

C. Préparation de microsomes et quantification des P450s

1. Préparation de microsomes

Ce protocole est adapté de la méthode mise au point par Pompon (1996). Toute la
procédure est réalisée a 4 °C afin de limiter la dégradation des protéines. Les levures en
culture de 200 mL sont centrifugées pendant 15 min a 7 500 g puis lavées dans 10 mL de

TEK. Apres une deuxiéme centrifugation dans les mémes conditions, le TEK est ¢liminé et le
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culot de levures est repris dans 2 mL de tampon d’extraction froid contenant 300 mL de TES,
3 g d’albumine de sérum bovin et 100 pL de B-mercaptoéthanol. Aprés transfert dans un tube
falcon de 50 mL, des billes de verre (400-625 um, Sigma-Aldrich) sont ajoutées jusqu’a ce
qu’elles affleurent la surface du mélange, puis les levures sont broyées en agitant
énergiquement les tubes du haut vers le bas pendant 1 min a 5 reprises. Entre-temps, les tubes
sont placés dans la glace pour éviter la dégradation des protéines. A 1’issue de ce broyage, les
billes sont lavées 2 fois avec 40 ml du tampon d’extraction froid. Ce dernier est collecté et les
débris cellulaires sont éliminés par centrifugation. Le surnageant est filtré sur papier
Miracloth (Calbiochem). Les microsomes sont culotés par centrifugation a 100 000 g pendant
45 min a 4 °C. Ils sont repris et homogénéisés dans du tampon TG a I’aide d’un Potter-

Elvehjem, puis stockés a -20 °C.

2. Quantification des P450s

Le niveau d’expression des P450s est vérifié et leur concentration est déterminée par
spectrophotométrie différentielle. La technique utilisée est celle décrite par Omura et Sato
(1964a, 1964b) qui repose sur la forte affinité du fer réduit de ’héme envers le monoxyde de
carbone (CO). La liaison de coordination entre le fer et le CO provoque un déplacement de la
bande de Soret de 390 nm a 450 nm. Il en résulte une différence d’absorbance mesurée entre
390 nm et 450 nm par spectrophotométrie différentielle. En utilisant le coefficient

d’extinction molaire égale a 91 mM/cm, on peut alors calculer la quantité¢ de P450s présente.

Les mesures sont réalisées a température ambiante avec un spectrophotometre Cary
300 UV-Vis (Varian). Une solution de 2 mL de microsomes dilués 10 fois dans du tampon
TG est réduite par ajout de dithionite de sodium (Na;S;04). Apres la répartition égale de la
solution dans 2 cuvettes de spectrophotométre, la ligne de base est mesurée et corrigée. La
cuvette test est alors saturée en CO par bullage pendant 30 s avant la mesure de 1’absorbance

entre 400 et 500 nm dans les 2 cuvettes.

D.  Activité enzymatique 7z vitro avec des composés volatils oléfines

comme substrat

Les activités enzymatiques sont criblées par incubation de microsomes de levures

exprimant le P450 candidat avec un des substrats listés dans le Tableau 7.
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Les substrats qui possédent un squelette sans groupe fonctionnel, sont moins solubles
en milieu aqueux, plus volatils et plus apolaires que les substrats possédant un atome
d’oxygene. Une nouvelle méthode différente de celle utilisée pour les substrats oxygénés a été
adapté de celle décrite par Christoph Crocoll (2011). Les principales différences entre les 2

méthodes sont résumées dans le Tableau 12 (pageS88).

Les essais enzymatiques in Vitro avec les substrats hydrocarbures sont réalisés dans un
volume réactionnel de 300 pL. de tampon phosphate PBS a 75 mM pH 6.8, contenant 30 uL
de microsomes, 200 uM de substrat dissous dans 1’éthanol (0,8 % d’éthanol dans le volume
final de la réaction) et en présence ou en absence de NADPH a 1 mM. Le mélange réactionnel
est introduit dans un tube en verre fermé de 2 mL et incubé 20 min a 28 °C dans un thermo-
mixer (Eppendorf) sous agitation a 700 rpm. Le mélange réactionnel est ensuite extrait 1 fois
avec 500 pL de pentane. Apres agitation pendant 5 min a 1 400 rpm et centrifugation pendant
10 min a 3 000 g, la phase organique est analysée en CPG-DIF et CPG-SM.

E.  Activité enzymatique 7z vitro avec des composés volatils oxygénés

comme substrat

Les essais enzymatiques in Vitro avec les substrats oxygénés sont réalisés dans un
volume réactionnel de 100 uL. de tampon phosphate PBS & 20 mM pH 7.4, contenant 10 pL
de microsomes et 200 uM de substrat dissous dans un mélange éthanol/PBS (0,4% d’éthanol
dans le volume final de la réaction). Le mélange réactionnel est introduit dans un tube a
hémolyse en verre non fermé de 7 mL et incubé 20 min & 27 °C au bain marie agitant. La
réaction est initiée par ajout de 1| mM de NADPH et stoppée avec de 1’acide chlorhydrique a 1
N. Un contrdle négatif sans NADPH est parallélement incubé. Le mélange réactionnel est
ensuite extrait 2 fois a 1’acétate d’éthyle (2 fois 500 pL). Aprés mélange au vortex et
centrifugation pendant 2 min a 3000 g, la phase organique est déshydratée sur une colonne de
1 cm x 0,6 cm de sodium sulfate. Elle est ensuite concentrée sous flux d’argon pour atteindre

un volume final de 200 pL, puis analysée en CPG-DIF et CPG-SM.

F. Cinétique enzymatique des CYP76s avec la framboisone

Les paramétres catalytiques de la réaction de conversion de la framboisone par

CYP76C4 et CYP76B6 ont été déterminés a partir d’une cinétique enzymatique réalisée en
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triplicat dans les conditions indiquées dans le Tableau 5 et en utilisant 6 concentrations

différentes en substrat.

Temps Quantité de Conversion
P450 [Substrat] (uM) d’incubation (min)  P450 (pmole) maximum (%)
CYP76B6 130 - 1300 20 22 7
CYP76C4 20 - 1000 10 23 15

Tableau 5 : Conditions des cinétiques de CYP76B6 et CYP76C4 avec la framboisone

Le standard de frambinone ayant été obtenu tardivement, la quantité de produits
formés n’a pas été mesurée a 1’aide d’une gamme étalon. Elle a été calculée a partir de la
quantit¢ de substrat introduite dans le milieu réactionnel représentée par 1’ensemble des
surfaces des réactifs observables en CPG. Les valeurs des constantes apparentes de Michaélis
(Km,app) et de la vitesse maximale apparente de la réaction (Vmaxapp) Ont été calculées a partir

de la représentation de Lineweaver-Burk.

G. Bioconversion dans 1 ml.

Les activités enzymatiques in vitro les plus intéressantes ont été testées en
bioconversion avec la levure entiere dans un volume de 1 mL. La bioconversion du substrat
par la levure exprimant le P450 recombinant a été comparée avec celle obtenue par la levure
transformée avec le vecteur pYeDP60u2 sans insert. Les essais ont été réalisés a partir d’une
culture de 50 mL de levure induite pour I’expression du P450 recombinant. Apres
centrifugation, le culot cellulaire est repris dans 5 mL de tampon de réaction (tampon
phosphate citrate a 100 mM pH 7 avec 2 % de glucose (m/v)). Des aliquotes de 1 mL sont
placés dans des tubes a hémolyse en verre de 7 mL contenant le substrat a 200 ou 400 uM
solubilisé dans 1’éthanol (2 % du volume au maximum). Les tubes ouverts sont incubés a 25

°C pendant 5 h sous agitation.

Puis, les cellules sont lysées par ajout de 1 mL d’acétone mélangé par vortex. Apres
incubation pendant 15 min a température ambiante, le mélange est extrait avec 2 mL de
pentane/acétate d’éthyle 85 :15 (v/v). La phase organique est déshydratée sur une colonne de
1 cm x 0,6 cm de sulfate de sodium, concentrée sous flux d’argon pour atteindre un volume

final de 200 pL, puis analysée en CPG-DIF et CPG-SM.
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IV. M¢éthodes : analyses dans A. thaliana

A. Culture et croissance des plantes

1. Conditions de culture

Les graines des différentes lignées d’Arabidopsis ont été semées dans un terreau de
composition standard et les semis ont ¢té repiqués et cultivés en conditions artificielles dans
une chambre de culture. La température fut réglée a 22 °C en présence de lumiére avec une
humidité relative de 70 % et 19 °C a I’obscurité avec une humidité relative de 85 %. Avec une
photopériode de 12 h, I’intensité lumineuse fut d’environ 40 a 60 pmol/m?/s au stade rosette

et de 70 4 90 pmol/m?/s au stade tige.

2. Stade de croissance

Le matériel végétal a été prélevé a différents stades de croissances des organes de la plante

qui sont définis comme suit :
- Stade rosette : feuilles en rosette avant I’émergence de la hampe florale
- Stade tige : hampe florale de 20 & 30 cm au-dessus des feuilles
- Stade de la fleur F1 : boutons floraux visibles et minuscules
- Stade de la fleur F2 : boutons floraux avant 1’anthese
- Stade de la fleur F3 : fleurs venant de s’ouvrir

- Stade de la fleur F4 : fleurs complétement ouvertes

B. Quantification de I'expression

La quantification de I’expression de CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 dans les
différents organes d’A. thaliana a été réalisée par Benoit Boachon.

1. Extraction d’ARN totaux

Le matériel végétal a été fraichement prélevé a partir d’au moins 3 plantes différentes
et introduit directement dans I’azote liquide avant I’extraction des ARN totaux. Apres

broyage dans 1’azote liquide, les ARNs sont précipités et extraits par la technique classique
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utilisant le phénol et le chlorure de lithium. L’ADN est ¢liminé par traitement avec une
désoxyribonucléase ou ADNase I (Fermentas) suivant les recommandations du fabricant. Les

ARNS totaux ont ensuite été purifié a 1’aide du mini kit RNeasy plant (Qiagen).
2. Synthese I’ADNCc par reverse transcription (RT-PCR)

L’ADNCc est synthétisé a partir de 2 ug d’ARN totaux purifiés en utilisant la reverse
transcriptase SuperScript III (Invitrogen) en présence d’amorces composés de 23 nucléotides
désoxythymidine ou Oligo(dT),; (Sigma-Aldrich) suivant les recommandations des

fabricants.
3. PCR quantitative (Q-PCR)

L’expression relative des geénes d’intéréts a ¢ét¢ mesurée par PCR quantitative. Les
genes SAND, TIP41, PP2A et EXP ont un niveau d’expression stable chez Arabidopsis
(Czechowski et al., 2005) dans les conditions utilisées, et ont donc été choisis comme geénes

de référence pour normaliser I’expression des P450s d’intérét.

Les amorces spécifiques des génes d’intérét ont été congues avec le logiciel Primer 3

(http://frodo.wi.mit.edu) et sont listées en annexe (page 238).

La méthode utilisant une sonde fluorescente (SYBR Green) a été choisie et permet de
mesurer la quantit¢ d’ADN double brin formé. Les plaques de Q-PCR ont été préparées avec
la station automatique Biomek 3000 (Beckman Coulter) et les réactions ont été analysées a
I’aide du LightCycler 480 II (Roche). Chaque réaction contenait 2 pL d’ADNCc dilués 10 fois,
5 uL de LightCycler SYBR Green I Master (Roche), et 250 nM d’amorces sens et antisens,
dans un volume total de 10 pL. Les réactions ont été réalisées en triplicat, excepté pour
I’échantillon de jeunes racines traité en duplicat. Le programme PCR utilis¢ fut le suivant : 10
min a 95 °C suivit de 45 cycles avec 10 s de dénaturation a 95 °C, 15 s d’hybridation des
amorces a 60 °C et 15 s de polymérisation a 72 °C. Une courbe de dissociation est réalisée
pour chaque réaction en réalisant un cycle de 55 °C a 95 °C afin de vérifier la spécificité de

I’amplification. L’efficacité de I’ensemble des réactions a été calculée a 1.945 +0.015.
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C. Génotypage des mutants d’insertion

Les mutants homozygotes cyp7lal2 (GABI-KAT 127HO3), cyp7lal3 (SALK
105136) et cyp71lal8 (WiscDsLox297300 18A) ont été identifiées par génotypage. Ces

expériences ont été réalisées par Jean-Frangois Ginglinger.
1. Extraction d’ADN génomique

Pour chaque lignée mutante, I’ADN génomique d’une dizaine de plantes au stade
rosette a €té extrait a partir d’'une feuille. Celle-ci a été broyée en présence de 400 pL de
tampon d’extraction génomique. Apres centrifugation a 12 000 g pendant 5 min a température
ambiante, ’ADN présent dans 300 pL du surnageant a été précipité avec 300 pL
d’isopropanol. Le culot obtenu aprées centrifugation de 30 min a 21 000 g a 4 °C, a été lavé
avec 1 mL d’éthanol a 70 %. Apres centrifugation de 15 min a 21 000 g a 21 °C, 1’éthanol a
été évaporé a 60 °C pendant 10 min. L’ADN génomique a été repris dans un tampon

d’élution.
2. Amplification par PCRs de TADN de transfert

Le génotype des mutants d’insertion (hétérozygote ou homozygote) a été discriminé
par amplification de deux fragments génomiques de tailles différentes incluant en partie

(fragment 1) ou totalement (fragment 2) ’ADNT-T (Figure 13A).

Dans un premier temps, deux amplifications de I’ADN génomique a 1’aide d’amorces
complémentaires aux bords extérieurs des fragments 1 et 2 (LBal et LBa2, et CHal et LBa2)
ont été réalisées. Dans un deuxiéme temps, deux amplifications ont été réalisées a partir des
produits PCR obtenu et a I’aide d’amorces complémentaires aux bords intérieurs des
fragments 1 et 2 (LBb1 et LBb2, et CHb1 et LBb2) afin d’augmenter la spécificité de I’ADN
augmenté et la quantit¢ de produits PCR obtenus. Seules les amorces LBal et LBbl sont
complémentaires a I’ADN de transfert, les autres amorces étant spécifiques du géne d’intérét.
Les produits PCR ont été séparés par électrophorese sur gel d’agarose a 1 %. Le profil

théorique de ce gel pour les 3 types de génotypes possibles est représenté sur la Figure 13B.
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Figure 13 : Schéma du principe du génotypage des mutants d’insertion d’ Arabidopsis

Les alléles d’un géne d’intérét muté d’une plante hétérozygote sont représentés par un trait bleu (A). L’ADN de
transfert est représenté par un rectangle avec une bordure gauche (LB) et une bordure droite (RB). Les fragments
1 et 2 amplifiés ainsi que les couples d’amorces internes (LBb1 et LBb2, et CHbI et LBb2) et externes (LBal et
LBa2, et CHal et LBa2) a ces fragments sont localisés par rapport a I’ADN de transfert. Le profil théorique du
gel d’agarose obtenu par électrophorese (B) est indiqué pour les 3 types de génotypes possibles (sauvage, mutant
hétérozygote, mutant homozygote).

D.  Analyse des composés volatils émis par les fleurs

Les composés volatils émis par les fleurs des mutants d’insertion homozygotes pour
cyp71Al12, cyp71A13 et cyp71A18 ainsi que par les fleurs des lignées sauvages ont été

analysées. La méthode utilisée est adaptée de celle décrite par Aharoni et al. (2003).

Pour chaque lignée, une soixantaine de fleurs ouvertes, fraichement récoltées a partir
de 5 plantes différentes, ont été placées dans un pot en verre d’1 L hermétiquement fermé en
présence de lumiéere. L’ensemble des tiges du bouquet de fleur sont rassemblées dans un tube

rempli d’eau du robinet. De 1’air est mis en circulation dans le pot de fleur avec un débit
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d’environ 100 mL/min. Cet air est filtré a I’entrée et a la sortie du pot de fleur par des
cartouches en métal de 140 x 4 mm contenant 200 mg de Tenax TA (20/35, Grace Scientific)
pendant 24 h. Les composés volatils émis par les fleurs et adsorbés par la cartouche de Tenax
en sortie du pot de fleur, ont été analysés en TD-CPG-SM. Les composés volatils de chaque
lignée ont été collectés et analysées a des temps variables en fonction des conditions

expérimentales.

V.  Méthodes : chromatographie analytiques

Les composés volatils extraits des échantillons biologiques (levure ou plante) sont

analysés par chromatographie en phase gazeuse.

A. CPG-DIF

Les échantillons issus d’une extraction liquide ont ¢€té analysés sur une
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (CPG-DIF)
Varian 3900. Les composés sont séparés sur une colonne DB-5 (Agilent Technologies) de 30
m x 0,25 mm x 0,25um. Le débit du gaz porteur, I’hélium, a été ajusté a 1,2 mL/min. 1 pL
d’extrait est injecté avec une division d’un ratio de 50. Le four est d’abord maintenu a 50 °C
pendant 5 min puis un gradient de température a été appliqué en fonction de la molécule

substrat analysé (Tableau 6) pour, enfin, maintenir le four 5 min a 320 °C.

. Gradient de
. Température .

Substrat analysé ©C) température

(°C/min)

monoterpéne oxygéné 50-320 10
et phénylpropanoides

monoterpene oléfine 50-120 4

120 - 320 20

sesquiterpene oléfine 50— 100 20

100 — 320 4

Tableau 6 : Gradient de température du four de la CPG-DIF en fonction du substrat analysé
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B. TD-CPG-SM

Apres adsorption des composés volatils émis par les fleurs des différentes lignées
d’Arabidopsis sur une cartouche en métal de 140 x 4 mm contenant 200 mg de Tenax TA
(20/35, Grace Scientific), les cartouches ont été soumises a un flux de 100 mL/min d’helium
pendant 5 min afin de les purger d’éventuelles traces d’eau dans un thermodésorbeur (TD100-
Perkin). Les composés volatils sont ensuite thermodesorbés a 250 °C pendant Smin avec un
flux de 100 mL/min d’helium et cryo-concentrés sur un picge a froid maintenu a -30 °C. Ils
sont ensuite désorbés du piége a froid pendant 3 min a I’aide d’une pression constante de 10
psi et un dixieme est envoyé dans une CPG-SM (CPG Clarus 680T-Perkin couplé¢ a un SM
Clarus 600T-Perkin) au travers une colonne HP-5MS (Agilent Technologies). Le programme
de température de CPG est de 0,5 min a 50 °C, suivit d’une rampe de 15 °C/min pendant 20
min jusqu’a 320 °C, puis la température est ensuite maintenue pendant 5-10 min a 320 °C
pour purger la colonne. L’acquisition des fragments moléculaires a été réalisée en 0,25 s sur

une gamme de 50 a 500 m/z avec un flux électronique de 70 eV.

L’identification des produits obtenus a été réalisée par comparaison des temps de
rétention et des spectres de masse avec ceux des standards authentiques lorsqu’ils étaient
disponibles, de la base de données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011) ou

encore avec ceux de la littérature.
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Chapitre III

Criblage de cytochromes P450
exprimeés dans S. cerevisiae pour la
bioconversion de composés volatils






Chapitre 3:  Criblage de cytochromes P450 exprimés
dans S. cerevisiae pour la bioconversion de composés

volatils

1. Sélection des molécules a fonctionnaliser

V. MANE Fils dispose de composés volatils naturels obtenus par distillation
d’huile essentielle de plantes. Une quinzaine d’entre eux ont été sélectionnés comme substrat
pour le criblage d’activité enzymatique de cytochromes P450 (Tableau 7). Le choix s’est fait
d’une part, par rapport a leurs faibles cotts de revient, et d’autre part, par rapport a leurs degré
de pureté. Le B-myrcéne n’a cependant pas pu étre inclus dans le criblage pour des problémes

de solubilité (cf. Chapitre 3:1I1.B ci-dessous).

Tableau 7 (au dos): Liste des substrats a fonctionnaliser qui ont été sélectionnés, des plantes dont ils sont
issus (base ésotérique) et de leur degré de pureté (sur la base des pics observés en CPG)
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Certains substrats ont également été sélectionnés dans le but de les convertir en
produits naturels connus pour leur importance commerciale. Deux molécules sont

particulierement ciblées : la nootkatone et la frambinone.

(i) La nootkatone est un sesquiterpéne cétonique généralement présent en faibles quantités,
notamment chez le genre Citrus (MacLeod JR and Buigues, 1964). Cette molécule est prisée
en parfumerie pour son odeur de pamplemousse. Le valencéne et le nootkaténe ont des
squelettes carbonés proches de celui de la nootkatone. Une oxydation sur le groupe allylique
du valencéne conduit directement a la formation de nootkatone. Le valenceéne, également
présent chez le genre Citrus, est probablement le précurseur naturel de la nootkatone, mais

cela n’a pas encore été validé in planta (Sharon-Asa et al., 2003).

(ii) La frambinone est un composé phénolique présent dans le fruit du framboisier qui
participe a lui donner son gotit caractéristique. C’est un des ingrédients naturels de 1’industrie
des ardmes et du parfum les plus chers, avec un prix pouvant atteindre 20 000 dollars US/kg
(Beekwilder et al., 2007). Des expériences de tragage isotopique ont permis de proposer une
voie de biosynthése a partir du p-coumaroyl-CoA (Borejsza-Wysocki and Hrazdina, 1994).
Une benzalacétone synthase (BAS) condense le p-coumaroyl-CoA avec une molécule de
malonyl-CoA pour former du p-hydroxybenzalacétone (Figure 14). Puis, une benzalacétone
réductase (BAR) forme la frambinone par réduction de la double liaison alcénique. Cette voie

métabolique ne fait donc pas intervenir de P450.

= = =
HO
4CL BAS BAR
+ (o) s-CoA
© CoASH
OH OH co, OH OH
p-coumarate p-coumaroyl-CoA malonyl-CoA benzalacétone frambinone

Figure 14 : Voie métabolique de la frambinone dans le fruit du framboisier proposée par Borejsza-
Wysocki et Hrazdina (1994)

4CL : p-coumarate-CoA ligase. BAS : benzalacétone synthase. BAR : benzalacétone réductase.
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Plusieurs stratégies pouvant impliquer des P450s sont envisageables pour produire la
frambinone (Figure 15) : soit a partir de la framboisone, soit a partir d’aldéhyde d’anisique,
soit a partir du cinnamate. L hydroxylation du cinnamate en position para pour former du
coumarate correspond a 1’une des premiéres €tapes bien connues de la voie métabolique des
phénylpropanoides (Figure 4, page 10). La cinnamate 4-hydroxylase en provenance du
topinambour (CYP73A1) a été caractérisée de fagon détaillée a I’'IBMP , et depuis, plus d’une
centaine de genes orthologues ont été identifiés
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html) et certains caractérisés (Pierrel et al., 1994;
Schalk et al., 1997). Le cinnamate ne fera donc pas partie des substrats sélectionnés pour le

criblage.

(e}
o}
7
(o]
O A 0
aldéhyde anisique acétone framboisone

(@] OH (@] OH
(0]
= = / /
O
P450 - C4H LOX
> —_— +
o ¥ >
OH > OH OH

cinnamate p-coumarate p-hydroxy acétone
benzaldéhyde

OH

frambinone

Figure 15 : Schéma des réactions enzymatiques envisagées pour la production de frambinone naturelle

Les étapes surlignées en rouge sont les réactions recherchées. LOX : lipoxygénase. C4H : cinnamate 4-
hydroxylase.
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Ainsi, 3 produits de réaction plus particuliérement ciblés seront donc : la nootkatone,

la frambinone et le p-hydroxybenzaldéhyde.

I1. Sélection des cytochromes P450 candidats

A. En provenance d’Arabidopsis thaliana

Les substrats sélectionnés et les produits attendus sont présents chez diverses espéces
végétales. Arabidopsis thaliana présente 1’intérét d’étre une plante modéle et, par conséquent,
un grand nombre de données génétiques et génomiques sont disponibles. Une approche de

génomique fonctionnelle pouvait donc étre envisagée pour identifier des terpénes oxydases.
1. Substrats sélectionnés et produits correspondants chez Arabidopsis

La majorité des substrats sélectionnés sont présents chez A. thaliana (Tableau 8). Le
lavandulol, I’isolongifoléne, le nootkaténe, 1’aldéhyde anisique et la framboisone n’ont pas été
détectés. En revanche, un seul produit oxygéné correspondant a été décelé (Tableau 9): le p-
cymen-8-ol est émis par les inflorescences (Rohloff and Bones, 2005). Certains
sesquiterpenes hydrocarbonés sont spécifiquement présents dans les fleurs. L’absence de
détection de leurs dérivés mono-oxygénés peut signifier qu’ils sont soit absents, soit mal

détectés, soit conjugués et non volatils, ou encore métabolisés en produits plus complexes.
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Tableau 8 : Liste des substrats sélectionnés pour le criblage qui sont émis par différents organes d’A.

thaliana

Le lavandulol, I’isolongifoléne, le nootkaténe, 1’aldéhyde anisique et la framboisone n’ont pas été détectés.

Des monoterpénes mono-oxygénés présentant un squelette carboné différent des
substrats sélectionnés (1,8-cinéol, a-terpinéol et linalol) ont également été détectés. Ils sont
les produits directs des terpénes synthases AtTPS-Cin (1,8-cinéol, a-terpinéol ; Chen et al.,
2004) et Atlg61680 (linalol ; Chen et al., 2003) apres expression hétérologue dans E. coli. Par
conséquent, leur biosynthése in planta n’implique pas nécessairement un cytochrome P450.
On notera qu’il aurait été intéressant de cribler le pinéne, présent chez A. thaliana et potentiel

précurseur de la verbénone qui est également présente. Cette dernicre est utilisée comme

fragrance dans I’industrie du parfum.
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Nom Structure Organe Références Nom Structure Organe Références
- o . . .. Steeghs et al., 2004; i ) .
1,8-cinéol Racine, Tige, feuil Rohloff and Bones, 2005 longibornéol Tige, feuille, fleur Rohloff and Bones, 2005
HO'
p -Cymen-8-ol ‘%L Fleur Rohloff and Bones, 2005
OH
) 2
S HO. S
£ £
] Jinalol ‘ Fleur Chen et al., 2003; 8
2 Rohloff and Bones, 2005 g
g |
. [ . . Chen et al., 2004;
o-terpinéol Tige, feuill, fleur Rohloff and Bones, 2005
OH
o.
verbénone Tige, feuille, fleur Rohloff and Bones, 2005

Tableau 9 : Liste des monoterpénes et sesquiterpénes mono-oxygénés détectés dans les différents organes
d’A. thaliana

2. Sélection de cytochromes P450 a 'aide de I'outil CYPedia

Arabidopsis thaliana posséde 244 génes codant pour des P450s, a I’exclusion des 30
pseudogenes (Figure 16), dont moins de 30 % sont associés a une fonction biochimique (Bak
et al., 2011). Le développement d’outils s’averait indispensable pour identifier la fonction des
genes orphelins, notamment ceux impliqués dans le métabolisme des mono- et sesquiterpenes.
C’est pourquoi, des analyses in silico de co-expression mettant a profit les résultats obtenus
sur les puces a8 ADN Affymetrix ATHI1 disponibles dans les bases de données publiques, ont
¢été entreprises au laboratoire (Ehlting et al., 2008). Elles ont permis de générer la base de
données CYPedia (http://www-ibmp.u-strasbg.fr/~CYPedia/) qui vise a prédire la voie

métabolique dans laquelle chaque P450 serait impliqué.
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Figure 16 : Cladogramme des 244 P450s d’Arabidopsis thaliana d’aprés Bak et al. (2011)

Les P450s sélectionnés pour le criblage sont indiqués en rouge.
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Parmi les 32 terpénes synthases (TPS) découvertes dans le génome d’Arabidopsis
thaliana (Aubourg et al., 2002), 10 ont été caractérisées comme des mono- et/ou
sesquiterpenes synthases et 3 sont prédites étre des sesquiterpeénes synthases sur une base
phylogénétique (Tableau 10). 26 P450s sont co-exprimés avec ces terpénes synthases avec un

coefficient de corrélation de Pearson supérieur ou égale a 0,6.

Référence TPS Fonction TPS AGI code |[Nom TPS*Nom P450 r |AGI code Fonction P450 Référence P450
Huang et al., 2010 Ociméne/Farnéséne Atdgl16730 |TPS02 CYP71B31 0.60] At3g53300
synthase
Huang et al., 2010 Ocimeéne/Farnésene At4gl6740 |TPSO3
synthase
Bohlmann et al., 2000 Myrcéne/Ociméne At2g24210 |TPS10 CYP71B31  0,90|At3g53300
synthase CYP76C3 0,89] At2g45580

CYP71B38  0,84| At3g44250
CYP96A9 0,78| At4g39480
CYP71B2 0,69| At1g13080
Tholl et al., 2005 Plurisesquiterpenes At5g44630 [TPS11 CYP706A3  0.94|At5g44620
synthase CYP77A6 0.79]At3g10570
CYP96A9 0.75| At4g39480
CYP96A15  0.65|Atlg57750 Alcane hydroxylase Greer et al., 2007
Ro et al., 2006 Bisabolene synthase At4g13280 |TPS12 CYP78A8 0,69| At1g01190
CYP71A19  0,67|At4g13290
Ro et al., 2006 Bisaboléne synthase At4gl3300 [TPS13
Chen et al., 2003 Linalol synthase Atlg61680 [TPS14 CYP76C3 0,85] At2g45580
CYP71B31 0,83| At3g53300
CYP96A9 0,83| At4g39480
CYP71B38 0,76| At3g44250
CYP71B2 0,62| At1g13080
Tholl et al., 2005 Caryophyllene synthase At5g23960 |TPS21 CYP96A9 0.62| At4g39480
CYP96A15  0.61|Atlg57750 Alcane hydroxylase Greer et al., 2007
CYP86C1 0.61]At1g24540
Tholland Lee, 2011 Putative plurisesquiterpénes At1g33750 | TPS22
synthase
Chen et al., 2003 Plurimonoterpenes synthase At3g25810 |TPS24 CYP71B31 0,76/ At3g53300
CYP71B5 0,64| At3g53280
CYP71B38  0,62|At3g44250
Tholland Lee, 2011 Putative plurisesquiterpénes At3g29410 | TPS25 CYP705A22 0,83|At3g20130
synthase CYP705A13  0,79|At2g14100
CYP71B29  0,79|Atlg13100
CYP705A8 0,74 At2g27000
CYP705A25 0,74|At1g50560
CYP76C4 0,62| At2g45550

Chen et al., 2004 1,8-cinéole synthase At3g25820 |TPS27 CYP86A1 0.83| At5g58860 Acides gras C12a Benveniste et al., 1998;
C18 @-hydroxylase Duan and Schuler, 2005
CYP708A2  0.74|At5g48000 Thalianol Field and Osbourn, 2008

hydroxylase

CYP706A7 0.72| At4g12330
CYP716A2 0.71]At5g36140
CYP705A5  0.71|At5g47990 Thalianol-diol Field and Osbourn, 2008
désaturase
CYP71A16  0.68|At5g42590 Marnéral oxydase  Field et al,, 2011
CYP708A1  0.67|At1g55940
CYP86B1 0.61]At5g23190 Voie de biosynthése Compagnon et al., 2009
de la subérine
CYPedia Putative sesquiterpéne Atlg31950 [TPS29 CYP705A8  0,75|At2g27000

synthase CYP705A13  0,74|At2g14100

Tableau 10 : Liste des 13 mono/sesquiterpénes synthases identifiées ou présumées et des P450s d’A.
thaliana co-exprimés avec un coefficient de corrélation de Pearson supérieur ou égale a 0,6

Les TPS sont nommées selon Aubourg et al. (2002). CYP71B31 et CYP71BS8 ont la méme sonde Affymetrix
ainsi que CYP71A19 et CYP71A20. Il n’y a pas de sonde pour TPS03 et TPS13.
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Trois P450s présentant les plus forts coefficients de corrélation (autour de 0,9), seront
criblés en priorité : CYP71B31, CYP76C3 et CYP706A3. Les terpénes synthases associées,
TPS10 et TPS11, produisent in vitro du B-myrcéne et un mélange de sesquiterpénes,
respectivement. Elles sont exprimées dans la fleur (Bohlmann and J., 2000; Tholl et al.,
2005), lieu de production d’une partie des substrats sélectionnés pour le criblage et du p-

cymeén-8-ol (page 77).

Les familles CYP71 et CYP705 sont majoritairement représentées dans le Tableau 10.
Ce sont les 2 plus grandes familles de P450s chez Arabidopsis thaliana (Figure 16). La
famille CYP705, appartenant au clan des CYP71s, est spécifique des Brassicacées (Nelson et
al., 2004a). CYP705A5 est impliqué dans le métabolisme du triterpéne thalianol (Field and
Osbourn, 2008). CYP705A12 est impliqué dans le métabolisme du triterpéne marnéral (Field
et al., 2011). Chez d’autres especes végétales, les P450s décrits jusqu’ici comme des mono- et
sesquiterpene oxydases appartiennent essentiellement a la famille CYP71 (Tableau 1). La
famille CYP71 a donc été privilégiée. Parmi les 49 CYP71s d’Arabidopsis, 4 ont été
fonctionnellement caractérisés. CYP71A12 (Millet et al., 2010), CYP71A13 (Nafisi et al.,
2007) et CYP71B15 (Béttcher et al., 2009; Zhou et al., 1999), sont impliqués dans la voie de
biosynthese de la camalexine. CYP71A16 colocalise sur le chromosome 5 avec un groupe de
genes impliqués dans le métabolisme du marneral, un triterpéne, et code pour une protéine a

I’activité de marneral oxydase (Field et al., 2011).

La stratégie de criblage fonctionnel des CYP71s d’Arabidopsis dans mon projet de
thése a été la suivante : un CYP71 représentatif de chaque branche de cette famille et
disponible dans la collection de I'IBMP a été testé pour son activité enzymatique avec les
substrats sélectionnés (Tableau 2). Puis I’ensemble des enzymes de la branche a été testé
apreés synthése de geéne et expression dans la levure lorsqu’une activité intéressante a été

détectée dans 1’une d’entre elles.

CYP706A3 est fortement co-exprimé avec la TPS11 (Tableau 10). L’activité
sesquiterpene hydroxylase de CYP706B1 chez le cotonnier conforte 1I’hypothése d’une
implication de la famille CYP706 dans le métabolisme des terpénes (Luo et al., 2001). Les 3
CYP706s d’A. thaliana disponibles a I’IBMP ont donc été sélectionnés comme candidats pour
le criblage : CYP706A1, CYP706A2 et CYP706A3. La séquence nucléique de CYP706A7, le
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plus proche parent de CYP706A3 (Figure 16), a également été synthétisée pour une

expression dans la levure.

Plusieurs P450s appartenant a la famille CYP76 apparaissent dans la sélection de co-
expression avec les tepéne synthases (Tableau 10). CYP76B6 de Catharanthus roseus est
décrit comme géraniol hydroxylase (Collu et al., 2001). CYP76C1 d’Arabidopsis est, d’autre
part, décrit dans un brevet comme géraniol hydroxylase (Ohta and Mizutani, 1998). Cette
activité a cependant été réfutée par notre équipe (Hofer et al., manuscrit en préparation). En
revanche, une activité géraniol hydroxylase a été¢ détectée pour CYP76C4 comme géraniol
hydroxylase. D’autre part, certains CYP76s, notamment CYP76C1 et CYP76C2, sont
également capables de métaboliser par déméthylation des herbicides dont la structure se
rapproche de celle de la framboisone et de I’aldéhyde anisique (R. Larbart, au laboratoire).
Les 8 genes appartenant a la famille CYP76 chez Arabidopsis ont donc été sélectionnés
comme candidats pour le criblage (Figure 16). Ce criblage participe a 1’analyse fonctionnelle

des CYP76s d’Arabidopsis menée par des approches génétiques au laboratoire.

B. Candidats sélectionnés chez d’autres especes végétales

Afin d’augmenter les chances d’identifier des P450s capables de métaboliser les
substrats d’intérét, notamment les composés absents chez Arabidopsis, des P450s ont été

sélectionnés chez d’autres espéces.
1. Sélection sur la base d’une homologie des substrats

Malgré une forte affinité¢ pour le cinnamate, les C4Hs sont capables de métaboliser
divers composés xénobiotiques de structures proches (Pierrel et al., 1994; Robineau et al.,
1998) comme I’herbicide chlorotoluron (Figure 17). Parmi les réactions obtenues, on observe
des déméthylations. La framboisone et 1’aldéhyde anisique sont, comme le cinnamate, des
molécules aromatiques planes de petite taille. Trois C4Hs, issues du topinambour (CYP73A1)
et du tabac (CYP73A85 et CYP73A27), disponibles a ’IBMP, ont été choisis pour tester la

déméthylation de la framboisone et de 1’aldéhyde anisique.
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Figure 17 : Schéma des réactions catalysées in vitro par la cinnamate hydroxylase (CYP73) (d'aprés
Pierrel et al., 1994)

2. Sélection par homologie de séquences avec des P450s caractérisés

Huit P450s (Tableau 11) ont été sélectionnés in silico par homologie de séquence
protéique avec principalement des P450s qui ont une activité de sesquiterpeéne oxydase
connue (Tableau 1) et en ayant pour cible principale le valenceéne. Les homologues provenant
de la famille des Astéracées n’ont pas été sélectionnés pour nos criblages car la bioconversion
de terpeénes oléfiniques par ces enzymes est protégée par un large brevet (Bouwmeester et al.,
2007). On remarquera également que le brevet protégeant 1’hydroxylation de I’amorphadiéne
par un CYP71 d’Astéracées (CYP71AV1) pour la production d’artémisinine protége toute
séquence ayant au moins 45 % d’identité¢ protéique (Ro et al., 2010). Par définition, une
famille de P450 regroupe tous les P450s ayant 40% d’identité protéique (Nelson, 2006).
Autrement dit, ce brevet protége quasiment 1I’ensemble des P450s de la famille CYP71 chez

les plantes. Cependant, ce brevet n’étant qu’en phase Al, il est probable que cette
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revendication soit restreinte. CYP71DS55, issu de Hyoscyamus muticus qui appartient a la
famille des Solanacées, est capable de convertir le valencéne en nootkatol. Ce P450 ainsi que
ses éventuels homologues sont protégés par un brevet pour la production de nootkatone, mais
les quantités produites ne sont pas renseignées. Mon objectif a donc été de sélectionner un
P450 ayant la méme activité et d’optimiser la production de nootkatone pour pouvoir breveter
un procédé original produisant de fortes concentrations de nootkatone naturelle. Les brevets
revendiquant 1’activit¢ d’un P450 pour la conversion du valencéne en nootkatone sont

répertoriés en annexe (page 239).

Les séquences nucléiques des P450s sélectionnés ont été synthétisées apres

optimisation des codons pour une expression dans la levure.

% d’identité avec des P450s

P450 Plante Famille caractérisés
CYP71D51v2  Nicotiana tabacum Solanacées 88 % avec CYP71D55
CYP71D4 Solanum tuberosum Solanacées 93 % avec CYP71D55
CYP71D1 Catharanthus roseus Apocynacées 55 % avec CYP71D55
CYP71D326 Ricinus communis Euphorbiacées 53 % avec CYP71D55
CYP71D48vl  Nicotiana tabacum Solanacées 59 % avec CYP71D20
CYP71D98 Ammi majus Apiacées 48 % avec CYP71AV1
CYP71D14 Petunia hybrida Solanacées 58 % avec CYP71D20
CYP71D177 Scoparia dulcis Plantaginacées 54 % avec CYP71D174

Tableau 11 : Liste des cytochromes P450s candidats sélectionnés par homologies de séquences avec des
mono- ou sesquiterpénes hydroxylases caractérisées

L’alignement des séquences protéiques a été réalisé par Clustal W en utilisant le logiciel BioEdit version 7.0.9.0
(Hall, 1999). Se reporter au Tableau 1 (page 22) pour les références bibliographiques des P450s caractérisés.

3. En provenance de s vinifera

La vigne est connue et utilisée depuis des siecles pour ses propriétés aromatiques. Les
terpénoides produits jouent un rdle crucial dans le développement de la plante, de son fruit et
dans la qualité du vin fabriqué. Parmi les principaux composés volatils émit par les fleurs, on
trouve le valencene, I’o-humuléne et I’a- et B-farnéséne (Buchbauer et al., 1994). Plus de 50
monoterpenes participent a la production de 1’ardme et du parfum des baies de certaines
variétés aromatiques et du vin (Mateo and Jiménez, 2000). Des mono- et sesquiterpénes
mono-oxygéné comme le linalol, I’oxyde de rose ou le rotundone sont également d’important

marqueurs d’ardmes (Rapp and Mandery, 1986; Siebert et al., 2008).
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Son génome venant d’étre récemment séquencé (Velasco et al., 2007), une étude
approfondie de la famille génique des terpenes synthases a pu étre réalisée (Martin et al.,
2010). Le nombre de terpeénes synthase potentiellement fonctionnelles est de 69, reflétant
I’importance de cette voie métabolique dans la plante. De plus, pas moins de 39 d’entres elles

ont été caractérisées.

Chez d’autres especes végétales, les P450s décrits jusqu’ici comme des mono- et
sesquiterpene oxydases appartiennent essentiellement a la famille CYP71 (Tableau 1). Le
génome de Vitis vinifera compte 24 génes (et 28 pseudogénes) codant pour un CYP7I,
répartis en 8 sous-familles : AH, AP, AS, AT, AU, BC, BE et BG (Nelson, 2009). Quatre
d’entre eux ont ¢été sélectionnées dans des sous-familles différentes: CYP71BES,
CYP71AS4v2, CYP71AU4 et CYP71BCI. Leurs séquences nucléiques ont ¢té

synthétisées apres optimisation des codons pour une expression dans la levure.

Toutes les synthéses de geénes ont été réalisées aprés optimisation de codons pour une

expression dans la levure.

III. Expression hétérologue de P450s et conditions de criblage 7z

vitro

A.  Expression hétérologue de P450s

Les cytochromes P450 candidats ont été insérés dans le vecteur pYeDP60u2 sous le
promoteur GAL10-CYC1 inductible au galactose, et exprimés dans la levure WATI1
exprimant la réductase ATR1 d’Arabidopsis thaliana (Urban et al., 1997). Aprés préparation
de microsomes de levures, I’expression fonctionnelle du P450 est vérifiée par
spectrophotométrie différentielle apres fixation du monoxyde de carbone (CO). Lorsque le
cytochrome P450 est exprimé sous une forme fonctionnelle, on peut observer une différence
d’absorbance a 450 nm. Un pic d’absorbance a 420 nm indique que le ligand thiolate ne
coordine pas avec I’atome de fer (Martinis et al., 1996). Cela peut étre du a un mauvais

repliement de la protéine enzymatique ou a une dénaturation partielle.
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Aucune A Abs

A Abs a 450 nm

A Abs a 420 nm

Figure 18 : Pourcentage des différentes qualités d’expression des P450s candidats dans S. cerevisiae
WATI1.

La qualité de I’expression est évaluée sur la base de la différence d’absorbance (A Abs) observée ou pas, a 450
nm ou a 420 nm, lors de la mesure du spectre différentiel : microsomes réduits saturé par le monoxyde de
carbone/ microsomes réduits. 48 P450s de plantes (dont 63 % sont issus d’Arabidopsis) ont été exprimés et
évalués dans la levure.

Sur les 48 P450s sélectionnés, la moitié¢ est exprimée de facon fonctionnelle dans S.
cerevisiae sur la base des mesures de spectrophotométrie différentielle (Figure 18). Leurs
spectres d’absorption différentielle sont reportés en annexe (page 238). Les autres P450s
seraient peu exprimés ou pas exprimés de fagon fonctionnelle. La qualité¢ d’expression des
P450s provenant uniquement d’Arabidopsis thaliana suit la méme proportion. Malgré ce
résultat, I’ensemble des P450s ont été testés pour leurs activités enzymatiques vis-a-vis des

substrats sélectionnés.

B. Conditions de criblage iz vitro

Le criblage a été réalisé par incubation in vitro de microsomes de levure avec chaque
substrat. L’essai enzymatique en présence de NADPH est comparé avec celui réalisé sans
NADPH, coenzyme associ¢ au fonctionnement du cytochrome P450. Un premier protocole
d’essai enzymatique in vitro (page 61), précédemment validé a ’'IBMP, a permis de détecter
des activités enzymatiques avec le lavandulol, la framboisone et 1’aldéhyde anisique (cf.
annexe page 244) mais aucune activité enzymatique n’a été détectée avec les substrats

oléfiniques. CYP71D181, issu de 1’origan, catalyse la conversion du limonéne en carvéol
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(Crocoll, 2011). Cette activité enzymatique a été reproduite avec succes dans les conditions
recommandées par Christoph Crocoll. Ces conditions (Chapitre 2:1I1.D, page 61) ont été
appliquées au criblage des molécules hydrocarbonées et ont permis de détecter des activités

enzymatiques avec les terpénes oléfines.

Conditions de criblage des
substrats oxygénés

Conditions de criblage des
substrats oléfiniques

Contenant réactionnel

Volume réactionnel

Solvant de solubilité
du substrat
Concentration

du substrat

Tampon de réaction
Volume de microsomes
Initiation de la réaction
Incubation

Arrét de la réaction

Solvant d’extraction

Tube ouvert de 7 mL

100 uL

Ethanol/Tampon PBS
(4:96, v/v)

200 uM

PBS 425 mM pH 7.4

10 % du volume réactionnel
1 mM NADPH

20 min a 27 °C au bain marie
10 pL de HCla 1 N

2 x 500 uL d’acétate d’éthyle

Tube fermé de 2 mL

300 pL

Ethanol 100 %

200 uM

PBS a 75 mM pH 6.8

10 % du volume réactionnel

1 mM NADPH

20 min a 28 °C dans un
thermomixer

4°C

1 x 500 puL de pentane

Mélange des phases Vortex Thermomixer 5 min a 1400 rpm
. . - 10 min a 4000 rpm puis la phase
Séparation des phases 2 min a 4000 rpm aqueuse est solidifiée 4 -80°C
Déshydratation Sur.colonne de sulfate de Aucune
sodium
Concentration Evaporation du solvant sous Aucune

flux d’argon jusqu’a 200 pL

Tableau 12 : Comparaison des conditions d’essai enzymatique utilisées en fonction des propriétés physico-
chimiques des substrats (molécules oxygénées ou oléfines volatiles)

L’absence d’atomes d’oxygeéne modifie les propriétés physico-chimiques d’une
molécule : elle est plus apolaire, plus volatile et moins soluble en milieu aqueux qu’une
molécule oxygénée. Cela a des conséquences sur I’essai enzymatique et nécessite une

adaptation des conditions de criblage (Tableau 12) qui prend en compte les facteurs suivants :

(i) La volatilité du substrat et des produits : celle-ci est limitée lorsque le volume d’air au-

dessus de la surface du mélange réactionnel est réduit en fermant le tube a essai, en diminuant
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le volume du tube et en augmentant le volume du mélange réactionnel. Par exemple, la
quantité de limoneéne mesurée apres 20 minutes d’incubation enzymatique sans NADPH est

27 fois plus forte lorsque le tube est fermé que lorsque le tube est ouvert (Figure 19).

120

ex@uetube ouvert

100
O-~tube fermé

_. 80 1
s
2
2 60
2 Q
E
= 40 -
20 -
0 T T ' —
0 5 10 15 20

Temps d'incubation a 28°C (min)

Figure 19 : Dosage du limonéne dans I’essai enzymatique in vitro sans NADPH avec un tube a essai ouvert
ou fermé en fonction du temps d’incubation a 28°C

(ii) La solubilité des substrats : les molécules peu ou pas solubles en milieu aqueux peuvent
étre introduites dans le milieu réactionnel a partir d’une solution dans 1’é¢thanol (en
maintenant une quantit¢ d’éthanol inférieure a 1 % dans I’essai). Parmi les substrats
sélectionnés, ce sont les oléfines avec un coefficient de partage entre I’octanol et I’eau (log P)
estimé supérieur ou égale a 4 qui sont peu solubles dans I’eau, tandis que les molécules
oxygénés ont un log P estimé entre 2 et 4 (Tableau 13). Contrairement a ce qui est indiqué
dans la littérature (O'Neil, 2006), le B-myrcéne n’est pas non plus soluble dans 1’alcool
(éthanol et méthanol). Il précipite également dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) et des
solutions contenant de 1’a- ou B-cyclodextrines (CD), avant ou apres sonication. En revanche,
il est soluble dans des solvants plus apolaires tels que 1’hexane qui ne sont pas compatibles
avec un milieu réactionnel enzymatique. L’évaporation totale du solvant apolaire provoque le
départ dans le milieu atmosphérique du B-myrcéne. Ce dernier n’a donc pas pu étre inclus

dans le criblage.
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Solubilité dans I’eau

(mg/L) Log P

framboisone 412 2.04
aldéhyde anisique

lavandulol 793 3.48
linalol 709 3.38
camphéne 2.6 4.35
p-cyméne 29 4.00
limonéne 44 4.83
B-myrcéne 18 4.88
a-phéllandréne 37 4.62
B-caryophylléne 0.6 6.30
a-cédréne 0.02 6.43
B-farnésene 0.2 7.17
o-humuléne 1.5 6.95
isolongifoléne 0.02 6.12
nootkaténe

valencéne 0.6 6.30

Tableau 13 : Solubilité dans I’eau et coefficient de partage (Log P) prédictifs des substrats sélectionnés
d’aprés ’agence de protection environnementale des Etats-Unis (logiciel EPISuite™, modéles KowWin
v1.67 et v1.01 est) (US-EPA, 2011).

(iii) Les propriétés des solvants d’extractions : la différence de polarité entre les oléfines
apolaires et les molécules oxygénées plus polaires explique 1’utilisation de solvants
d’extraction aux index de polarités différents (Tableau 14). Le pentane n’étant pas soluble
dans I’eau, son utilisation présente 1’avantage d’éviter une étape de déshydratation et de
concentration de la phase organique. D’autre part, le glycérol du tampon de conservation des
microsomes (tampon TG), co-¢lue avec les monoterpeénes oléfiniques sélectionnés (a
I’exception du camphéne) lorsqu’il est extrait a 1’acétate d’éthyle (Figure 20) dans nos

conditions d’analyses CPG.

s ;
Solubilité dans I’eau Index de polarité

(% w/w)
Acétate d’éthyle 8.7 4.4
Pentane 0.004 0.0

Tableau 14 : Comparaison de la solubilité dans I’eau et de la polarité des solvants d’extraction utilisés
pour le criblage d’activité enzymatique in vitro (O'Neil, 2006).
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Figure 20 : Co-élution du glycérol avec des monoterpénes oléfiniques lors de I’extraction a I’acétate
d’éthyle de I’essai enzymatique in vitro.

Le glycérol élue sous forme de plateau en CPG-SM apres extraction a I’acétate d’éthyle de 1’essai enzymatique
in vitro (A). Les monoterpénes oléfines ont les mémes temps de rétention que celui du glycérol dans nos
conditions d’analyse (B).

L’influence des autres parameétres qui différent entre les 2 protocoles de criblage tel
que la concentration du tampon de réaction ou 1’acidification en fin de réaction, n’a pas été
testée. Dans chacune des conditions, des activités enzymatiques ont pu étre détectées.

IV. Résultats du criblage d’activités enzymatiques 7z vitro

A. Résultats du criblage

Les résultats du criblage pour chaque couple P450-substrat sont résumés dans le

Tableau 15.
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Tableau 15 (ci-contre) : Résultats du criblage fonctionnel réalisé sur les microsomes de levure exprimant
les P450s candidats avec les substrats sélectionnés pour la production de composés volatils fonctionnalisés.

v/=: activité enzymatique détectée pour un couple P450-substrat avec une conversion du substrat inférieure a 30
% (d’apres les surfaces de pics observées en CPG) et expression fonctionnelle du P450 (d’apres le spectre
différentiel au CO). v : activité enzymatique détectée avec une conversion du substrat entre 30 % et 45 %
(d’aprés les surfaces de pics observées en CPG). v': activité enzymatique détectée avec une conversion du
substrat supérieur ou égale a 45 % (d’aprés les surfaces de pics observées en CPG). ! : différence d’absorbance
observée a 420 nm lors de la mesure du spectre différentiel. - : aucune activité enzymatique détectée ou aucune
différence d’absorbance lors de la mesure du spectre différentiel au CO détectée. Les fonds grisés représentent

les couples P450s-substrat qui n’ont pas été criblés.

Sur 376 essais enzymatiques in vitro réalisés, la formation NADPH-dépendante de
produit(s) a été détectée pour 105 essais (soit environ 28 %). De la majorité des activités
enzymatiques résulte une faible conversion du substrat (encoches vertes et oranges dans le
Tableau 15). Les couples enzyme-substrat correspondants n’ont donc pas été sélectionnés
pour un essai enzymatique in vivo, excepté lorsque le produit attendu présentait un fort intérét

commercial.

Les analyses CPG-SM des activités enzymatiques non sélectionnées ne formant pas de
produit attendu sont reportées en annexes (page 244). L’identification des produits par
spectrométrie de masse (SM) est possible lorsqu’ils sont détectés en quantité suffisante et
lorsqu’ils sont référencés dans la littérature ou dans les bases de données de SM, ou mieux

lorsqu’un standard de référence est disponible.

Parmi les activités enzymatiques non sélectionnées, des produits utilisés dans
I’industrie des ardmes et du parfum comme le caryophylléne oxyde ou 1’aldéhyde cumique
ont ¢t¢ obtenus en faible quantité (pages 253 et 247, respectivement). Des produits inconnus,
comme ceux résultant de I’incubation avec le campheéne ou I’a-cédréne, sont susceptibles
d’étre de nouvelles molécules pour I’industrie des aromes et du parfum. Cependant, le
pourcentage de conversion n’a pas €té suffisant pour que les activités enzymatiques soient

sélectionnées (pages 246 et 254, respectivement).

Le lavandulol est convertit en hydroxylavandulol par des P450s de la famille CYP76s
(page 249). Ce produit ne présente a priori aucun intérét car son hydrophilicité est trop forte.
En revanche, avec le recul des résultats récents obtenus au laboratoire (Hofer et al., manuscrit
en préparation), I’hydroxylavandulol pourrait étre convertit en aldéhydes et dérivés cycliques

volatils. La formation de ces composés n’a pas €té explorée.
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Le p-hydroxybenzaldéhyde n’a pas été obtenu par déméthylation de 1’aldéhyde
anisique. L’incubation des 4 P450s candidats (CYP73A1, CYP76C4, CYP76B1 et CYP76B6)
avec I’aldéhyde anisique forme 1’alcool anisique par réduction (page 260). Si certains P450s
sont capables de réduire un aldéhyde en alcool (Amunom et al., 2011), il est possible que la
réduction NADPH-dépendante soit catalysée par des enzymes propres a la levure. Une
incubation de 1’aldéhyde anisique avec des microsomes de levure non transformées

permettrait de conclure.

Les 3 P450s d’Arabidopsis (CYP71B31, CYP76C3 et CYP706A3) qui présentent les
plus forts coefficients de corrélation d’expression avec une terpéne synthase, n’ont pas
présenté de fortes activités enzymatiques avec les terpénes testés. Aucune différence
d’absorption n’a été¢ mesurée par spectrométrie différentielle au CO pour chacun d’entre eux,
ce qui signifie qu’ils ne sont pas exprimés dans la levure ou qu’ils sont trés faiblement
exprimés. CYP76C3 et CYP71B31 n’ont pas montré d’activité enzymatique significative
(page 247) et leurs activités enzymatiques mériteraient d’étre testées dans un autre systéme
d’expression. CYP706A3 catalyse la conversion de plusieurs mono- et sesquiterpénes. Ce
P450 est co-exprimé¢ avec la TPSI11 responsable de 1’émission d’une quinzaine de
sesquiterpenes par les fleurs d’Arabidopsis, dont le (+)-thujopsene, le (+)-f-chamigrene et le
(+)-o-barabatene, principalement (Tholl et al., 2005). Ces substrats n’ont pas été testés au
cours du criblage car ils ne sont pas disponibles dans le commerce. En revanche, la TPS11
forme de fagon plus minoritaire du E-B-farnéséne, mais aucune activité enzymatique n’a été

détecté lors de ’incubation de ce substrat avec CYP706A3.

Les deux molécules plus particulierement ciblées ont été obtenues au cours du
criblage. La frambinone a ¢ét¢ formée en faible quantit¢ en présence de CYP76s par
déméthylation de la framboisone, comme nous allons le voir ci-dessous. La nootkatone a

¢galement été obtenue en faible quantité a partir du valencéne et du nootkatene.

En tout, 5 couples P450-substrat ont montré une conversion supérieure ou égale a 45
% sur la base des surfaces de pics observées en CPG (encoches rouges dans le Tableau 15) :
la conversion du limoneéne par CYP71A12 et CYP71A18, la conversion du valencéne par

CYP71D4 et CYP71D51v2, et la conversion du farnéséne par CYP71D177.

Nous avons sélectionné les meilleurs couples P450-substrat pour la production de

composés volatils sur la base d’un niveau élevé d’activité enzymatique et d’un nombre
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(faible) de produits obtenus a partir des analyses CPG-SM et de la caractérisation des
propriétés enzymatiques des plus fortes activités enzymatiques. Les faibles activités
conduisant a la formation de frambinone et de nootkatone ont également fait I’objet
d’investigations plus poussées.

B. Couple P450-substrat sélectionné pour la production de frambinone

CYP76C4 et CYP76B6 convertissent 6,4 % et 0,5 % respectivement de framboisone
en frambinone en 20 minutes, sur la base des surfaces de pics observées en CPG et dans les
conditions du criblage (Figure 21). Un deuxiéme produit minoritaire (produit 2) avec une
masse ionique de 194 m/z est également formé a partir de la framboisone (178 m/z). Ce
composé pourrait étre de la framboisone hydroxylée : un intermédiaire réactionnel hydroxylé

est généralement formé avant déméthylation. Il est observé lors de la déméthylation des

phénylurées par ces deux cytochromes (D. O’Keefe, communication personnelle).
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Figure 21 : Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro de CYP76C4 et CYP76B6 avec la
framboisone

Chromatogrammes CPG-DIF des essais enzymatiques avec NADPH en noir et sans NADPH en rouge.
L’identification des produits s’est faite par comparaison du spectre de masse obtenu avec ceux de la base de
données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011) et ultérieurement avec celui d’un standard de
référence (résultat non montré). 1 : frambinone ; 2 : produit inconnu pouvant étre de la framboisone hydroxylé ;
* : produit potentiel non identifié.
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Afin de déterminer Defficacité catalytique de ces deux enzymes vis-a-vis de la
framboisone, des cinétiques enzymatiques ont été réalisées en triplicat a partir d’une gamme
de 6 concentrations différentes en framboisone. Alors que la représentation de Lineweaver-
Burk est parfaitement linéaire dans le cas de CYP76B6, elle I’est moins dans le cas de
CYP76C4 (Figure 22). La formation de frambinone catalysée par CYP76C4 semble ne pas se
comporter de fagon Michaelienne. Néanmoins, cette représentation permet d’obtenir un ordre

de grandeur des constantes catalytiques de la réaction.

CYP76C4 CYP76B6
1
Km,app= 8 UM Kmn,app= 96 yM

_ Kcat,app= 2 min-1 = Kcat,app = 3 min-!
e Kin/Kcat= 0.25 e Kin/Kcat= 0.03
E ‘€ 0.5
205 ry
7] n
2 2
2 2

0 T T T 0 ¢

-0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 -0.02 -0.01 0 0.01

1/[framboisone] (UM-) 1/[framboisone] (UM-)

Figure 22: Représentation Lineweaver-Burk des cinétiques enzymatiques de la conversion de la
framboisone en frambinone par CYP76C4 et CYP76B6 et valeurs des paramétres catalytiques déduits

Malgré une vitesse de réaction lente (Kea, app = 2 min™), ’activité enzymatique sera

testée in vivo avec le candidat CYP76C4 qui présente la plus forte efficacité catalytique.
C. Couples P450-substrat sélectionnés pour la production de nootkatone

La nootkatone est formée en faible quantité aprés incubation du valencéne avec des
microsomes exprimant CYP71D51v2, CYP71D4, CYP71D1 ou CYP71D326 (Chapitre 4
Figures 2 et S30, pages 132 et 170, respectivement). Plus de 70 % du valencene est converti
de la méme maniere par CYP71D51v2 et CYP71D4 ce qui constitue la plus forte activité
détectée au cours du criblage. Le produit principal de ces deux P450s a été identifi¢é comme
étant du B-nootkatol, 1’alcool correspondant a la nootkatone, d’aprés la comparaison des
temps de rétention et des spectres de masse avec ceux d’un standard de synthése. De faibles
quantités de nootkatone sont également obtenues (1,4 % avec CYP71D51v2 et 0,8 % avec

CYP71D4, sur la base des surfaces de pics observées en CPG). Ces deux P450s ont été
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sélectionnés pour la prochaine étape. Les propriétés catalytiques de CYP71D51v2 avec le
valencéne et le B-nootkatol sont détaillées dans le chapitre 4 (page 110).

CYP71D51v2, CYP71D4, CYP71D1 et CYP71D326 convertissent également la
nootkaténe en nootkatone, ainsi que CYP71D177 et CYP706A7 (Figure 23). Cette conversion

est toutefois tres faible.
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Figure 23 (au dos) : Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats catalysant
la formation de nootkatone a partir du nootkaténe

Chromatogrammes CPG-DIF des essais enzymatiques avec NADPH en noir et sans NADPH en rouge. Les
produits les plus récurrents avec les mémes temps de rétention sont numérotés et leurs spectres de masse sont
représentés, a I’exception du spectre de masse du produit 4 qui n’a pas pu étre obtenu. Les autres produits sont
marqués d‘une étoile. L’identification de la nootkatone s’est faite par comparaison du spectre de masse obtenu
avec celui du standard de synthése. Les produits 1 et 2 n’ont pas pu étre identifiés.

CYP71D51v2 et CYP71D4 catalysent la formation de nootkatone en quantités
comparables (2,6 % sur la base des surfaces de pics observées en CPG). Ces deux P450s ont
donc été sélectionnés pour la bioconversion du nootkaténe en nootkatone. Alors que
CYP71D4 et CYP71D51v2 métabolisent le valencéne de facon similaire, CYP71D51v2 est
plus régiosélectif que CYP71D4 vis-a-vis du nootkaténe. Les produits 1 et 2 ont une masse

ionique de 218 m/z et peuvent Etre soit des cétones soit des époxydes.

D. Couple P450-substrat sélectionné pour une forte activité catalytique

Les conversions du limonéne par CYP71A12 et CYP71A18 et du farnésene par
CYP71D177 sont supérieures a 45 %.

Une multitude de produits sont formés apres incubation de microsomes exprimant
CYP71D177 en présence d’un extrait végétal contenant du B-farnéséne fourni par MANE

(Figure 24). Leurs formations sont NADPH-dépendantes.
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Figure 24 : Analyse CPG de la conversion in vitro d’un extrait végétal contenant du B-farnéséne par
CYP71D177

Chromatogrammes CPG-DIF des essais enzymatiques avec NADPH en noir et sans NADPH en rouge. L’extrait

de I’incubation sans NADPH est plus concentré que celui avec NADPH. 1 : produit principal ; * : produits
secondaires.

Le produit principalement obtenu n’a pas pu étre identifié. Il est possible qu’il soit issu

de la conversion de la molécule X qui est également inconnue et dont la surface du pic
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correspondant en CPG diminue. Etant donné la pureté insuffisante du substrat et du produit,

ce couple P450-substrat n’a pas été sélectionné.

Le limonéne est convertit par CYP71A12 et CYP71A18 en aldéhyde et alcool de
périllyle, en p-menth-1-¢n-9-al et en limonéne-8,9-¢époxyde (Figure 28, page 180) avec un
pourcentage de conversion égale a 42 % et 52 % respectivement (sur la base des surfaces de
pics observées en CPQG). Les paramétres catalytiques vont €tre déterminés trés prochainement.

Ces deux P450s ont été sélectionnés pour les essais enzymatiques in Vivo.

V.  Résultats des essais enzymatiques iz v7vo : bioconversion dans

TmL

Les activités enzymatiques suivantes ont été testées par incubation de levure entiére
exprimant le P450: la conversion de la framboisone en frambinone par CYP76C4, la
conversion du valencéne et du nootkaténe en nootkatone par CYP71D51v2 et CYP71D4 et la
conversion du limoneéne par CYP71A12 et CYP71A18. Les essais ont été réalisés dans un
volume de 1 mL de culture de levure en phase stationnaire concentrée 10 fois en levure

pendant 5 h.

A. Bioconversion de la framboisone

g Tframbolsons non frambaiscd  frambinono

i

1 EL_

re L 1aa LR a0 s

Figure 25 : Analyses CPG de la bioconversion de la framboisone par la levure exprimant CYP76C4

Chromatogrammes CPG des essais de bioconversion avec la levure exprimant CYP76C4 (en noir) ou le vecteur
pYeDP60u2 (en rouge) apres Sh d’incubation en présence de 200 M de framboisone dans un volume de 1 mL.
La culture de levure a été concentrée 10 fois. L’identification des produits s’est faite par comparaison des
spectres de masse obtenus et non montrés avec ceux de la base de données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and
Mallard, 2011) et du standard de frambinone.
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Apres 5 h d’incubation en présence de 200 uM de framboisone, on observe une faible
formation de frambinone en présence de levure exprimant CYP76C4. Le coproduit non-désiré
framboisol est formé avec ou sans expression de CYP76C4. Une enzyme propre a la levure
est donc responsable de la réduction du groupe cétone de la framboisone en alcool. Ainsi,
seulement 1,4 % de la framboisone est convertit en frambinone et 26 % est convertit en
framboisol par la levure exprimant CYP76C4, ce qui ne permet pas d’envisager une

exploitation industrielle de cette souche de levure.

B. Bioconversion du valencéne et du nootkaténe

La formation de nootkatone a été mesurée aprés 5 h d’incubation avec des levures

exprimant CYP71D4 ou CYP71D51v2 en présence de 200 uM (soit environ 40 mg/L) de

valencéne ou de nootkaténe.
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Figure 26 : Sélection du meilleur couple P450-substrat pour la production de nootkatone en comparant les
quantités de nootkatone formées par les microsomes de levure (A) ou par la levure (B) exprimant
CYP71D51v2 ou CYP71D4 en présence de valencéne ou de nootkaténe

La nootkatone est dosée aprés conversion de 100 uM (soit environ 20 mg/L) de valencéne ou de nootkaténe en
20 min par les microsomes de levure exprimant CYP71D51v2 ou CYP71D4 (A). La nootkatone est dosée apres
conversion de 200 uM (soit environ 40 mg/L) de valencéne ou de nootkaténe en 5 h par la levure exprimant
CYP71D51v2 ou CYP71D4 dans un volume de 1 mL, aprés concentration de la levure 10 fois.

Alors que la formation de nootkatone est plus importante a partir du nootkaténe qu’a
partir du valencéne dans un essai enzymatique in vitro (Figure 26A), ¢’est le valencéne qui est
convertit plus fortement en nootkatone lors d’un essai de bioconversion in vivo (Figure 26B).
Les résultats obtenus ultérieurement ont montré que la production de nootkatone au cours de

la bioconversion in vivo du valencéne provient de la conversion du -nootkatol en nootkatone
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par des enzymes propres a la levure. Cela explique la plus faible quantité de nootkatone

obtenue lors de la bioconversion du nootkaténe qui dépendant uniquement du P450.

La production de nootkatone in vivo est plus importante en présence de CYP71D51v2.
Cette différence correspond apparemment a la meilleure expression de CYP71D51v2 détectée

par spectre différentiel au CO (Chapitre 4, Figure 1, page 131).

La bioconversion du valencéne pour la production de nootkatone par la levure
exprimant CYP71D51v2 a donc été sélectionnée pour faire 1’objet d’un étude plus poussée et
d’essais d’optimisation. Les résultats ont fait 1’objet d’une publication reportée dans le

chapitre 4 (page 109).

C. Bioconversion du limonéne
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Figure 27 : Analyses CPG-SM de la bioconversion du limonéne par la levure exprimant CYP71A12 ou
CYP71A18

Chromatogrammes CPG des essais de bioconversion par la levure exprimant CYP71A12 ou CYPA1S (en noir)

ou le vecteur pYeDP60u2 (en rouge) apres 5 h d’incubation en présence de 200 pM (A), 1 mM (B) ou 10 mM (C
et D) de limonene dans un volume de 1 mL. La culture de levure a été concentrée 10 fois. Le chromatogramme C
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est un zoom du chromatogramme D. L’identification des produits s’est faite par comparaison des spectres de
masse obtenus avec ceux de la base de données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011). Les
spectres de masse des produits 1, 2 et 3 ne sont pas montrés. Les structures des produits obtenus en commun
avec ceux obtenus lors des essais enzymatiques in vitro (limonéne-8,9-époxyde et 1’alcool de périllyle) sont
représentées. 1 et 3 : inconnu ; 2 : p-menth-2,8-dién-1-ol ; 4 et 5 : carvéol ; 6 : carvone.

Aprés 5 h d’incubation en présence de 200 uM de limonéne, on observe la formation
de limonene-8,9-époxyde par la levure exprimant CYP71A12 (Figure 27A). Les autres
produits formés au cours de 1’essai enzymatique in vitro (Figure 28, page 180) ne sont pas
détectés aprés bioconversion. Afin d’augmenter la quantité de limoneéne-8,9-époxyde
produite, I’essai de bioconversion in vivo a été réalisé avec des concentrations plus fortes en
limonéne : 1 mM et 10 mM, soit environ 136 mg/L et 1,36 g/L (Figure 27B et Figure 27C,
respectivement). Apres extraction, on observe un ensemble de dérivés du limonéne (produits
1,2, 3,4, 5 et 6) comprenant entre autre le carvéol et la carvone formés par la levure avec ou
sans expression de P450. Ces produits sont en quantités d’autant plus fortes que la
concentration initiale en limonéne augmente. Une enzyme propre a la levure pourrait étre
responsable de leur formation. On notera que 1’alcool de périllyle, produit formé lors de
’essai enzymatique in vitro, est détecté apres bioconversion en présence de 1 mM et 10 mM
de limonene. La bioconversion efficace du limonene par CYP71A12 et CYP71AI8 en
limoneéne-8,9-époxyde ne peut donc pas étre réalisée avec la souche hote Saccharomyces

cerevisiae WATI11.

VI. Discussion et perspectives

A. Efficacité du criblage

L’ensemble des parameétres choisis pour le criblage (couples P450s-substrats candidats,
systéme d’expression hétérologue et conditions de criblage) ont permis de détecter au moins
une activité enzymatique pour 52 % des P450s candidats et un produit dérivé pour chaque
substrat (excepté le B-myrceéne). Cela valide la stratégie de sélection des P450s candidats et
tend a conforter I’hypothése que les P450s sélectionnés sont susceptibles d’étre impliqués
dans le métabolisme des terpénes in planta. Cependant, la quasi-totalit¢ des activités
enzymatiques détectées ne sont pas assez fortes pour envisager un procédé industriel de

bioconversion.
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La faible efficacité enzymatique peut s’expliquer par le choix de la molécule a
fonctionnaliser qui n’est pas le substrat enzymatique naturel et/ou par le systéme d’expression
de I’enzyme et les conditions de criblage qui ne sont pas optimisées pour chaque couple
P450-substrat (microsomes de levure, température d’incubation, solvant d’extraction...). Le
substrat naturel de P450s comme CYP71D177 et CYP71BC1, qui s’expriment correctement
dans la levure et qui métabolisent in vitro des mono- et/ou des sesquiterpénes, pourrait étre
identifié par des analyses in planta (analyses de profils métaboliques pour identifier les
constituants et composés volatils majeurs des lignées sauvage et mutante en utilisant par

exemple la technique de “Virus-Induced Gene Silencing” (VIGS)).

En dépit d’une absence d’un pic d’absorption a 450 nm, la moiti¢ des P450s présentent
une activité enzymatique dans ces conditions de criblage et sont manifestement fonctionnels.
L’absence de pic d’absorption a 450 nm peut s’expliquer par une tres faible expression
fonctionnelle du P450 dans la levure ou encore par une mauvaise affinité de certaines
protéines pour le CO. L’activité enzymatique de ces P450s (P450s issus de la vigne, par
exemple) mériterait d’étre testée dans un systéme d’expression autre que la souche de levure

S. cerevisiae WATII.

B. Difficultés rencontrées lors de la bioconversion de composés volatils

Les activités enzymatiques in vitro les plus intéressantes ont été testées par
bioconversion avec la levure entiére. Aucun essai n’a permis la production de quantités
industriellement suffisantes de produits résultants de D’activit¢é du P450 de plante. Les
principales difficultés rencontrées sont la métabolisation du substrat par la souche hote en

coproduit non-désirés ou multiples, et le faible taux de bioconversion.

Dans le cas de la bioconversion de la framboisone, ’efficacité catalytique du P450
pourrait €tre optimisée par mutagenese dirigée apreés 1’étude de son site catalytique.
L’identification de 1’enzyme responsable de la formation du framboisol par la levure
permettrait d’envisager une stratégie de suppression de I’expression du géne correspondant.
On pourrait aussi envisager 1’expression du P450 dans un microorgaisme ne produisant pas de

framboisol.
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Malgré une importante conversion in vitro, le taux de bioconversion du limonéne par
la levure exprimant CYP71A12 et CYP71AI18 reste faible. Cela peut s’expliquer par
I’expression limitée du P450 dans la levure ou par un temps d’incubation trop court (5 h). Une
optimisation du procédé de bioconversion pourrait permettre la production de plus grandes
quantités de produits. Si les codons de la séquence génomiques de CYP71AI18 ont été
optimisés pour I’expression dans la levure, cela n’a pas été le cas pour CYP71A12 qui
provient d’un clonage. Son expression est d’ailleurs 2 fois plus faible (4 nmol/ml pour
CYP71A18 et 2 nmol/ml pour CYP71A12). L’expression stable du P450 par intégration
chromosomique dans la levure pourrait ¢galement améliorer I’expression de 1’enzyme. De
plus, il a été démontré que la production d’acide artémisinique provoque un stress oxydatif
chez la levure responsable de la diminution de la stabilité¢ du plasmide exprimant les enzymes

de biosynthése de 1’acide artémisinique (Ro et al., 2008).

Des effets cytoxiques des monoterpénes ont été mesurés et peuvent aller jusqu’a
provoquer la lyse cellulaire par interaction avec les membranes (Sikkema et al., 1994, 1995).
L’apparition des dérivés du limoneéne en I’absence d’expression de CYP71AI18 est
probablement une réponse de la levure a un effet cytotoxique du limonene présent en forte
concentration. Il est également possible que ces dérivés proviennent d’une instabilit¢ du
limonéne. En effet, les monoterpénes sont des molécules instables capables de s’auto-oxyder
de fagon spontanée sous 1’action de divers facteurs comme la lumiére, la température ou le pH

(Anandaraman and Reineccius, 1986; Van der Werf et al., 1997).

Le faible taux de bioconversion du limonéne par la levure exprimant CYP71A12 et
CYP71A18 pourrait ¢galement €tre dii a une inhibition par le produit. En effet, le limonéne-
8,9-¢époxyde inhibe la conversion du limonéne dans le procédé utilisant la souche
Xanthobacter sp. C20 (van der Werf et al., 2000). De plus, des résultats ultérieurs suggeérent
une inhibition de la conversion de I’alcool de périllyle en aldhyde par le substrat (Figure 29,
page 183). Des tests de toxicité sur la levure ainsi que 1’étude de 1’affinité de CYP71A12 pour
chacun des produits (par spectrophotométrie différentielle selon la technique décrite par
Jefcoate (1978) qui permet d’observer un pic d’absorption aprés formation du complexe

enzyme-inhibiteur) permettraient de conclure.

L’utilisation d’une souche résistante au limonéne et favorable a I’expression du P450
et de sa réductase est envisageable pour optimiser les rendements de conversion. Par exemple,

I’optimisation de la production d’alcool de périllyle par un P450 issu de Mycobacterium sp. a
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permis la production de plusieurs grammes par litre du composé volatil fonctionnalisé (Van
Beilen et al., 2005). Le P450 bactérien a été¢ exprimé dans une souche résistante aux alcanes,
capable d’utiliser le n-octane comme source de carbone et présentant une plus forte
expression du P450 que dans la souche initialement utilisée (E. coli). Certaines souches de
levures, comme Candida tropicalis (Duvnjak et al., 1970), sont décrites comme pouvant

utiliser les alcanes comme sources de carbone.
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Etude de la bioconversion du
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Chapitre 4: Etude de la bioconversion du valencéne par

S. cerevisiae exprimant CYP71D51v2

1. Présentation de ’article

Les potentialités du meilleur candidat résultant du criblage ciblé sur la production de
nootkatone ont été étudiées plus en détail. Un premier essai de bioconversion dans un volume
de 100 mL a été réalisé. Apreés 24 h d’incubation en présence de valencéne a 400 uM (soit
environ 80 mg/L), 5 mg/L de B-nootkatol et 3 mg/L de nootkatone ont été obtenus. Pour un
procédé industriellement viable, il est nécessaire d’en produire 1 g/L.. La bioconversion de
concentrations plus ¢élevées de valencéne a donc été testée. La quantité de produits obtenus
n’a cependant pas pu étre améliorée: celle-ci diminue avec [’augmentation de la
concentration en substrat. Nous avons donc cherché a comprendre les raisons de cette faible
conversion et plusieurs facteurs limitants ont ét¢ mis en évidence. Le premier facteur est la
toxicité des produits pour la levure a partir de 100 mg/L. Le B-nootkatol piégé dans les
membranes constitue le deuxiéme facteur limitant.L’inhibition de la réaction d’hydroxylation
du valencéne par les 2 produits est le dernier facteur limitant. Enfin, la formation de

nootkatone s’est révélée étre dépendante des enzymes propres a la levure.

Dans cet article, nous avons mis en évidence les facteurs limitant la production de
nootkatone lors de la bioconversion du valencéne par la levure exprimant CYP71D51v2. Ces
facteurs sont susceptibles d’apparaitre pour tout procédé de production de terpéne
fonctionnalisé par un P450 exprimé dans la levure ou un autre organisme. Des stratégies sont

proposées pour obtenir un procédé industriellement viable.
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II.  Article intitulé : challenges and pitfalls of P450-dependent (+)-

valencene bioconversion by Saccharomyces cerevisiae

L’article qui suit a été soumis le 9 novembre 2012 dans le journal intitulé “Metabolic

Engineering” et il est actuellement en phase d’évaluation. Les références sont les suivantes :

Gavira, C., Hofer, R., Lesot, A., Lambert, F., Zucca, J., 2013. Challenges and pitfalls of P450-

dependent (+)-valencene bioconversion by Saccharomyces cerevisiae. Metab. Eng. submitted.
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Abstract

Natural nootkatone is a high value ingredient for the flavor and fragrance industry because of
its grapefruit flavor/odour, low sensorial threshold and low availability. VValencene conversion
into nootkatol and nootkatone is known to be catalyzed by cytochrome P450 enzymes from
both prokaryotic and eukaryotic organisms, but so far development of a viable bioconversion
process using either native microorganisms or recombinant enzymes was not successful.
Using an in silico gene-mining approach, we selected 4 potential candidate P450 enzymes
from higher plants and identified two of them that selectively converted (+)-valencene into p3-
nootkatol with high efficiency when tested using recombinant yeast microsomes in vitro.
Recombinant yeast expressing CYP71D51v2 from tobacco and a P450 reductase from
arabidopsis was used for optimization of a bioconversion process. Bioconversion assays led
to production of B-nootkatol and nootkatone, but with low yields that decreased upon increase
of the substrate concentration. The reasons for this low bioconversion efficiency were further
investigated and several factors potentially hampering industry-compatible valencene
bioconversion were identified. One is the toxicity of the products for yeast at concentrations
exceeding 100 mg.L™. The second is the accumulation of p-nootkatol in yeast

endomembranes. The third is the inhibition of the CYP71D51v2 hydroxylation reaction by the
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products. Furthermore, we observed that the formation of nootkatone from B-nootkatol is not
P450-dependent but catalyzed by a yeast component. Based on these data, we propose new

strategies for implementation of a viable P450-based bioconversion process.

Keywords: (+)-valencene, nootkatone, oxidation, cytochrome P450, bioconversion,

Saccharomyces cerevisiae

1. Introduction

(+)-Nootkatone has organoleptic properties highly valuable for the flavor and fragrance
industry. It is extensively used as ingredient, mainly for its grapefruit flavor and its low
perception threshold (Haring et al., 1972). Present in trace amounts in plants, it is one of the
constituents of Alaska cedar heartwood (Chamaecyparis nootkatensis; Barton, 1976), vetiver
(Vetiveria zizanioides; Andersen, 1970) and of some citrus (Citrus; MacLeod JR and Buigues,
1964) oils. Industrial needs have currently to be met by chemical synthesis, mainly from the
corresponding sesquiterpene hydrocarbon (+)-valencene, readily available from orange
industry, using unsafe oxidizing agents like tert-butyl peracetate (Wilson Il and Shaw, 1978)
or tert-butyl hydroperoxide in combination with surface-functionalized silica-supported metal
catalysts (Salvador and Clark, 2002). The resulting (+)-nootkatone thus cannot be marketed as
a “natural” product and does not satisfy the increasing demand of natural aromatic

compounds.

In order to match this demand, many efforts have been invested in biotechnological processes
using bacteria, fungi or plants (reviewed in Fraatz et al., 2009). Several of these involve
enzymes from the superfamily of cytochrome P450 monoxygenases, well documented for
introducing an oxygen atom into an allyl group and prime candidates for converting (+)-
valencene into (+)-nootkatone. The identification of efficient and regioselective P450
enzymes matching industrial requirements for achieving this task nevertheless remains a
challenge. A screening of 125 bacterial P450 enzymes led to the selection of one best
candidate, CYP109B1 from Bacillus subtilis (Girhard et al., 2009), but the reaction suffered
of the formation of multiple over-oxidized products. Those are likely to appear when the
active site allows different binding orientations for the substrate, as suggested for P450g.-3

from Bacillus megaterium engineered to metabolize (+)-valencene (Sowden et al., 2005).
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Conversely, P450.,m mutants from Pseudomonas putida were more selective but less active.
The use of P450 inhibitors also suggested P450-dependence of the (+)-valencene to o-
nootkatol and (+)-nootkatone conversion by cultures of the ascomycete Chaetomium
globosum. In this case again, a large proportion of further oxygenated odorless compounds
was obtained (Kaspera et al., 2005). Plant cytochromes P450, which are assumed to be
involved in (+)-nootkatone biosynthesis in planta (Del Rio et al., 1992), seem to metabolize
(+)-valencene with both regioselectivity and high efficiency. CYP71AV8 from chicory roots
(Cichorium intybus) co-expressed with a valencene synthase from Citrus sinensis in yeast
resulted in the formation of B-nootkatol as the main product (Cankar et al., 2011), whereas
(+)-nootkatone was the major product from a chicory roots microsome assay (De Kraker et
al., 2003). Around 1 mg.L™" nootkatol and 0.04 mg.L™ (+)-nootkatone was obtained from a
recombinant CYP71AV8-expressing yeast culture. CYP71D55, a premnaspirodiene
oxygenase from Hyoscyamus muticus, was also found to catalyze the conversion of valencene
to B-nootkatol more efficiently than premnaspirodiene oxidation. This efficiency has been
further improved by targeted mutagenesis modifying amino acids located in regions of the
active site involved in substrate recognition, but yields from recombinant yeast bioconversion

were not reported (Takahashi et al., 2007).

Despite these encouraging results, no industrial process exploiting plant P450 enzymes has
emerged so far. Our aim was to select a plant P450 catalyzing the conversion of (+)-valencene
into nootkatol and (+)-nootkatone with good efficiency and regioselectivity, and to optimize
the production of (+)-nootkatone in engineered yeast using a bioconversion process. By a
gene mining approach, we selected among candidates a novel plant P450 catalyzing efficient
conversion of (+)-valencene into B-nootkatol and dissected the factors limiting P450-
dependent (+)-valencene bioconversion in recombinant yeast. Based on these data, we can
propose further strategies that may lead to economically viable P450-catalyzed bioconversion

of (+)-valencene into (+)-nootkatone.

2. Materials and methods
2.1. Sesquiterpenoids

(+)-Valencene, p-nootkatol, (+)-nootkatone, (-)-nootkatene and isolongifolene were provided
by V. Mane Fils (Le Bar-sur-Loup, France). (+)-Valencene and (-)-nootkatene were obtained

by distillation of Valencia orange peel (Citrus sinensis) and Alaska cedar heartwood
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(Chamaecyparis nootkatensis) essence oil, respectively. (+)-Nootkatone was synthesized by
(+)-valencene oxidation (Wilson Il and Shaw, 1978). B-Nootkatol was synthesized by
reduction of (+)-nootkatone with lithium aluminum hydride as previously described (Shaffer
etal., 1975).

Structures and stereochemistry of (+)-valencene, (-)-nootkatene, (+)-nootkatone and j-
nootkatol were confirmed by NMR (Supplementary information, Figs. S1 to S24 and Table
S1 to S4). The spectra of (+)-valencene, (+)-nootkatone and (-)-nootkatene were recorded on
a Bruker Avance 111 600 MHz spectrometer, at 14.09 Tesla, at the resonating frequencies of
600.13 MHz for *H and 150.90 MHz for *3C, using a BBI Bruker 5 mm gradient-probe. The
temperature was regulated at 298 K and no spinning was applied to the NMR tube. The
spectra of B-nootkatol were recorded on a Bruker Avance Il 500 MHz spectrometer, at 11.75
Tesla, at the resonating frequencies of 500.13 MHz for *H and 125.76 MHz for *3C, using a
DCH Bruker 5 mm gradient - cryoprobe. The temperature was regulated at 300 K. Every
compound was analyzed using the following series of experiments in CDCls: 1D 'H
acquisition sequence, 1D “*C decoupled from *H acquisition sequence, Double quantum 2D
homonuclear shift correlation using gradient pulses for selection - COSY (Ancian et al.,
1997), 2D homonuclear correlation via dipolar coupling — NOESY (Jeener et al., 1979), 2D
'H-1C correlation via double INEPT transfer with decoupling during acquisition and with
multiplicity editing - HSQC (Parella et al., 1997), 2D 'H-'3C correlation via heteronuclear
zero and double quantum coherence with low-pass J filter - HMBC (Cicero et al., 2001).

2.2. Genes sequences, plasmid insertion and yeast strain

The complete cds sequences of CYP71D51v2, CYP71D4, CYP71D1, and CYP71D326 are
available from the NCBI or GenBank Nucleotide databases under the accession numbers
DQ350345, AJ296346, EU541505 and XM _002522675, respectively. They were optimized
for yeast expression (Supplementary information, Figs. S25 to S28) and synthesized by
GeneCust Europe (Dudelange, Luxembourg). Alignment of protein sequence with
CYP71AV8 (GenBank ID: HQ166835) and CYP71D55 (GenBank ID: EF569601) was
carried out using Clustal W with BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999). The USER™ cloning
technique (Nour-Eldin et al., 2006) was used to insert CYP71D51v2 into the USER
compatible yeast expression vector pYeDP60u2 (Hofer et al., submitted). The Saccharomyces
cerevisiae WAT11 strain, expressing the ATR1 cytochrome P450 reductase from Arabidopsis
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thaliana under the galactose-inducible and promoter GAL10-CYC1, is a gift from Dr. D.
Pompon (Urban et al., 1997).

2.3. Heterologous expression in yeast and isolation of microsomal membranes

The WATI11 vyeast strain was transformed with pYeDP60u2 harboring CYP71D51v2,
CYP71D4, CYP71D1 or CYP71D326 sequences as described (Gietz et al., 1992). A
transformed colony was grown at 28 °C for 17 h in 30 mL of minimum SGI medium (1 g.L™
bactocasamino acids, 7 g.L™ yeast nitrogen base, 20 g.L™* glucose and 20 mg.L™ tryptophan).
The culture was diluted 10 times in YPGE (10 g.L™ bactopeptone, 10 g.L™ yeast extract, 15
g.L™* glucose and 3 % ethanol by volume). After 30 h at 28 °C, the medium was replaced by
the same volume of YPI medium (10 g.L™ bactopeptone, 10 g.L™ yeast extract, 20 g.L™

galactose) for galactose induction of gene expression at 28 °C for approximately 17 h.

Microsomes were prepared on ice. Yeast cells harvested from 200 mL culture by
centrifugation at 7000 rpm for 10 min at 4 °C were washed with TEK buffer (50 mM Tris-
HCI pH 7.5, EDTA 1 mM, KCI 100 mM) and resuspended in 2 mL of TES (50 mM Tris-HCI
pH 7.5, EDTA 1 mM, sorbitol 600 mM) supplemented with 4.7 mM of 2-mercaptoethanol
and 10 g.L™* bovine serum albumin, fraction V (buffer A). In a 50 mL Falcon tube, glass
beads (0.4 - 0.6 mm diameter, Sartorius, Germany) were added until skimming the top of the
cell suspension. Cells were broken by handshaking 5 times for 1 min. Beads were washed
twice with 25 mL of the buffer A. Cell debris and cell walls were removed by 10 min
centrifugation of the pooled extract at 7,500 rpm and 4 °C. After filtration on Miracloth (22-
25 pum pore size, Calbiochem, Maryland), the microsomal membranes were recovered by 45
min ultracentrifugation at 30,000 rpm and 4 °C. Pellets, corresponding to the microsomal
fraction, were resuspended in TG buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 30 % glycerol by volume)

with a Potter-Elvehjem homogenizer. Aliquots of 200 pl were stored at -20 °C.
2.4 Differential spectroscopy

Measurements were carried out on a Cary 300 UV-Vis spectrophotometer (Varian, Les Ulis,
France) at room temperature. Difference spectra were recorded from Na,S,0;-reduced
microsomes in TG buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 30 % glycerol by volume). A baseline
was measured with reduced microsomes in the two cuvettes before saturation of the sample
cuvette with CO. Differential absorbance was then recorded from 400 to 500 nm and P450
quantified using the absorption coefficient at 450 nm ¢ = 91 mM™.cm™ determined by Omura
and Sato (1964).
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Ligand binding spectra were obtained from recombinant yeast microsomes diluted to a final
CYP71D51v2 concentration of 600 nM. A baseline was recorded from native oxidized
microsomes. B-Nootkatol diluted in ethanol was then added to the sample cuvette to a final
concentration ranging from 20 uM to 400 uM, and the same volume of solvent (maximum of
2 % by volume) was added to the reference. Differential absorbance was recorded between
370 and 500 nm. Dissociation constant (Kq) was calculated from the linear equation resulting
of the double reciprocal plot of the differential absorbance between 420 and 390 nm versus [-

nootkatol concentration.
2.5 Enzyme assays

Enzyme assays were incubated in closed 2 mL glass vials for 20 min at 28 °C using a thermo
mixer (Eppendorf, Le Pecq, France) under a constant shaking at 700 rpm. In a final reaction
volume of 300 pl, 30 pL of yeast microsomes were diluted in phosphate citrate buffer (75
mM pH 6.8 (PBS)) in the presence of 200 uM of (+)-valencene or B-nootkatol (dissolved in
ethanol not exceeding 0.8 % of assay volume) and 1 mM of NADPH. Assays without
NADPH or with microsomes prepared from yeast transformed with an empty vector were
incubated as negative controls. The reaction was quenched on ice and 100 pM of
isolongifolene in ethanol was added as internal standard. The mixture was extracted with 500
ML of pentane in a thermo mixer at 1400 rpm during 5 min at 20 °C. After 10 min
centrifugation at 4,400 rpm, the organic phase was recovered for GC-FID and GC-MS

analysis.

For Kkinetic parameters determination, triplicate assays were incubated with (+)-valencene
concentrations ranging from 50 uM to 200 uM. Formation of B-nootkatol was quantified after
5 min of incubation using an internal standard. Kp, app @nd Vimax, app Were deduced from Hanes-

Woolf representation.

The inhibition of the reaction by (+)-nootkatone was determined for 20 min assays with 200
MM of (+)-valencene in the presence of 200 uM of (+)-nootkatone. NADPH oxidation
resulting from (+)-valencene metabolism by CYP71D51v2 in presence or absence of B-
nootkatol or (+)-nootkatone was evaluated by monitoring changes in NADPH absorption at
350 nm. Yeast microsomes were diluted in 1 mL TG buffer containing 50 uM of NADPH to a
55 nM of CY71D51v2 and the mix was divided in two cuvettes of the spectrophotometer.
After checking for constant differential absorbance, 100 uM of valencene was added in the

assay cuvette and a corresponding volume of solvent in the reference. NADPH oxidation was
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calculated from the rate of absorbance decrease at room temperature (approx. 20 °C) using an
gasonm = 5600 M™ cm™ (Urban et al., 1994). To evaluate p-nootkatol or nootkatone inhibition,
these compounds were added to both cuvettes at a 100 uM concentration before initiation of
the reaction. Using the same conditions, the turnover of (+)-valencene hydroxylation by
CYP71D51v2 was also determined from B-nootkatol produced after addition of an internal

standard, extraction with 500 ul of pentane and analysis on GC-FID.
2.6. Bioconversion

(+)-Valencene bioconversion by yeast expressing CYP71D51v2 was compared to that
obtained with a control transformed with the pYeDP60u2 empty vector. B-Nootkatol
bioconversion by the control yeast was evaluated after 24 h of incubation. Tests were
performed using 100 mL yeast culture. After induction of CYP71D51v2 expression, cells
were transferred to fresh YPI and appropriate concentrations of (+)-valencene or B-nootkatol
were supplied in ethanol (2 % by volume). The cultures were incubated for 24 h at 28 °C with
shaking at 160 rpm. For quantification of the products accumulated in yeast cells and in the
medium, 1 mL of acetone was added to 1 mL of the culture before vortexing and extraction.
For quantification of products present in the medium, yeast cells were discarded by
centrifugation at 7000 rpm for 10 min before extraction of 1 mL of the supernatant. In order
to check if B-nootkatol was adsorbed to the yeast surface, the cell pellet was washed with
alkaline buffer as previously described (Ro et al., 2006). 400 uM of isolongifolene was added
as internal standard. Then, substrate and products were extracted with 2 mL of a mixture of
pentane/ethyl acetate (85:15, v/v). The organic layer was recovered and concentrated under
argon to a volume of 200 pl before GC-MS and GC-FID analysis.

2.7. Sesquiterpenoid partition

Partition of substrate and products between the culture medium and soluble and membrane
fractions (cell wall, cytosol and internal membranes) of the yeast expressing CYP71D51v2
was measured after 24 h of bioconversion of 80 mg.L™ of valencene. The yeast and culture
medium were separated by centrifugation at 7000 rpm for 10 min. Microsomes were prepared
as described above, replacing TEK and TES with PBS. After cell disruption, yeast cell
wall/debris and microsome pellets were washed and resuspended in PBS buffer before
extraction. The cytosol fraction was recovered after ultracentrifugation. Isolongifolene (400

MM) was added to each fraction before extracting with a mixture of pentane/ethyl acetate
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(85:15, v/v). The organic layer was recovered and concentrated under argon to a volume of
200 pl before GC-MS and GC-FID analysis.

2.8. Viability assays

After 17 h of induction, control yeast cells (pYeDP60u2-transformed) were transferred to
fresh YPI and aliquoted in 100 mL before addition of (+)-valencene (10, 80, 400 or 4000
mg.L™), B-nootkatol or (+)-nootkatone (10, 100 or 1000 mg.L™) in ethanol (2 % by volume)
and incubated at 28 °C for 24 h. Control yeast culture was supplemented with the same
volume of ethanol. Aliquots of 5 mL of culture were harvested, and cells were collected by
centrifugation, washed in SGI before serial dilution of 1 mL in SGI and plating of two 100 pL
samples on YPI. After 3 days at 28 °C, the number of colony forming units (cfu) was

recorded. Toxicity was evaluated by comparison with cultures incubated with ethanol only.
2.9. Quantification and identification of products

For quantitative analysis, 1 pL of extract was injected in a 3900 GC-FID (Varian, Les Ulis,
France) equipped with a DB-5 column (30 m, 0.25 mm, 0.25 um; Agilent Technologies,
Massy, France). The injector was used in the split mode with a ration of 50 and was set at 280
°C. Hydrogen gas flow was 1.2 mL.min™". The oven temperature was maintained 0.5 min at
50 °C, increased 20 °C.min™ until 100 °C, then 4 °C.min™ until 300 °C and finally, held at
this temperature for 5 min. B-nootkatol formed during enzyme assays was determined using
isolongifolene as internal standard. Mixes of all components present in enzyme assay (with 50
MM of isolongifolene) except NADPH and substrates, but supplemented with 25, 50, 75, 100,
200, 300 or 400 uM of B-nootkatol were extracted in triplicate and analyzed in GC-FID. The
ratios of peak areas for B-nootkatol to internal standard were plotted against ratios of (-
nootkatol to isolongifolene concentrations to obtain a calibration curve. For quantification of
bioconversion products, similar calibration curves were generated using extracts of either 1
mL of control yeast culture plus 1 mL of acetone or 1 mL of culture medium in bioconversion
conditions, supplemented with isolongifolene and different concentrations of B-nootkatol or
(+)-nootkatone. Calibration coefficients obtained for the acetone-free extraction of culture
medium were also applied for quantification of substrate and products in yeast subcellular

fractions (cell wall, cytosol and microsomes).

Products were identified on GC-FID and GC-MS by comparing retention times and mass

spectra with those of authentic standards. Mass spectra were acquired on a Clarus 680 GC
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coupled to a Clarus 600T mass spectrometer (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). A scan

range of 50-300 m/z acquiring in 0.25 sec at 70 eV was used.

3. Results
3.1. Selection of a plant P450 enzyme candidate for (+)-valencene C2 oxidation

Two plant P450 enzymes were previously reported to regioselectively introduce an oxygen
atom at the 2 position of (+)-valencene. Those are the premnaspirodiene oxygenase
CYP71D55 from Hyoscyamus muticus (Takahashi et al., 2007) and CYP71AV8 from chicory
(Cychorium intybus) (Cankar et al., 2011). They share 49 % amino acid identity and seem to
result from convergent evolution in unrelated taxa. Assuming that they would bear the
structural features required for supporting (+)-valencene regiospecific 2-oxygenation, a
BLAST search using their amino acid sequences was used as a starting point to identify
potential (+)-valencene 2-oxygenases from other plants. This led to a short list of four
candidates from different plants: CYP71D4 from Solanum tuberosum, CYP71D51v2 from
Nicotiana tabacum, CYP71D1 from Catharanthus roseus and CYP71D326 from Ricinus
communis. Sequence alignments and identities with CYP71D55 and CYP71AVS8 are provided
in Supplemental Figure S29 and Table S5, respectively. All four coding sequences were
synthesized, with codon optimization according to yeast codon usage, inserted into the
pYeDP60u2 vector and expressed in the WAT11 yeast strain, which is transformed for stable
expression of Arabidopsis thaliana P450 reductase ATR1 (Urban et al., 1997). Microsomes
were extracted from yeast cells induced for P450 and P450-reductase expression, and
successful P450 expression assessed by differential spectrophotometry. Differential CO
spectra confirmed the expression of 0.9 nmoles.mL™ of microsomes for CYP71D4 and 6
nmoles.mL™ of microsomes for CYP71D51v2 (Fig. 1), but no differential absorbance was
detected upon expression of CYP71D1 and CYP71D326. Nevertheless, all four enzymes were
found to generate oxidized compounds when tested for (+)-valencene metabolism, compared
to control microsomes extracted from yeast transformed with an empty pYeDP60u2 vector.
Apparently poorly expressed in yeast, CYP71D1 and CYP71D326 generated also low
amounts of products and showed a low regiospecificity (Supplementary information, Fig.
S30). Higher activity and regioselectivity was observed with CYP71D51v2 and CYP71D4
that both generated the same products (Fig. 2A). The main product was identified as -

nootkatol based on comparison of retention time and mass spectrum with a synthetic standard,
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and further confirmed by NMR (Fig. 2C, Supplementary information, Fig. S19 to S24 and
Table S4). From the 3 minor products, one could be identified as (+)-nootkatone (Fig. 2C),
and the two others with a m/z of 202 are valencene desaturation products, one of them with
the mass spectrum and retention time of (-)-nootkatene (Supplementary information, Fig.
S31). Formation of the latter compounds most likely results from P450-catalyzed hydrogen
abstraction followed by electron transfer and formation of an allylic carbocation
(Supplementary information, Fig. S32), a mechanism previously proposed for alkylbenzenes
desaturation by a bacterial CYP102A1 (Whitehouse et al., 2008). The second unidentified
desaturation product is thus likely to be 2,3-dihydro-valencene but could not be isolated in
amounts large enough for confirmation via NMR. Two minor products with the same
retention times and mass spectra are also formed after reduction of (+)-nootkatone with
lithium aluminum hydride (17% of 4 and 15% of 5 as evaluated by GC). As a consequence,
the same carbocations seem to be formed upon acidification.

Since CYP71D51v2 was showing the highest expression in yeast, swift conversion of (+)-
valencene to B-nootkatol and a low formation of side products, it was selected for further
studies. To evaluate its potential to catalyze the conversion of B-nootkatol into (+)-
nootkatone, microsomes of recombinant yeast were incubated with B-nootkatol as a substrate.
Only minor amounts of (+)-nootkatone were obtained in an NADPH-dependent manner (Fig.
2B). Evaluation of the kinetic constants indicated that (+)-valencene to p-nootkatol
conversion proceeded with a K app 0f 39 UM, a Kea 0f 6 s and a catalytic efficiency (kea/Km)
of 0.15 s*.uM™ (Fig. 3). The amounts of (+)-nootkatone formed from B-nootkatol were too
low for determination of the kinetic parameters of the reaction.

3.3. Bioconversion of (+)-valencene in yeast by CYP71D51v2

Given its high turnover, CYP71D51v2 was tested for its performance in bioconversion. The
CYP71D51v2 transformed yeast was grown to high cell density, induced for expression and
first incubated with 80 mg.L™ (400 uM) of (+)-valencene supplied in ethanol (2 %) for 24h
before extraction of the whole culture (medium plus yeast). p-nootkatol was the main product
detected in the extract. It was formed only when yeast was expressing CYP71D51v2 (Fig. 4).
The bioconversion yield in this initial assay was 5 mg.L™ of p-nootkatol.

Surprisingly, whereas very minor amounts of (+)-nootkatone were obtained in the microsome
assay, up to 3 mg.L™ (+)-nootkatone were obtained in the bioconversion extract, together with

an unidentified product with a m/z of 220 (Fig. 3, Supplementary information, Fig. S33). To
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test whether the production of (+)-nootkatone resulted from the activity of CYP71D51v2 or
from a dehydrogenase or oxidative activity present in yeast, a p-nootkatol bioconversion
assay was carried-out with the control WAT11 yeast transformed with the pYeDP60u2 empty
vector. Interestingly, this assay demonstrated that the formation of (+)-nootkatone and of the
unknown product from B-nootkatol was catalyzed by the control yeast, independently from
the presence of CYP71D51v2 (Fig. 5).

To test if the CYP71D51v2-transformed yeast might be suitable for a viable industrial
process, the induced culture was incubated in the presence of increasing concentrations of (+)-
valencene. A maximum vyield around 6 mg.L™ of B-nootkatol and (+)-nootkatone was
obtained for a (+)-valencene concentration of 200 mg.L™. The yield dropped to 4.5 mg.L™ for
a (+)-valencene concentration of 400 mg.L™ of, and only trace amounts of products were
obtained using a (+)-valencene concentration of 3 g.L™. This suggested that substrate or
products toxicity may limit the bioconversion process.

3.4. Toxicity of the substrate and products

Sesquiterpenoids have been reported to show antifungal activities (Engstrom et al., 1999;
Manter et al., 2007; Yao et al., 2003; Yokose et al., 2004) and their biosynthesis is often
induced upon fungal infection (Huffaker et al., 2011; Vogeli and Chappell, 1988). The first
hypothesis we investigated to explain the low bioconversion efficiency was thus the possible
toxicity of the substrate and products. Viability assays were carried out using Yyeast
transformed with the empty pYeDP60u2 vector, cultivated for 24 h in the presence of
increasing concentrations of (+)-valencene, B-nootkatol or (+)-nootkatone, and keeping a
constant solvent concentration. For yeast grown in the presence of 10 mg.L™ of substrate or
products, more than 80 % of viable cells were recovered compared to the control (Fig. 6). (+)-
Valencene was tolerated at concentrations up to 4 g.L™, with 73 % of viable cells recovery
after 24 hours. On the other hand, p-nootkatol and (+)-nootkatone led to loss of cell viability

at 1 g.L™", with already 55 % viability loss at 100 mg.L™ in the case of p-nootkatol.

Based on these data, a bioconversion conducted with 80 mg.L™ of (+)-valencene should not
result in more than 15 % yeast viability loss after 24 h. At higher (+)-valencene
concentrations, the sum of products does not exceed much 10 mg.L™. The toxicity of
valencenoids is thus not sufficient to explain the low efficiency of bioconversion observed in

our experiments.

3.5. Subcellular localization of the substrate and products
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Nootkatone and especially nootkatol were previously reported to accumulate in the fungal
biomass of C. globosum and to be poorly released in the culture medium (Kaspera et al.,
2005). In addition, the antibacterial activity of monoterpenols such as carvacrol and thymol
has been suggested to rely on a membrane permeation/destabilizing effect based on 1-N-
phenylnaphtylamine uptake, detergent sensitization and lipid and ATP release (Helander et
al., 1998). This led us to investigate the substrate and product distribution in the yeast
membranes and soluble fractions during bioconversion. (+)-Valencene was found
accumulated in yeast, most of which was trapped in the cell wall (41 %) and microsomal
membrane (21 %) fractions (Fig. 7). While a significant proportion (38 %) of (+)-nootkatone
accumulated in the membranes, it was the most efficiently released in the culture medium or
was possibly formed by enzymes such as laccases adsorbed on the outer surface of the cell
wall. Conversely, a very minor proportion (2 %) of B-nootkatol was found in the culture
medium, whereas (35 %) and (50 %), respectively, were found associated with the cell wall
and the microsomal fractions. It has been previously shown that artemisinic acid produced by
CYP71AV1-transformed yeast is adsorbed onto the external surface of the cell wall and is
readily removed from the cell pellet by washing with an alkaline pH 9 buffer (Ro et al., 2006).
Similar washes performed on CYP71D51v2-transformed yeast did not release any product. f3-

Nootkatol thus appears trapped and concentrated in the endomembranes.
3.6. Inhibition by the reaction products

(+)-Nootkatone was previously described as an inhibitor of the human drug metabolizing
cytochrome P450 enzymes CYP2A6, CYP2C19 (Tassaneeyakul et al., 2000), CYP3A4 and
CYP2C8 (Sime et al., 2000) at low concentrations, and drug formulation including
valencenoids was patented for drug stabilizing effect via delayed metabolism and clearance.
Product inhibition would also provide a reasonable explanation for the low yields observed in
our experiments since significant amounts of nootkatone are obtained upon bioconversion.
We consequently decided to investigate CYP71D51v2 inhibition by (+)-nootkatone and f-
nootkatol. The latter was included in these experiments since alcohols are documented ligands
of P450 enzymes (Beyeler et al., 1988; Ortiz de Montellano and Correia, 1995).

Both alcohols and ketones have been reported to induce a shift of the Soret to approximately
415 nm when they form a coordination with the heme iron in the active site of P450 enzymes,
giving rise to so-called modified type Il or reverse type | differential spectra (Jefcoate, 1978;

Schenkman et al., 1967). The capacity of (+)-nootkatone and p-nootkatol to bind
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CYP71D51v2 was thus first investigated by recording the difference spectra the compounds
induce when added to the yeast-expressed enzyme. Whereas no consistent modification in
UV-visible absorbance was observed upon addition of (+)-nootkatone, a characteristic reverse
type | spectral shift was obtained with B-nootkatol (Fig. 8A), with a maximum at 415 nm and
a minimum at 383 nm. This shift is expected to reflect a high- to low-spin transition of the
heme iron as a result of oxygen coordination (Ortiz de Montellano and Correia, 1995;
Schenkman et al., 1967). This shift was saturable and proportional to the B-nootkatol
concentration in the assay. The apparent dissociation constant of p-nootkatol deduced from
the saturation curve was 47 uM (Fig. 8B). Since the K, for (+)-valencene to B-nootkatol
conversion was estimated to be around 39 uM, this implies a strong competition of substrate
and product for the active site of CYP71D51v2.

In order to further check the capacity of (+)-nootkatone to inhibit CYP71D51v2, it was tested
on enzyme activity. Added at the same concentration as (+)-valencene (200 M) in the assay,

it inhibited the 2-hydroxylation reaction by 37 %.

For a more direct comparison of the inhibition of the reaction by B-nootkatol and (+)-
nootkatone using the same assay, the CYP71D51v2 activity was evaluated by monitoring
NADPH consumption resulting from (+)-valencene metabolism (Table 1). In the case of a
well coupled reaction, one molecule of NADPH is expected to be oxidized for the formation
of one molecule of oxygenated product. As shown in table 1, valencene 2-hydroxylation by
CYP71D51v2 occurs with four molecules of NADPH oxidized for producing one molecule of
B-nootkatol, implying significant uncoupling of the reaction. In the presence of -nootkatol or
(+)-nootkatone, the rate of the reaction estimated from NADPH consumption is decreased by
40 % and 28 %, respectively, implying stronger inhibition by B-nootkatol compared to (+)-

nootkatone.

Accumulation of the products, in particular B-nootkatol, is thus likely to be an important
factor limiting rates and yields of the CYP71D51v2-dependent (+)-valencene to f-nootkatol

bioconversion.

4. Discussion

With the aim to identify an enzyme efficiently converting (+)-valencene into (+)-nootkatone,
we selected four candidate genes from different plant species, which encoded proteins with 48

to 92 % identity with previously reported valencene 2-oxygenases (Supplementary
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information, Table S5). While all four of them showed some valencene oxygenase activity,
only two, both isolated from Solanaceae (tobacco and potato) with 88 and 92 % identity to the
previously described CYP71D55 from henbane, were found well expressed in yeast and
showed high and regioselective 2-oxygenase activity. Both of them converted valencene into
B-nootkatol, but did not allow significant formation of nootkatone from p-nootkatol, as
previously observed for the H. muticus premnaspirodiene oxygenase (HPO) (Takahashi et al.,
2007). Potato, as henbane, accumulates solavetivone, the natural product of HPO, as a major
compound upon elicitation, while capsidiol is the dominant elicitor-induced sesquiterpene in
tobacco (VoOgeli and Chappell, 1988). Capsidiol is the products of 5-epi-aristolochene
oxidation by tobacco CYP71D20 that has only 80 % identity with CYP71D55 (Ralston et al.,
2001). However, spirovetivone conjugated derivatives were recently isolated from the leaves
of N. tabacum (Feng et al., 2009, 2010). CYP71D51v2 and CYP71D4 are thus likely to be
orthologs of henbane CYP71D55 in tobacco and potato.

The best expressed of the two candidates, CYP71D51v2, was selected for full identification of
products and determination of catalytic potential in vitro and in bioconversion assays.
CYP71D51v2 produced B-nootkatol as a major product with only traces of the o epimer (Fig.
9). This production occurred with a quite high uncoupling of the reaction (i.e. unproductive
catalytical cycles leading the oxidation of NADPH without production of B-nootkatol),
suggesting that the distance of the (+)-valencene 2-position to the heme ferryl-oxo in the
active site is not optimal. This hypothesis is further supported by the production of the
desaturated compounds 4 and 5, that would be favored by ineffective rebound of hydroxyl
radical from heme iron to the 2 position of valencene. In despite of this uncoupled reaction,
CYP71D51v2 has the highest ke (6 5™%) for (+)-valencene oxygenation so far reported for a
native plant P450 enzyme (Table 2).

While high activity was detected in vitro with the recombinant enzyme, the performance of
the native CYP71D51v2 in yeast-mediated bioconversion did not match the requirements for
implementation of an industrial process. Our data point to several factors which concur to
limit CYP71D51v2-dependent valencene bioconversion in S. cerevisiae. One is the toxicity of
B-nootkatol and to a lesser extent of (+)-nootkatone for yeast. This toxicity is significant only
at high concentration (> 100 mg.L™), but is a problem for production of nootkatone in the g.L"
! range, which would be required for an efficient industrial process. Another is the trapping of
B-nootkatol in the yeast endomembranes and cell wall. Products can be recovered from the

cultures by the extraction process, but the accumulation of large concentrations of f-nootkatol
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in the membranes is expected to alter their permeability and integrity, as well as the function
of integral proteins as previously reported for other hydrocarbons which concentrate in the
membranes (Sikkema et al., 1994, 1995). Membrane accumulation is thus likely to strongly
contribute to B-nootkatol toxicity. Sesquiterpene alcohols and ketones in this respect differ
from the acids such as artemisinic acid which are trapped onto the yeast cell-wall outer
surface under acidic fermentation conditions (Ro et al., 2006), but do not accumulate in the
endomembranes and show minor yeast toxicity (Ro et al., 2008). B-Nootkatol not only
accumulates in yeast membranes, it also binds the CYP71D51v2 active site via direct
coordination with the heme iron, as revealed by differential spectrophotometry.
CYP71D51v2 affinity for B-nootkatol is in the same range as its affinity for (+)-valencene.
Combined with B-nootkatol accumulation in the ER, this is expected to lead to strong

inhibition of the enzyme during the bioconversion process.

So far no effective P450-based process was developed for the production of (+)-nootkatone
from natural microorganisms or recombinant enzymes. Whereas most of the interfering
factors identified in this work may apply to other systems, based on our data, a strategy can be
proposed for the development of a bioproduction process from CYP71D51v2. The first step
would involve enzyme improvement by directed mutagenesis, with the aim to reduce the
volume of the active site and to optimize the distance between the 2-position of the substrate
and ferryl-oxo oxygen donor in the active site. Such a distance adjustment would be expected
to improve the coupling of the reaction and to limit the binding of the B-nootkatol product.
Takahashi et al. (2007), have previously reported a 8-fold increase in k¢ and 5-fold increase
in catalytic efficiency for (+)-valencene to f-nootkatol by HPO upon exchange of two valine
and alanine residues located in the roof of the active site for a larger isoleucine
(\V4821/A4841). Sequence alignment with HPO (Supplementary information, Fig.S29)
indicates that a valine 494 and an alanine 496 of CYP71D51v2 correspond to the valine 482
and alanine 484 residues in the active site of HPO. Mutations leading to a change of both
residues to isoleucine or to another bulky hydrophobic amino acid (e.g. phenylalanine) would

thus be expected to reduce the size of the active site and to increase CYP71D51v2 activity.

A second and more critical bottleneck is the P450 inhibition and toxicity resulting from the
production of B-nootkatol. A drastic improvement could be the brought by the conversion of
the p-nootkatol product into hydrophilic glycoside. Such a glucoside conjugate could not be
trapped in the membranes and would no longer fit in the active site of CYP71D51v2.

Identification of a suitable glycosyltransferase (preferably membrane-bound) for further
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transformation of recombinant yeast can be achieved via screening of existing recombinant
enzyme collections (Caputi et al., 2008; Williams and Thorson, 2008). Finally, for the
conversion of B-nootkatol into (+)-nootkatone, product extraction, enzymatic deglycosylation

and further fermentation with wild-type yeast would be required.

Acknowledgments

CG is grateful to the Association Nationale de la Recherche et de la Technologie for a
Convention Industrielle de Formation par la Recherche funding her PhD. DWR and RH are
gratefull for the support of the European Union Seventh Framework Programme FP7/2007-
2013 under grant agreement number 222716 — SMARTCELL.

References

Ancian, B., Bourgeois, 1., Dauphin, J. F., Shaw, A., 1997. Artifact-free pure absorption PFG-
enhanced DQF-COSY spectra including a gradient pulse in the evolution period. J.
Magn. Reson. A. 125, 348-354.

Andersen, N. H., 1970. Biogenetic implications of the antipodal sesquiterpenes of vetiver oil.
Phytochemistry. 9, 145-151.

Barton, G. M., 1976. A review of yellow cedar (Chamaecyparis nootkatensis [D. Don] Spach)

extractives and their importance to utilization. Wood Fiber Sci. 8, 172-176.

Beyeler, S., Testa, B., Perrissoud, D., 1988. Flavonoids as inhibitors of rat liver

monooxygenase activities. Biochem. Pharmacol. 37, 1971-1979.

Cankar, K., van Houwelingen, A., Bosch, D., Sonke, T., Bouwmeester, H., Beekwilder, J.,
2011. A chicory cytochrome P450 mono-oxygenase CYP71AV8 for the oxidation of
(+)-valencene. FEBS Lett. 585, 178-182.

Caputi, L., Lim, E.-K., Bowles, D. J.,, 2008. Discovery of new biocatalysts for the
glycosylation of terpenoid scaffolds. Chemistry-A European Journal. 14, 6656-6662.

Cicero, D. O., Barbato, G., Bazzo, R., 2001. Sensitivity enhancement of a two-dimensional
experiment for the measurement of heteronuclear long-range coupling constants, by a

new scheme of coherence selection by gradients. J. Magn. Reson. 148, 209-213.

126



Etude de la bioconversion du valencéne par S. cerevisiae exprimant CYP71D5102

De Kraker, J. W., Schurink, M., Franssen, M. C. R., Konig, W. A., de Groot, A,
Bouwmeester, H. J., 2003. Hydroxylation of sesquiterpenes by enzymes from chicory
(Cichorium intybus L.) roots. Tetrahedron. 59, 409-418.

Del Rio, J. A., Ortuno, A., Garcia-Puig, D., Porras, I., Garcia-Lidon, A., Sabater, F., 1992.
Variations of nootkatone and valencene levels during the development of grapefruit. J.
Agric. Food Chem. 40, 1488-1490.

Engstrom, K., Widmark, A. K., Brishammar, S., Helmersson, S., 1999. Antifungal activity to
Phytophthora infestans of sesquiterpenoids from infected potato tubers. Potato Res.
42, 43-50.

Feng, X., Wang, J. S., Luo, J., Kong, L. Y., 2009. Two new sesquiterpene glucosides from the
leaves of Nicotiana tabacum. J. Asian Nat. Prod. Res. 11, 675-680.

Feng, X., Wang, J. S., Luo, J., Kong, L. Y., 2010. A pair of sesquiterpene glucosides from the
leaves of Nicotiana tabacum. J. Asian Nat. Prod. Res. 12, 252-256.

Fraatz, M. A., Berger, R. G., Zorn, H., 2009. Nootkatone—a biotechnological challenge.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 83, 35-41.

Gietz, D., St Jean, A., Woods, R. A., Schiestl, R. H., 1992. Improved method for high
efficiency transformation of intact yeast cells. Nucleic Acids Res. 20, 1425.

Girhard, M., Machida, K., Itoh, M., Schmid, R. D., Arisawa, A., Urlacher, V. B., 20009.
Regioselective biooxidation of (+)-valencene by recombinant E. coli expressing
CYP109B1 from Bacillus subtilis in a two-liquid-phase system. Microb. Cell Fact. 8,
36.

Hall, T. A., BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Vol. 41, 1999, pp. 95-98.

Haring, H. G., Rijkens, F., Boelens, H., Van der Gen, A., 1972. Olfactory studies on

enantiomeric eremophilane sesquiterpenoids. J. Agric. Food Chem. 20, 1018-1021.

Helander, 1. M., Alakomi, H. L., Latva-Kala, K., Mattila-Sandholm, T., Pol, I., Smid, E. J.,
Gorris, L. G. M., Von Wright, A., 1998. Characterization of the action of selected
essential oil components on Gram-negative bacteria. J. Agric. Food Chem. 46, 3590-
3595.

127



Etude de la bioconversion du valencéne par S. cerevisiae exprimant CYP71D5102

Hofer, R., Boachon, B., Gavira, C., Ginglinger, J.-F., Larbat, R., Grec, S., Werck-Reichhart,
D., Functional versatility of the CYP76 family of cytochrome P450 enzymes from
Arabidopsis thaliana. submitted.

Huffaker, A., Kaplan, F., Vaughan, M. M., Dafoe, N. J., Ni, X., Rocca, J. R., Alborn, H. T.,
Teal, P. E. A, Schmelz, E. A., 2011. Novel acidic sesquiterpenoids constitute a
dominant class of pathogen-induced phytoalexins in maize. Plant Physiol. 156, 2082-
2097.

Jeener, J., Meier, B., Bachmann, P., Ernst, R. R., 1979. Investigation of exchange processes
by two-dimensional NMR spectroscopy. J. chem. phys. 71, 4546.

Jefcoate, C. R., 1978. Measurement of substrate and inhibitor binding to microsomal
cytochrome P-450 by optical-difference spectroscopy. Methods Enzymol. 52, 258-
279.

Kaspera, R., Krings, U., Nanzad, T., Berger, R. G., 2005. Bioconversion of (+)-valencene in
submerged cultures of the ascomycete Chaetomium globosum. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 67, 477-483.

MacLeod JR, W. D., Buigues, N. M., 1964. Sesquiterpenes. I. Nootkatone, a new grapefruit
flavor constituent. J. Food Sci. 29, 565-568.

Manter, D. K., Kelsey, R. G., Karchesy, J. J., 2007. Antimicrobial activity of extractable
conifer heartwood compounds toward Phytophthora ramorum. J. Chem. Ecol. 33,
2133-2147.

Nour-Eldin, H. H., Hansen, B. G., Norholm, M. H., Jensen, J. K., Halkier, B. A., 2006.
Advancing uracil-excision based cloning towards an ideal technique for cloning PCR

fragments. Nucleic Acids Res. 34, e122.

Omura, T., Sato, R., 1964. The carbon monoxide-binding pigment of liver microsomes. I.
evidence for its hemoprotein nature. J. Biol. Chem. 239, 2370-2378.

Ortiz de Montellano, P. R., Correia, M. A., 1995. Inhibition of cytochrome P450 enzymes, in:
Ortiz de Montellano, P. (Ed.), Cytochrome P450: structure, mechanism, and
biochemistry (2nd ed.). Plenum, New York, pp. 305-364.

Parella, T., Sanchez-Ferrando, F., Virgili, A., 1997. Improved sensitivity in gradient-based 1D
and 2D multiplicity-edited HSQC experiments. J. Magn. Reson. 126, 274-277.

128



Etude de la bioconversion du valencéne par S. cerevisiae exprimant CYP71D5102

Ralston, L., Kwon, S. T., Schoenbeck, M., Ralston, J., Schenk, D. J., Coates, R. M., Chappell,
J., 2001. Cloning, heterologous expression, and functional characterization of 5-epi-
aristolochene-1,3-dihydroxylase from tobacco (Nicotiana tabacum). Arch. Biochem.
Biophys. 393, 222-235.

Ro, D. K., Ouellet, M., Paradise, E. M., Burd, H., Eng, D., Paddon, C. J., Newman, J. D.,
Keasling, J. D., 2008. Induction of multiple pleiotropic drug resistance genes in yeast
engineered to produce an increased level of anti-malarial drug precursor, artemisinic
acid. BMC Biotechnol. 8, 83.

Ro, D. K., Paradise, E. M., Ouellet, M., Fisher, K. J., Newman, K. L., Ndungu, J. M., Ho, K.
A., Eachus, R. A., Ham, T. S., Kirby, J., Chang, M. C. Y., Withers, S. T., Shiba, Y.,
Sarpong, R., Keasling, J. D., 2006. Production of the antimalarial drug precursor

artemisinic acid in engineered yeast. Nature. 440, 940-943.

Salvador, J. A. R., Clark, J. H., 2002. The allylic oxidation of unsaturated steroids by tert-
butyl hydroperoxide using surface functionalised silica supported metal catalysts.
Green Chem. 4, 352-356.

Schenkman, J. B., Remmer, H., Estabrook, R. W., 1967. Spectral studies of drug interaction
with hepatic microsomal cytochrome. Mol. Pharmacol. 3, 113-123.

Shaffer, G. W., Eschinasi, E. H., Purzycki, K. L., Doerr, A. B., 1975. Oxidations of
valencene. J. Org. Chem. 40, 2181-2185.

Sikkema, J., De Bont, J. A., Poolman, B., 1994. Interactions of cyclic hydrocarbons with
biological membranes. J. Biol. Chem. 269, 8022-8028.

Sikkema, J., De Bont, J. A., Poolman, B., 1995. Mechanisms of membrane toxicity of
hydrocarbons. Microbiol. Rev. 59, 201-222.

Sime, J. T., Cheetham, P. S. J., Gradley, M. L., Banister, N. E., 2000. Use of sesquiterpenes
for inhibiting oxidative enzymes. US Patent No. 6054490

Sowden, R. J,, Yasmin, S., Rees, N. H., Bell, S. G., Wong, L.-L., 2005. Biotransformation of
the sesquiterpene (+)-valencene by cytochrome P450,y, and P450gy-3. Org. Biomol.
Chem. 3, 57-64.

Takahashi, S., Yeo, Y.-S., Zhao, Y., O'Maille, P. E., Greenhagen, B. T., Noel, J. P., Coates, R.
M., Chappell, J., 2007. Functional characterization of premnaspirodiene oxygenase, a

129



Etude de la bioconversion du valencéne par S. cerevisiae exprimant CYP71D5102

cytochrome P450 catalyzing regio- and stereo-specific hydroxylations of diverse
sesquiterpene substrates. J. Biol. Chem. 282, 31744-31754.

Tassaneeyakul, W., Guo, L.-Q., Fukuda, K., Ohta, T., Yamazoe, Y., 2000. Inhibition
selectivity of grapefruit juice components on human cytochromes P450. Arch.
Biochem. Biophys. 378, 356-363.

Urban, P., Mignotte, C., Kazmaier, M., Delorme, F., Pompon, D., 1997. Cloning, yeast
expression, and characterization of the coupling of two distantly related Arabidopsis
thaliana NADPH-cytochrome P450 reductases with P450 CYP73A5. J. Biol. Chem.
272, 19176-19186.

Urban, P., Werck-Reichhart, D., Teutsch, H. G., Durst, F., Regnier, S., Kazmaier, M.,
Pompon, D., 1994. Characterization of recombinant plant cinnamate 4-hydroxylase
produced in yeast. Kinetic and spectral properties of the major plant P450 of the
phenylpropanoid pathway. Eur. J. Biochem. 222, 843-850.

Vogeli, U., Chappell, J., 1988. Induction of sesquiterpene cyclase and suppression of squalene
synthetase activities in plant cell cultures treated with fungal elicitor. Plant Physiol.
88, 1291-1296.

Whitehouse, C. J. C., Bell, S. G., Wong, L.-L., 2008. Desaturation of alkylbenzenes by
cytochrome P450gym3 (CYP102A1). Chem. Eur. J. 14, 10905-10908.

Williams, G. J.,, Thorson, J. S., 2008. A high-throughput fluorescence-based
glycosyltransferase screen and its application in directed evolution. Nat. Protoc. 3,
357-362.

Wilson 111, C. W., Shaw, P. E., 1978. Synthesis of nootkatone from valencene. J. Agric. Food
Chem. 26, 1430-1432.

Yao, M. K., Désilets, H., Charles, M. T., Boulanger, R., Tweddell, R. J., 2003. Effect of
mycorrhization on the accumulation of rishitin and solavetivone in potato plantlets

challenged with Rhizoctonia solani. Mycorrhiza. 13, 333-336.

Yokose, T., Katamoto, K., Park, S., Matsuura, H., Yoshihara, T., 2004. Anti-fungal
sesquiterpenoid from the root exudate of Solanum abutiloides. Biosci. Biotechnol.
Biochem. 68, 2640-2642.

130



Etude de la bioconversion du valencene par S. cerevisiae exprimant CYP71D51v2

Figures and Tables

0.065 A 0.015
[]
Q
c
3
5 0 0
[72]
2
<
<
-0.065 -0.015
400 450 500 400 450 500
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Fig. 1. Carbon monoxide difference spectra recorded with microsomes prepared from
yeast expressing CYP71D51v2 (A) or CYP71D4 (B)

Microsomes diluted in TG buffer were reduced with an excess of solid sodium dithionite before
recording a baseline. The sample was saturated with CO and the difference spectrum was recorded.
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Fig. 2. Analysis and identification of the products of (+)-valencene and B-nootkatol
conversion by microsomes prepared from yeast expressing CYP71D51v2.
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GC-FID analysis of the products obtained after 20 min incubation at 28 °C of 66 nM of CYP71D51v2
in yeast microsomes with 200 uM of (+)-valencene (A) or B-nootkatol (B) in the presence or absence
of 1 mM NADPH. (C) Product identification by mass spectrometry. Mass spectra of the products are
compared with mass spectra of authentic standards. 1 : (+)-valencene, 2 : B-nootkatol, 3 : (+)-
nootkatone, 4 : (-)-nootkatene, 5 : unknown compound. A similar profile was obtained with CYP71D4
and (+)-valencene. The mass spectra of compounds 4 and 5 are shown in supplemental file S19.

132



Etude de la bioconversion du valencene par S. cerevisiae exprimant CYP71D51v2

0.5

[valencene] / velocity (UM . min-)

o

-100 0 100 200 300 400
[valencene] (uM)

Fig. 3. Kinetic of (+)-valencene conversion by CYP71D51v2.

Assays were incubated 5 min with 700 nM of CYP71D51v2 and in triplicate for each concentration of
substrate.
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Fig. 4. GC analysis of the bioconversion products of (+)-valencene by yeast
overexpressing CYP71D51v2.

Yeast was grown for 2 days, induced for expression for 17 h, before addition of 80 mg.L™" of (+)-
valencene and further incubation for 24 h. Yeast cells and culture medium were simultaneously
extracted with a mix of acetone, pentane and ethyl acetate (33:57:10, v/v). Products were identified in
GC-MS. 1 : (+)-valencene, 2 : B-nootkatol, 3 : (+)-nootkatone, 4 : (-)-nootkatene, 5 and 6 : unknown
compounds, 7 and 8 : minors unknown compounds.
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Fig.5. GC analysis of the bioconversion products of f-nootkatol by the control yeast.

Yeast was grown for 3 days before addition of 80 mg.L" of B-nootkatol and further incubation for 24
h. Yeast cells and culture medium were simultaneously extracted with a mix of acetone, pentane and
ethyl acetate (33:57:10, v/v). Products were identified in GC-MS. 2 : B-nootkatol, 3 : (+)-nootkatone, 6
: unknown compound. The mass spectrum of the compound 6 is shown in supplemental file S21.
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Fig. 6. Yeast viability after 24 h in the presence of (+)-valencene, B-nootkatol or (+)-
nootkatone.

The control S. cerevisiae WATI1 strain transformed with the empty vector pYeDP60u2 was grown
and incubated for 24 h with the substrate or products (added as ethanolic solution) in the same
conditions as the bioconversion assay. The number of viable cells was estimated from the number of

colonies growing on complete solid medium by comparison to a control incubated for 24 h with the
solvent.
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Fig. 7. Partition of (+)-valencene and products after 24 h of bioconversion by the
CYP71D51v2-tranformed yeast.

The initial concentration of (+)-valencene was 80 mg.L™". Yeast cells were disrupted with glass beads
and the fractions separated by differential centrifugation. Substrate and products were quantified after
extraction with a mixture of pentane and ethyl acetate (85:15, v/v).
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Fig. 8. B-nootkatol binding-induced difference spectrum obtained with microsomes of
yeast expressing CYP71D51v2.

The two cuvettes contained 600 nM of CYP71D51v2 in TG buffer. A baseline was recorded before
adding 200 uM of B-nootkatol to the assay cuvette and an equivalent volume of the solvent to the
reference (A). Different concentrations of B-nootkatol were added to plot the linear regression (B).

Table 1: Comparison of the turnover of (+)-valencene hydroxylation by CYP71D51v2
evaluated from the rate of NAPDH oxidation in absence or presence of B-nootkatol or
(+)-nootkatone.

NADPH oxidation was evaluated from the change in absorbance at 350 nm induced by the addition of
(+)-valencene in the assay and is compared to the rate of B-nootkatol formation in the same reaction by
GC-FID.

Monitoring Substrate ;l“n:i:{?)ver
NADPH consumption (+)-valencene 58+2
NADPH consumption (+)-valencene + B-nootkatol 35+2
NADPH consumption (+)-valencene + (+)-nootkatone 42 +2
B-nootkatol production (+)-valencene 13+£2
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Fig. 9. Reaction of (+)-valencene bioconversion into (+)-nootkatone via B-nootkatol by
the yeast expressing CYP71D51v2.

Thin arrows represent the minor reactions. The grey compound and compound number 6 are suspected
to be the 2,3-dehydrovalencene and an epoxide, respectively.

Table 2: Comparison of kinetic parameters of the hydroxylation of (+)-valencene by
CYP71D51v2 with those reported for other sesquiterpene hydroxylases.

Km kcat kcat/ Km

Enzyme Substrate Product 1 PR
mM)  (s7) (s7.uM7)

CYP71D51v2 (+)-valencene B-nootkatol 39 6 0.15

CYP71D55 (+)-valencene B-nootkatol 7.4 1.9 026

CYP71D55 premnaspirodiene solavetivol ~ 14.0 2.1 0.15

5-epi-
CYP71D20 P capsidiol 19.2 0.5 0.03
aristolochene
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Supplemental file
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Fig. S1. "H-NMR (600 MHz) spectrum of (+)-valencene standard in CDCl;
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Fig. S2. "C-NMR (600 MHz) spectrum of (+)-valencene standard in CDCl;
g Y
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Fig. S3. 2D '"H-COSY (600 MHz) spectrum of (+)-valencene standard in CDCl;
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Fig. S4. 2D "H-NOESY (600 MHz) spectrum of (+)-valencene standard in CDCl;
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Fig. S5. 2D "H-"C-HSQC (600 MHz) spectrum of (+)-valencene standard in CDCl;
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Fig. S7. '"H-NMR (600 MHz) spectrum of (-)-nootkatene standard in CDCl;
g Y
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Fig. S8. BC-NMR (600 MHz) spectrum of (-)-nootkatene standard in CDCl;
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Fig. S9. 2D 'H-COSY (600 MHz) spectrum of (-)-nootkatene standard in CDCl;
g p
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Fig. S10. 2D "H-NOESY (600 MHz) spectrum of (-)-nootkatene standard in CDCl;
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Fig. S11. 2D "H-"C-HSQC (600 MHz) spectrum of (-)-nootkatene standard in CDCl;
g P
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Fig. S12. 2D '"H-"*C-HMBC (600 MHz) spectrum of (-)-nootkatene standard in CDCl;
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Fig. S13. '"H-NMR (600 MHz) spectrum of (+)-nootkatone standard in CDCl;
g p
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Fig. S14. "C-NMR (600 MHz) spectrum of (+)-nootkatone standard in CDCl;
g p
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Fig. $15. 2D 'H-COSY (600 MHz) spectrum of (+)-nootkatone standard in CDCl;
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Fig. $16. 2D 'H-NOESY (600 MHz) spectrum of (+)-nootkatone standard in CDCl;
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Fig. S17. 2D 1H-13C-HSQC (600 MHz) spectrum of (+)-nootkatone standard in CDCl;
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.2D '"H-"C-HMBC (600 MHz) spectrum of (+)-nootkatone standard in CDCl;
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Fig. S19. '"H-NMR (500 MHz) spectrum of p-nootkatol standard in CDCl3
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Fig. $20. ®C-NMR (500 MHz) spectrum of p-nootkatol standard in CDCl3
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Fig. S21. 2D "H-COSY (500 MHz) spectrum of B-nootkatol standard in CDCl;
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Fig. S22. 2D '"H-NOESY (500 MHz) spectrum of p-nootkatol standard in CDCl;

The stereochemistry proposed is compatible with the 2D 'H-NOESY (500 MHz) spectrum of p-
nootkatol standard in CDCls.
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Fig. $23. 2D '"H-"*C-HSQC (500 MHz) spectrum of p-nootkatol standard in CDCl;
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Fig. S24. 2D '"H-"*C-HMBC (500 MHz) spectrum of p-nootkatol standard in CDCl;
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Table S1. 'H- and C-NMR (600 MHz) assignments for (+)-valencene standard in
CDCls.

10

L]
@ fjnn
-
ch
-]

F

4 13
Label "H (ppm) BC (ppm)
1 5,33 120,3
2 1,95-1,92 26
3 2,02 26
4 1,41 41,2
5 - 38,3
6 1,87 -0,98 45,2
7 2,23 41
8 1,76 - 1,18 333
9 2,3-2,08 33
10 - 1435
11 - 151
12 4,68 108,3
13 1,71 21,2
14 0,87 15,75
15 0,95 18,52
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Table S2. 'H- and C-NMR (600 MHz) assignments for (-)-nootkatene standard in

CDCls.

10 2
| " A2

i is @ Y

i 13
Label 'H (ppm) "C (ppm)
1 5,95 129
2 5,59 126
3 2,06 — 1,94 32,4
4 1,54 39
5 - 36,3
6 1,71 - 1,18 40,4
7 2,43 37,5
8 2,26 -1,97 31,3
9 5,42 123
10 - 1423
11 - 150,4
12 4,74 108,7
13 1,75 20,9
14 0,88 14,9
15 0,91 17,5
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Table S3. 'H- and “C-NMR (600 MHz) assignments for (+)-nootkatone standard in
CDCl;.

o
1" .12
¥
13
Label 'H (ppm) C (ppm)
1 5,77 124,8
2 - 200
3 2,25 424
4 1,98 40,6
5 - 39,3
6 1,97-1,13 44,1
7 2,32 40,5
8 1,91-1,35 31,9
9 2,51-237 33,3
10 - 170,5
11 - 149
12 4,73 109,3
13 1,74 21,2
14 0,96 15,1
15 L1l 17
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Table S4. "H- and “C-NMR (500MHz) assignments for B-nootkatol standard in CDCl;.

HO.,

" .12

: 5 8 Y
14 13

Label 'H (ppm) C (ppm)

1 5,32 124,3

2 425 68

3 1,78 - 1,37 374

4 1,51 39,4

5 . 37,9

6 1,87 0,95 445

7 2,24 41

8 1.81-1.21 32,4

9 2,32-2,12 32,9

10 - 146

11 - 150,2

12 4,68 108,5

13 1,71 20,8

14 0,89 154

15 0,99 18,2

165



Etude de la bioconversion du valencene par S. cerevisiae exprimant CYP71D51v2

ATGCAACTAAGATTTGAAGAATATCAATTAACTAAGATGCAATTCTTTTCTTTAGTATCTATATTCTTATTTTTGTCCTTCTTATTCCTATTAAGGATTTGGAAA
AATTCTAATTCGCAAAGTAAGAAATTACCACCCGGCCCATGGAAGTTACCCATTTTAGGCTCCATGCTGCACATGGTAGGTGGCTTACCTCATCATGTATTG
CGTGATCTAGCAAAGAAGTATGGTCCTCTGATGCACTTGCAGTTGGGCGAAGTCAGCGCTGTTGTGGTTACAAGTCCAGATACAGCTAAAGAAGTCTTGAA
GACACATGATATTGCTTTTGCATCAAGACCTTCTTTGTTAGCTCCTGAGATTGTGTGTTACAATCGTTCTGATCTGGCTTTTTGTCCCTATGGAGACTATTGGA
GACAAATGAGAAAAATCTGTGTTTTAGAGGTACTTTCAGCCAAGAATGTTAGAACATTTTCCTCGATTAGAAGAAACGAAGTATTAAGACTAATCAATTTTA
TCAGATCATCTTCAGGGGAACCAATCAATGTAACAGAGCGTATCTTCCTTTTTACGAGTAGCATGACCTGTCGTTCTGCCTTTGGTCAGGTTTTCAAAGAGC
AAGATAAATTTATACAATTGATTAAAGAAGTCATCCTGCTTGCTGGTGGATTCGATGTCGCAGACATCTTCCCCAGTTTGAAATTCTTGCATGTGCTAAGCG
GTATGAAAGGTAAGATTATGAACGCTCATCACAAAGTCGACGCAATTGTCGAGAATGTTATAAACGAACACAAAAAAAACCTGGCTATTGGTAAAACTAAC
GGTGCTTTGGGTGGAGAGGATTTAATTGACGTTTTGCTTAGGCTGATGAACGATGGCGGTCTGCAATTCCCAATCACGAATGATAACATAAAGGCAATTAT
ATTTGATATGTTTGCAGCAGGTACCGAAACTAGTTCATCGACTATTGTGTGGGCAATGGTTGAAATGGTTAAAAATCCTGCCGTTTTTGCTAAGGCGCAGG
CAGAAGTAAGAGAGGCCTTTAGGGGAAAAGAAACCTTTGATGAAAATGATGTGGAGGAACTTAATTACTTAAAATTGGTGATTAAAGAAACTCTTAGGCT
ACATCCACCGGTGCCATTGTTGTTACCAAGAGAATGCCGTGAAGAAACTAACATAAACGGTTATACCATACCAGTTAAGACAAAGGTTATGGTTAATGTCT
GGGCCCTTGGTAGAGATCCGAAATATTGGAATGATGCTGAAACTTTTATGCCAGAAAGGTTTGAACAGTGCTCTAAGGACTTTGTTGGAAATAATTTTGAA
TACTTGCCATTCGGTGGCGGAAGGAGAATTTGCCCAGGGATATCCTTCGGATTGGCTAACGCCTACTTGCCTTTAGCCCAACTACTTTATCATTTCGACTGG
AAGCTACCAGCAGGGATTGAGCCGTCAGACTTGGATCTAACAGAACTTGTCGGTGTAACCGCTGCGAGAAAATCCGACTTATACTTGGTTGCGACTCCTTA
CCAACCTCCTCAGAAATAA

Fig. S25. CYP71D51v2 cds sequence with codon optimization according to yeast usage.

ATGCAATTCTTGTCCTTAGCTTCAATATTTCTGTTCTTAAGCTTTCTGTTCTTGCTGCGTAAATGGAAAAATTCCAATTCTCAAAGCAAAAAATTACCACCAGG
TCCTTGGAAATTACCCCTACTAGGTAGTATGTTGCATATGGCAGGAGGTTTGCCACATCATGTTCTGAGAGATCTAGCTAAAAAGTACGGTCCATTGATGCA
TTTACAATTAGGTGAAGTTAGCGCAGTTGTAGTTACCTCACCAGATATGGCGAAGGAAGTTCTTAAGACGCACGATATAGCTTTTGCTTCTAGACCAAAACT
TTTGGCACCAGAAATCGTTTGCTACAATAGATCTGATATCGCTTTTTGTCCATACGGAGATTATTGGCGTCAAATGAGGAAAATCTGTGTCCTAGAATTACTT
TCGGCTAAAAATGTCCGTTCCTATGGATCTATAAGGAGGGATGAAGTTGACAGATTAGTAAACTTTATTAGGTCCAGTTCTGGAGAGCCAGTTAATTTCAC
AGAAAGATTGTTCTTGTTCACATCATCTATGACATGTAGATCAGCGTTTGGAAAAGTTTTCAAAGAACAAGATAAATTTATCCAATTAATCAAAGAGGTGAT
AGGTTTGGCCGGTGGTTTTGATGTTGCAGACATTTTTCCAAGTTTAAAGTTTTTACATGTGTTAAGTGGGATGAAAGGTAAAATCATGAATGCTCACCATAA
GGTAGACGCTATTGTCGAAGATGTAATAAATGAACACAAAAAGAAATTTGCGATTGGTAAGACCAATGGTGCATTGGGTGGCGAAGACTTAATAGATGTC
TTAATTAGACTAATGAACGACGGTGGCTTGCAATTTCCTATTACAAACGACAATATTAAGGCCATTATTTTCGACATGTTTGCCGCTGGGACGGAGACCAGT
TCCTCTACTCTAGTGTGGGCCATGGTACAGATGATGAAGAACCCGTCAGTCATTGCAAAAGCTCAGGCCGAAGTAAGAGAAGCATTCAAAGATAAGGAAA
CTTTTGACGAAAACGATGTAGAGGAATTAAAGTATTTGAAGCTAGTTATTAAGGAGACTCTTAGACTGCATCCTCCAGTTCCTCTTTTAGTGCCTAGAGAAT
GTAGAGAAGAGACGGATATTAACGGGTATACAATTCCCGTGAAAACTAAGGTCATGGTTAACGTGTGGGCTTTGGGCCGTGATCCCAAGTACTGGGATGA
TGCCGAGTCGTTTAAACCCGAAAGGTTCGAACAGAGATCAGTAGATTTTGTTGGAAATAACTTTGAGTATTTGCCATTCGGCGGGGGCAGGAGAATATGC
CCGGGCATCTCTTTCGGACTAGCAAATGTGTATTTGCCACTTGCGCACTTGCTTTACCATTTTGACTGGAAACTACCGATAGGTATGGAACCTAAGGATTTG
AATTTAACTGAACTTGTTGGTGTCACCGCAGCCAGAAAAGATGACTTGATTCTGGTCGCTACTCCTTATGAGCCTCCTAGGCAATAA

Fig. S26. CYP71D4 cds sequence with codon optimization according to yeast usage.

ATGGATTTTGAATATCTAACCTTTAATTTGGTGACGTTCTTTATTTTTTTGTTTTTCGTATTCTTACTTATCAACGGACGTAGAAAGAGTACTAGGACCAAGAC
GATTAACCTTCCACCAGGTCCTTGGAAATTGCCCATTTTGGGTAATTTGCATAATATGATGATGGGTTCCGTTCCTCACCGTTTATTAAGAGACTTGGCAAA
GAAACATGGCGATTTAATGTTGTTGAAATTAGGCGAATTTAATGCGATCGTCGTGTCATCCCCAAGGATGGCGAAAGAAGTCCTTAAAACACATGATTTAT
CTTTTCTAAATAGACCTATTATTCAAGCACCAAAGATTCTTTGTTACGATAACTCTGACTTGGTATTCAGTCAATACGGAGACAGCTGGAGACAAATGAGAA
AGATATTTGTTTTGGAGTTGCTTTCAACAAAACGTGTTAGATCATTCCAGCCCATCAGACAAGACGAAGGTAGCAGGTTAGTCTCTTTGATTAAAGAATCCG
TTGGCAAATCGATTGATTTATCCGAAAAGATTAACTCGTACACTACTTCTATGGTTGCTAGAGCTGCTTTTGGTAAGGTCAACGACGCTGGAGTAACTTTCT
TAAAACTAGTTAAAGAAGCATCAGAAGTCGCCGGTGGCTTCGATCCAGCTGATATTTTTCCGTCATACAAGTTCCTTAACGTGTTCTTTAACAGTAGAAGCA
AACTATTGAAAATTCACGGTAAGACTGATATGATTCTGGAAGAGATGATCGACGAACACATTAAAAACCATGAAATGGGGAAAAAGGCTAACGGGGAAA
ACGGAAAAGAGGACGTGATAGATATATTGCTAAGTATAAAGGATAGTGGAGAACTGCAATTTCCATTCCAGATGAATAATGTCAAGGCCTTCATATTCGAT
ATGTTCGCAGCAGGTACAGAAACTTCATCTTCTACTGTTGAGTGGGCTATGTCCGAGTTAATAAGAAATCCGGATGTTATGGCCAAAGCACAGAACGAGGT
TAGACAAGTATTGAAGGGGAAACAAATAGTTGATGAAAGCGTTTTACAAGAGCTAGAGTACTTAAAGCTGATAGTTAAGGAAGTTTTAAGACTTCATCCTT
CTTCTCCTCTGTTGATCCCTAGGGAATGCAGGGAAGATTGCCAGATTGATGGTTATGATATACCCGTAAAAACGAGAGTGTTTGTGAATATCTGGGCCATC
GCCAGAGATGATAAATATTGGAAAGACCCGGAATCGTTTATCCCAGAACGTTTTGAGAATACTTGTTTTGATTTTACAGGCAATAATTTTGAATATCTACCTT
TTGGATCTGGTAGGCGTATGTGTCCCGGTATGACCTTTGGTCTGGCTAATGTTGACCTAGTATTAGCTTTACTATTATATCACTTTAATTGGAAATTGCCACC
AGGCGTAAATGATATTGACATGACAGAACGTGTGGGTCTGGGTGCAACCAAGAAACATTCTTTGGTCCTGATTCCTACATTATATGACCCATCATTCTAA

Fig. S27. CYP71D1 cds sequence with codon optimization according to yeast usage.
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ATGAGTTTATCCTTTCTTATACTGTCTCTTATCTTTATATATATGGTTCTTAAACTTTGGAAGAGGTCAAATTCCAAGCATAGTACCTTAAAGAATTTGCCACC
TGGTCCAACAAAATTGCCACTAATCGGAAATATGCACCAGTTGTTAGGTTCCTTACCGCATCACAGGTTGAGAGATCTAGCAAAGAAATATGGTTCAATAA
TGCATCTTCAACTTGGTGAAGTCCCTCACGTTGTGGTATCGTCTCCAGAAGCTGCAAAAGAAGTAATGAAAACTCATGATATTGTTTTTGCTCAACGTCCTTT
TCTACTTGCAGCATCCGTCATTACTTATAATTTTACCGATATTGCTTTCTCCCCATACAGCGATTACTGGAGACAGTTGCGTAAAATTTGCGTCCTAGAGCTAC
TTTCTGCTAAAAGGGTCCAATCTTTTAGAAGTATAAGAGAAGAAGAAGTTAGTAATTTGATTAATACTTTGACATCTTTCAGCGGGAAACCTTTCAATTTTA
GTAGGAAATTATTTTCAAGTACATACGGGATTGCCGCTCGTGCTTCTTTTGGGAAGAAATATAAAGATCAAGAAGAATTCATTAAAGTTGCCCAGCAAATG
ACGGAGGTCGCTGGAGGCTTCTCTCTGGCCGACCTATTCCCCTCAATCGCGTTCCTGCATGTTATCTCAGGCATGAAGAGCAGATTATTAAGGCTAAGAGA
TGATGGAGACAACATTTTGGAAAATATTATTGACGATCATAGAGCCAGAAACATGACAGGCAAAACTTCCGGTGAAGGAGAAGACGACGATTTGGTGGAC
GTTCTGTTGCGTTTTCAAAAAGGTGGACAATTGGAGTTCCCCTTGACTACTAATAATATCAAGGCTGTAATCTTAGACATTTTCATAGCAGGTTCAGAAACA
AGCTCAACAACTGTGGAGTGGGCTATGTCGGAAATGTTAAGGAATCCTAGAGTAATGGAGAAGGCACAGGAAGAGGTAAGAAGGGTGTTTGGAAAAAA
GGGTAACGTAGACGAGGCCGAATTGCATGAACTGAATTATTTGAAGTTAGTTATTAAAGAGACGCTGAGATTGCATCCTCCTGCGCCATTGTTATTGCCTC
GTGAATCTAGAGAGTCTTGTGAAATTAACGGTTATTATATTCCCGTGAATTCGAAGGTCATCGTTAACGCGTGGGCCATAGGCAGAGATCCAAACAACTGG
ACCGAGGCCGAAACCTTTTACCCGGAAAGATTTTTAGATTCTGCTATAGATTATAAAGGTAACTACTTCGAATTTATACCATTCGGCGCTGGCAGAAGGATG
TGTCCCGGAATATTATTCGGTATGGCAAACGTTGAATTACCATTAGCTCAATTTCTATACCACTTTGATTGGAAGTTACCGGATGGTTTGGAAGCGGAATCA
TTAGATATGATGGAAGGTTTTGGTGCAACGGTTCGTAGAAAGAATGATTTACATCTAATCGCAATTCCACACCATTAA

Fig. S28. CYP71D326 cds sequence with codon optimization according to yeast usage.
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CyP71D51v2 MARFEEYQL TKMQFFSLVS | FLFLSFLFL LRI VWKNSNSQ SKKLPPGPVWK

CypP71D55  ---------- T e e Ko
CypP71D20  ---------- T e e K
CYP71AV8  ---------- ---MEl. | PT TLGLAVII . | I FKLLTRTTS K NL. E.R
CyP71D51v2 LPI LGSM_HM VGELPHHVLR DLAKKYGPLM HLQLGEVSAV VWTSPDTAKE
CYP71D55 e M..
CyP71D20 o T l... ....RM..
CYP71AV8 ...I.H.H.LITM RGYWME. .RHS . ........ T ..S..RW..
SRS 1

CYP71D51v2 VLKTHDI AFA SRPSLLAPEI VCYNRSDLAF CPYGDYWRQM RKI CVLEVLS
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Fig. S29. Amino acid sequences alignment of CYP71D51v2 with other reported
sesquiterpene hydroxylases.

168



Etude de la bioconversion du valencene par S. cerevisiae exprimant CYP71D51v2

CYP71D55 is from Hyoscyamus muticus (GenBank ID: EF569601), CYP71AVS8 from Cichorium
intybus (GenBank ID: HQ166835), CYP71D51v2 from Nicotiana tabacum (GenBank ID: DQ350345)
and CYP71D20 is from Nicotiana tabacum (GenBank ID: AF368376). Dots represent identical amino
acids to CYP71D51v2. Shaded boxes show the 6 putative SRS as defined by Gotoh et al. (1992).
Amino acids 494 and 496 are framed because the corresponding amino acids in CYP71D55 are noted
for catalytic efficiency improvement according to Takahashi et al. (2007). The alignment was
generated with Clustal W alignment using BioEdit version 7.0.9.0 (Hall, 1999).

Table S5: Protein sequences identities of different sesquiterpene hydroxylases.

CYP71D55 (GenBank ID: EF569601) and CYP71AVS8 (GenBank ID: HQ166835) catalyze valencene
hydroxylation (Takahashi et al., 2007; Cankar et al., 2011). CYP71D51v2 (GenBank ID: DQ350345),
CYP71D4 (GenBank ID: AJ296346), CYP71D1 (GenBank ID: EU541505) and CYP71D326
(NCBI ID: XM 002522675) were screened for the same activity. CYP71D20 (GenBank ID:
AF368376) catalyze 5-epi-aristolochene hydroxylation (Takahashi et al., 2005).

Sequence ldentity Matrix
Input Alignment File: Untitledl

Seq- > CYP71AV8 CYP71D55 CYyP71D51v2 CYP71D4 CYP71D20 CYP71D1 CYP71D326
CYP71AV8 I D 0. 495 0. 504 0. 497 0. 466 0. 485 0. 494
CYP71D55 0. 495 ID 0. 883 0. 926 0. 815 0. 562 0. 547
CYyP71D51v2 0. 504 0. 883 I D 0. 879 0.794 0. 548 0. 540
CYP71D4 0. 497 0. 926 0. 879 ID 0. 817 0. 550 0. 549
CYP71D20 0. 466 0. 815 0.794 0. 817 1D 0. 539 0. 519
CYP71D1 0. 485 0. 562 0. 548 0. 550 0. 539 I D 0. 485
CYP71D326 0. 494 0. 547 0. 540 0. 549 0. 519 0. 485 ID
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Fig. S30. Analysis of the products of (+)-valencene conversion by microsomes prepared
from yeast expressing the candidates cytochromes P450.

GC-FID analysis of the products obtained after 20 min incubation at 28 °C of CYP71D4 (A) or
CYP71D1 (B) or CYP71D326 (C) in yeast microsomes with 200 uM of (+)-valencene in the presence
or absence of | mM NADPH. 1 : (+)-valencene, 2 : B-nootkatol, 3 : (+)-nootkatone, 4 : (-)-nootkatene,
5, and * : unknown compounds.
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Fig. S31. Mass spectra of the minor products of (+)-valencene metabolism by
microsomes of yeast expressing CYP71D51v2.

Mass spectrum is compared to the (-)-nootkatene standard. 4 : (-)-nootkatene, 5 : unidentified
compound.
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Fig. S32. Possible reaction mechanism of (+)-valencene conversion by microsomes
prepared from yeast expressing CYP71D51v2.

Thick arrows represent the major reactions. Framed compounds are accumulated. 1 : (+)-valencene, 2 :
B-nootkatol, 4 : (-)-nootkatene, 5 : 2,3-dehydrovalencene.
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Fig. S33. Mass spectrum of the unidentified product from the bioconversion of -
nootkatol by the control yeast.
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III. Conclusion et perspectives

Nous avons décrit les propriétés catalytiques de CYP71D51v2, P450 potentiellement
exploitable pour la production de B-nootkatol dans un procédé de bioconversion. Malgré les
facteurs limitants décrits, la productivité volumétrique de B-nootkatol, égale a 0,005 g/L/jour,
est tout a fait comparable a la productivité volumétrique d’acide artémisinique obtenue en
culture de 25 mL par Ro et al. (2006c) avant culture en bioréacteur et optimisation (0,006
g/L/jour). L’optimisation de la production par mutation du P450 et par glycosylation du
produit formé peut étre envisagée comme perspective. Une optimisation en bioréacteur par un
procédé en semi-continu est également possible. La conversion du B-nootkatol en nootkatone
par un organisme tolérant ces deux molécules se ferait alors dans une seconde étape apres

déglycosylation.









Chapitre V

Bifonctionnalité de CYP71As dans le
meétabolisme des terpénoides et de la
camalexine chez A. thaliana









Chapitre 5:  Bifonctionnalité de CYP71As dans le
métabolisme des terpénoides et de la camalexine chez A.

thaliana

I. Activité enzymatique 7z vitro de CYP71A12 avec le limonene

A. Résultats

La métabolisation du limonéne par les microsomes de levure exprimant CYP71A12
est 'une des activités enzymatiques les plus fortes détectées au cours du criblage. En présence
de NADPH, le limonéne est converti avec un pourcentage de 42 % (sur la base des surfaces

de pics observées en CPG) en plusieurs produits (Figure 28).
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Figure 28 : Analyses CPG-SM des produits de la conversion in vitro du limonéne par CYP71A12

Analyses CPG-DIF des produits obtenus apres incubation de microsomes de levures exprimant CYP71A12 avec
200 uM de limoneéne en présence ou en absence de NADPH (A). L’identification des produits (B) s’est faite par
comparaison du spectre de masse obtenu avec celui de la base de données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and
Mallard, 2011) pour le produit 3, avec celui d’un standard authentique de référence pour les produits 4 et 5, et
avec ceux décrits dans la littérature pour les produits 1 et 2 (Almeida and Jones Jr, 2005; De Mattos and
Sanseverino, 1994). 1 et 2 : limonéne-8,9-époxyde ; 3 : p-menth-1-én-9-al ; 4 : aldéhyde de périllyle ; 5 : alcool
de périllyle.

Les produits 1 et 2 ont des spectres de masse relativement similaires. Ils sont
susceptibles d’étre deux stéréo-isomeres du limoneéne-8,9-époxyde d’apres la comparaison des
données SM obtenues (Tableau 16) avec celles décrites par De Mattos et Sanseverino (1994)
et d’Almeida et Jones Jr (2005), et celles de la base de données de MANE (résultat non

montré). Cette hypothése devrait étre confirmée par comparaison avec le spectre de masse
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d’un standard authentique. Ce produit n’est pas disponible dans le commerce mais sa synthése
a été décrite (Almeida and Jones Jr, 2005). La bioconversion avec la levure entiére exprimant
CYP71A12 n’a pas permis une production de ce produit suffisamment importante pour
envisager une identification par RMN (Chapitre 3:V.C, page 101). Le limonéne-8,9-époxyde
posséde deux atomes chiraux en positions 4 et 8 (Figure 30). Van der Werf et al. (2000)
indique que les formes 4S,8R et 4R,8S ont le méme temps de rétention sur une colonne non
chirale HP-5 et ¢lue avant les formes 4R,8R et 4S,8S qui ont également le méme temps de
rétention. Nos analyses ayant été réalisées sur une colonne similaire (DB-5 non chirale), le
produit 1 pourrait correspondre aux formes 4S,8R et/ou 4R,8S, et le produit 2 aux formes
4R,8R et/ou 4S,8S. La configuration R ou S du limonéne utilis¢é comme substrat n’est pas

connue.

Ces ¢époxydes pourraient subir un réarrangement non enzymatique aprés leur
formation pour former le p-menth-1-én-9-al (3) qui a le méme degré d’oxydation que
I’époxyde (Figure 30). Les monoterpénoides sont des molécules instables capables de s’auto-
oxyder de facon spontanée sous I’action de divers facteurs comme la lumieére, la température

ou le pH (Anandaraman and Reineccius, 1986; Van der Werf et al., 1997).
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Produit Données SM Référence

Produit 1 152 [M](3), 137 (17), 134 (12), 121 (55),  Gavira et al., in prep
119 (17), 109 (12), 105 (25), 95 (23), 94
(100), 93 (67), 92(26), 91 (52), 84 (29), 81
(16), 80(14), 79 (96), 77 (29), 68 (22), 67
(41), 55 (23), 53 (23)
Produit 2 152 [M"](3), 137 (13), 121 (83), 119 (16),  Gavira et al., in prep
105 (29), 95 (19), 94 (100), 93 (75), 92(24),
91 (51), 84 (25), 81 (17), 80(15), 79 (99),
77 (30), 68 (19), 67 (38), 55 (21), 53 (23)
(4R, 8R)-limonéne-8,9-époxyde et 152 [M] (3), 137 (19), 121 (90), 119 (25),  Almeida and Jones, 2005
(4R, 8S)-limonéne-8,9-époxyde 109 (13), 105 (39), 93 (72), 91 (65), 84
(28), 79 (100), 77 (42), 67 (48), 55 (25), 53
(30), 43 (48), 41 (40), 39 (44)
(4R, 8R)-limonéne-8,9-époxyde et 152 [M'](2), 121 (23), 119 (11), 105 (16),  De Matos et al., 2001
(4R, 8S)-limonéne-8,9-époxyde 95 (17), 94 (100), 93 (38), 91 (33), 79 (89),
77 (24), 67 (34), 55 (27), 53 (30), 43 (38),

41 (55)
(4R, 8R)-limonéne-8,9-époxyde ou 152 [M](3), 137 (11), 134 (11), 121 (100), Van der Werf et al., 2000
(4S, 8S)-limonéne-8,9-époxyde 105 (38), 93 (90), 79 (65), 67 (31), 53 (15)

(4S, 8R)-limonéne-8,9-époxyde 151 [M'-H'] (2), 137 (12), 134 (17), 120 Van der Werf et al., 2000
(80), 106 (39), 93 (100), 79 (71), 67 (32),
54 (15)

Tableau 16 : Comparaison des données SM de la littérature avec celles des produits 1 et 2 obtenus lors de
la conversion du limonéne in vitro par CYP71A12

L’intensité des pics de fragmentation est indiquée entre parenthése.

Deux autres produits majeurs de I’oxydation du limonéne par CYP71A12 sont 1’alcool
de périllyle (5) et ’aldéhyde de périllyle (4). La formation de 1’aldéhyde de périllyle pourrait
résulter d’une oxydation spontanée de 1’alcool de périllyle apres sa formation. Elle pourrait
¢galement résulter d’une réaction enzymatique. La capacité d’oxydation de [’alcool de
périllyle par CYP71A12 a donc été testée par essai enzymatique in vitro. On observe une
faible conversion en aldéhyde de périllyle en présence de NADPH (Figure 29A) qui n’est pas
présente apres incubation de la levure transformée avec le vecteur vide (Figure 29B). La
quantit¢ d’aldéhyde de périllyle obtenue est trés faible par rapport a celle formée apres
conversion du limoneéne (Figure 28A). Cela pourrait s’expliquer par une inhibition par
I’alcool de périllyle lorsque celui-ci est incubé a forte concentration (100 uM). L’affinité de
CYP71A12 pour I’alcool de périllyle pourrait étre confirmée par spectrophotométrie
différentielle selon la technique décrite par Jefcoate (1978) qui permet d’observer un pic
d’absorption apres formation du complexe enzyme-inhibiteur. On remarque également que la
levure est capable de métaboliser faiblement I’alcool de périllyle de fagon NADPH-

dépendante en un produit inconnu par une enzyme qui lui est propre (Figure 29B).
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Figure 29 : Analyses CPG des produits de la conversion in vitro de I’alcool de périllyle par CYP71A12

Analyses CPG-DIF des produits obtenus apres incubation de microsomes de levures exprimant CYP71A12 (A)
ou transformées avec le vecteur pYeDP60u2 vide (B) avec 100 uM d’alcool de périllyle en présence ou en
absence de NADPH. L’identification du produit s’est faite par comparaison du SM obtenu et du temps de
rétention avec ceux d’un standard authentique (non montré). 4 : aldéhyde de périllyle ; * : composé non identifié.
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Figure 30 : Proposition de schéma réactionnel expliquant la formation des produits de métabolisation du
limonéne par les microsomes de levures exprimant CYP71A12

Les étoiles représentent les carbones asymétriques. Les fléches solides représentent les réactions enzymatiques
catalysées par le P450. Les réactions en pointillées pourraient étre de nature non-enzymatique.

B. Discussion

CYP71A12 apparait comme un P450 peu régiosélectif et peu stéréospécifique, mais
trés actif sur le limoneéne (Figure 30). Ce résultat est surprenant. En effet, CYP71A12, ainsi
que son plus proche paralogue CYP71A13, sont décrits dans la littérature comme étant des
acteurs important du métabolisme indolique de défense contre les pathogénes chez A. thaliana
(Millet et al., 2010; Nafisi et al., 2007). CYP71A13 métabolise I’'TAOx en IAN dans la voie
de biosynthese de la camalexine (Figure 9). CYP71A12 présente la méme activité catalytique
in vitro (Dr. Erich Glawischnig, communication personnelle) mais avec un profil d’expression
différent, CYP71A13 étant majoritairement exprimé au niveau des feuilles, surtout en
condition de stress (Nafisi et al., 2007) et CYP71A12 au niveau de la zone d’¢longation de la

racine de jeunes plantules ¢élicitées (Millet et al., 2010).
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L’activité de CYP71A12 sur le limonéne peut donc étre soit fortuite, le limonéne étant
un substrat opportuniste, soit une activité résiduelle acquise d’un geéne ancestral ayant donné
naissance par duplication a CYP71A12 et CYP71A13 recrutés dans la voie de biosynthése de

la camalexine.

Une analyse phylogénétique de la famille CYP71 (Figure 31) suggere que CYP71A12
et CYP71A13 (en tandem sur le chromosome 2) résultent probablement d’une duplication

récente de CYP71A18 présent sur le chromosome 1 (Annexe en page 261).
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Figure 31 : Cladogramme de la famille CYP71A chez Arabidopsis thaliana d’aprés Bak et Paquette (2010)

Cet arbre phylogénétique est extrait de celui de ’ensemble des P450s d’Arabidopsis réalisé par alignement des
246 membres en utilisant le logiciel Clustal X 1.83 Windows (www.p450.kvl.dk). Les P450s criblées pour une
activité enzymatique vis-a-vis du limonéne et du p-cymeéne sont en rouge.

CYP71A18 semble spécifiquement exprimé dans les antheres (plus particulirérement
dans le pollen) au cours du développement floral (Figure 32). D’autre part, un examen des
données publiques de transcriptome indique que CYP71A12 et CYP71A13 sont certes
exprimés en conditions de stress et de réponse aux pathogeénes, mais aussi dans les organes

floraux (plus particulierement dans les sépales) au cours du développement de la plante en
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conditions normales (Figure 32). Ceci semble indiquer une implication de ces P450s dans le
métabolisme floral. Les fleurs d’Arabidopsis en conditions normales ne contiennent pas de
camalexine (Dr. Erich Glawischnig, communication personnelle). Nous avons donc décidé de
tester I’hypothése selon laquelle CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 pourraient contribuer

au métabolisme du limonéne au cours du développement floral.
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Figure 32 : Profil d’expression de CYP71A18, CYP71A12 et CYP71A13 dans les différents organes d’A.
thaliana d’aprés les analyses des données publiques de transcriptome provenant du site Arabidopsis Efp
Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi)

{
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Trois approches ont été utilisées :

* une approche biochimique : I’expression dans la levure et la détermination des
activités enzymatiques des différents paralogues appartenant a la méme clade que

CYP71A12.

* une approche transcriptomique : I’expression des geénes d’intérét au cours du

développement floral a été analysée de manicre plus fine par RT-qPCR.

* une approche couplée génétique et métabolomique : [’utilisation de mutants
d’insertion pour les génes d’intérét pour un profilage métabolique des composés volatils émis
lors de 1’épanouissement des inflorescences et des métabolites solubles présents dans ces

derniéres.

11. Analyse fonctionnelle des enzymes paralogues recombinantes

Pour tenter de déterminer la chronologie d’apparition des fonctions dans le
métabolisme du limoneéne et de la camalexine, I’ensemble des P450s appartenant a la méme
clade (indiquée en rouge sur la Figure 31) ont été synthétisés avec optimisation de codons,
exprimés dans la levure et testés pour la métabolisation du limonéne (au laboratoire) et pour
la métabolisation de dérivés indoliques (au laboratoire d’Erich Glawischnig). Cette approche
nous offrait en sus une opportunité de tenter d’identifier un P450 plus actif sur le limonéne

et/ou plus régiospécifique.

CYP71A27 et CYP71A28 sont annotés comme pseudogénes (Bak, 2010). Thellungiella
halophila et Arabidopsis lyrata étant les organismes séquencés phylogénétiquement les plus
proches d’A. thaliana (http://www.phytozome.net), nous avons cherché les génes orthologues
chez ces deux plantes. Aucun orthologue n’a été trouvé dans le cas de CYP71A28 (Annexe en
page 262). Des orthologues de CYP71A27 sont, en revanche, présents chez A. lyrata
(AlyCYP71A27) et T. halophila (ThhCYP71A27). Un alignement d’AlyCYP71A27 avec la
séquence de P450s fonctionnels montre que le motif PERF est manquant et qu’il y a
probablement d’autres motifs manquants ou incorrects (Annexe en page 263). AlyCYP71A27
semble donc étre un pseudogéne. ThhCYP71A27 qui s’aligne en revanche correctement avec

les paralogues, a été sélectionné pour le criblage.
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A. Expression dans la levure

La majorité des P450s de la clade s’expriment correctement dans la levure, d’apres la
différence d’absorbance observée a 450 nm lors de la mesure du spectre différentiel au
monoxyde de carbone (Figure 33) (Annexes en page 240). Toutefois, aucune différence
d’absorbance n’est observée avec CYP71A13 et CYP71A27, et une différence d’absorbance a
420 nm est observée avec CYP71A1S5.
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Figure 33 : Spectres différentiels (réduit + CO / réduit) obtenus avec les microsomes de levures exprimant
les CYP71s appartenant a la clade CYP71A12

Ces P450s sont issus d’Arabidopsis thaliana, excepté ThhCYP71A27 qui est issu de Thellungiella halophila.
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B. Activités enzymatiques z vitro

CYP71A18 convertit le limonéne pour former les mémes produits que CYP71A12
(Figure 34). La formation d’un seul énantiomére (ou couple d’énantiomeres) de limonéne-8,9-
époxyde semble cependant étre privilégiée par CYP71A18 (produit 1), contrairement a
CYP71A12 qui génére deux pics équivalents (produits 1 et 2). Le pourcentage de conversion
est plus fort dans le cas de CYP71A18 (52 % sur la base des surfaces des pics observés en
CPQG). Cela peut s’expliquer par une meilleure expression de CYP71A18 dans la levure. En
effet, les quantités de P450 détectées dans les fractions microsomales utilisées sont de 4

nmol/mL pour CYP71A18 et de 2 nmol/mL pour CYP71A12.
Avec 89 % d’identité protéique, CYP71A13 est le P450 le plus proche de CYP71A12

(Figure 31). 11 était donc probable qu’il catalyse la méme réaction in vitro. Aprés incubation
du limonéne avec des microsomes de levure exprimant CYP71A13, on observe une tres faible
formation de limonéne-8,9-époxyde et de p-menth-1-én-9-al (Figure 34C). Cette faible
conversion peut s’expliquer soit par la faible expression du P450 dans la levure (aucune
différence d’absorbance n’a pu étre observée pour le P450 réduit + CO (Figure 33)), soit, par
I’incapacité de ce P450 a métaboliser le limonéne. La premiére hypothése est la plus probable.
CYP71A14 convertit également le limonéne de fagon faible (Figure 34B), en dépit d’une

expression correcte dans la levure (2 nmol/mL).

Aucune activité enzymatique avec le limonéne n’a été détectée apres incubation de
microsomes de levure exprimant CYP71A15, CYP71A16, CYP71A19, CYP71A20 ou
ThhCYP71A27 (non montré). On peut en conclure que le limonene n’est pas un substrat de
CYP71A16, CYP71A19 et CYP71A20 étant donné que ces derniers semblent s’exprimer
correctement dans la levure (Figure 33). En revanche, I’absence d’activité enzymatique
observée pour CYP71A15 et ThhCYP71A27 peut étre due soit a I’absence d’expression de
ces P450s dans la levure (Figure 33), soit a I’incapacité de ces P450s a métaboliser le

limonéne.

Le p-cymen-8-ol étant détecté dans les fleurs d’Arabidopsis (Rohloff and Bones,
2005), le p-cyméne a également été testé comme substrat des CYP71As. Bien que la
conversion soit plus faible qu’avec le limonene, les 4 mémes P450s sont capables de
métaboliser le p-cyméne (Annexes en page 247) avec un pourcentage de conversion de 27 %

pour CYP71A12 et CYP71A18, et un pourcentage inférieur a 10 % pour CYP71A14 et
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CYP71A13 sur la base des surfaces des pics observés en CPG. Plusieurs produits sont formés,

avec 1’alcool cumique et le p-cymén-8-ol comme produits principaux.

En conclusion, les activités enzymatiques détectées in vitro suggérent une implication

de certains CYP71As dans le métabolisme des monoterpénes chez Arabidopsis.
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Figure 34 : Analyses CPG des produits de la conversion in vitro du limonéne par les CYP71As

Analyses CPG-DIF des produits obtenus aprés incubation de microsomes de levures exprimant CYP71A18 (A),
CYP71A14 (B) ou CYP71A13 (C), avec 200 uM de limonene, en présence ou en absence de NADPH.
L’identification des produits s’est faite par comparaison du spectre de masse obtenu avec celui de la base de
données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011) pour le produit 3 et avec celui d’un standard
authentique de référence pour les produits 4 et 5. 1 et 2 : limonéne-8,9-époxyde ; 3 : p-menth-1-¢n-9-al ; 4 :
aldéhyde de périllyle ; 5 : alcool de périllyle.
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III. Activité enzymatique 7z vitro des P450s appartenant a la clade

CYP71A12 avec des alcaloides indoliques

L’activité des enzymes appartenant a la clade CYP71A12 a été testée pour la
métabolisation de dérivés indoliques par notre laboratoire partenaire sur ce projet, celui du Dr.
Erich Glawischnig (Université Technique de Munich). Les substrats indole 3-acétaldoxime
(IAOx) et indole 3-acétonitrile (IAN) ont principalement été testés. Les résultats sont résumés

dans le Tableau 17 (Dr. Erich Glawischnig, communication personnelle).

P450 Monoterpénes Alcaloides indoliques
limonéne p-cyméne TAOx IAN
CYP71A12 4+ +++ +++ ++
CYP71A13 + + ++++ -
CYP71A18 -+ +++ ++ ++
CYP71A14 + ++ - +
CYP71A19 - - - +
CYP71A15 - - - -
CYP71A16 - - - -
CYP71A20 - - - -
ThhCYP71A27 - - - -

Tableau 17 : Conversion de monoterpénes (au laboratoire) et d’alcaloides indoliques (Dr. Erich
Glawischnig, communication personnelle) par les microsomes de levure exprimant les P450s de la clade
CYP71A12

Ces P450s sont issus d’Arabidopsis thaliana, excepté ThhCYP71A27 qui est issu de Thellungiella halophila.
L’intensité de la conversion est indiquée par le signe +. Le signe - représente 1’absence d’activité enzymatique.
Les essais enzymatiques avec les monoterpénes et les alcaloides indoliques n’ont pas été réalisées dans les
mémes conditions.

CYP71A12, CYP71A13, CYP71A18 et CYP71A14 qui présentaient une activité
enzymatique avec les monoterpénes, sont capables de métaboliser in vitro des dérivés
indoliques. Une faible activité enzymatique a également été détectée en présence de
CYP71A19 et d’TAN. Aucune activit¢ enzymatique n’avait été détectée avec ce P450 en
présence de monoterpenes en dépit de son expression dans la levure observable lors de la

mesure du spectre différentiel au CO.
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Les produits des réactions in vitro sont représentés sur la Figure 35 (Dr. Erich
Glawischnig, communication personnelle). L’TAOx est convertit en IAN par CYP71A13. 11
est convertit en IAN et en indole 3-carbaldéhyde (ICA) par CYP71A12 et CYP71A18. Ce
dernier semble avoir une spécificité de substrat plus large que CYP71A12. En effet,
CYP71A18 convertit tout autant I'[AOx que I'IAN alors que CYP71Al12 convertit
préférentiellement I’TAOx (Tableau 17). Enfin, CYP71A14 et CYP71A19 convertissent
faiblement I’TAN en ICA. Cependant, CYP71B6 est un meilleur candidat pour la conversion
de ’IAN en ICA.

tryptophane

\'N-OH
\
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IAOx H 9
CYP71A13
CYP71A12
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N CHO COOH
NN
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Figure 35: Voie métabolique de la camalexine et de dérivés indoliques proposée a partir des activités
enzymatiques obtenues in vitro (Dr. Erich Glawischnig, communication personnelle)

CYP71A13, représenté en rouge, est le seul P450 dont la fonction physiologique a été caractérisée in planta.
IAN : indole 3-acétonitrile ; IAOx : indole 3-acétaldoxime ; ICA : indole 3-carbaldéhyde ; ICOOH : indole 3-
carboxylate.

En conclusion, CYP71A12 et CYP71A18 catalysent fortement in vitro la conversion
de monoterpénes et la conversion d’alcaloides indoliques. C’est la premiére fois que des
P450s sont décrits comme étant tres actifs sur deux types de molécules appartenant a des
métabolismes trés différents chez les plantes. Les paramétres catalytiques de ces enzymes
vont étre déterminés prochainement afin de pouvoir comparer leur efficacité catalytique vis-a-

vis des deux types de substrats.
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IV. Le limonéne est-il un substrat de CYP71A12, CYP71A13 et
CYP71A18 in planta ?

Le role de CYP71A12 et de CYP71A13 dans la production de camalexine in planta
semble bien établi (Millet et al., 2010; Nafisi et al., 2007). CYP71A18 pourrait aussi étre
impliqué dans le métabolisme de la camalexine d’apres les résultats d’expression. En effet,
tout comme celle de CYP71A12 et CYP79B2, I’expression de CYP71A18 est induite dans les
feuilles apres traitement au nitrate d’argent (Glawischnig et al., 2004). Mais aucune étude

fonctionnelle in planta n’a permis de définir son réle physiologique.

Afin de déterminer si le limoneéne peut également étre un substrat des CYP71s dans la
plante en conditions normales de croissance, CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 ont fait

I’objet d’une analyse fonctionnelle in planta.

A. Expression constitutive de CYP71.A472, CYP71.A13 et CYP71.A18

Pour confirmer leur expression constitutive, 1’expression des genes CYP71A12,
CYP71A13 et CYP71A18 a été¢ quantifiée par RT-qPCR dans les différents organes de la
plante saine (la racine, la jeune racine, la feuille, la tige, la fleur et la silique) ainsi qu’a
différents stades du développement floral (se reporter au Chapitre 2:1V.A.2 page 64 pour la
description des stades floraux). L’expression a été calculée relativement a 3 genes de
références (SAND, TIP41 et PP2A) choisis pour la stabilit¢ de leur expression dans les

différents organes testés (résultat non montré).
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Figure 36 : Expression relative de CYP71A12, CYP71A13 et CYPA18 dans les différents organes
d’Arabidopsis thaliana

L’expression relative (mesurée par Benoit Boachon) a été quantifiée par RT-qPCR sur 3 a 5 réplicats

biologiques, a I’exception de la jeune racine (2 réplicats). R : racine ; YR : jeune racine ; L : feuille ; St : tige ; F :
fleur ; F1 a F4 : fleur du stade 1 au stade 4 ; Si : silique.

D’apres les résultats de la RT-qPCR quantitative (Figure 36), CYP71A12 s’exprime
principalement dans la jeune racine, mais aussi a un niveau plus faible dans la fleur aux stades
3 et 4. CYP71A13 s’exprime dans les feuilles (peut-étre 1égeérement blessées par les parasites
des chambres de culture) et de maniére assez forte dans les fleurs, principalement aux stades 2
et 3. L’expression de CYP71A18 se limite aux fleurs aux stades 2 et 3 principalement. On peut

noter que son expression est trés élevée dans ces tissus floraux.

L’expression des genes CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 a été aussi quantifiée par

RT-qPCR dans les différentes picces florales : sépales, pétales, étamines et carpelle.
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Figure 37 : Expression relative de CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 dans les différentes piéces florales

L’expression relative (mesurée par Benoit Boachon) a été quantifiée par RT-qPCR sur 3 a 5 réplicats
biologiques.

D’apres les résultats de la RT-qPCR quantitative (Figure 37), CYP71A12 s’exprime
principalement dans le carpelle alors qu’il était prédit s’exprimer dans les sépales (Figure 32).
CYP71A13 s’exprime indifféremment dans les sépales, pétales, étamines ou carpelles.
Conformément aux analyses microarray, CYP71A18 s’exprime majoritairement dans les
étamines. On peut encore une fois constater que 1’expession de CYP71A18 est de tres loin la

plus forte.

Ces résultats tendraient a conforter 1’hypothése d’une implication de CYP71A12,
CYP71A13 et CYP71A18 dans la production de monoterpénes floraux.
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B. Comparaison des profils de métabolites volatils émis par les mutants

op/1al2, cyp71al3 ou ¢yp71al8 et par les plantes sauvages

Le limonéne est un terpéne trés volatil qui, s’il est produit et non oxydé, est attendu
dans la fraction “espace de téte” des métabolites floraux. Afin de tester une possible
implication de CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 dans le métabolisme du limonéne (ou
d’un autre monoterpéne volatil) par les organes floraux, des mutants d’insertion de chaque
gene ont €té isolés et les composés volatils émis par ces mutants ont été comparés aux

composés volatiles émis par les plantes sauvages.

Les plantes homozygotes pour I’insertion d’ADN de transfert (ADN-T) dans
CYP71A12 (GABI-KAT 127HO3), CYP71A13 (SALK 105136) et CYP71A18
(WiscDsLox297300 18A) ont été identifiées par PCR (résultat non montré). Des plantes
homozygotes de chaque lignée ont été mises simultanément en culture avec une lignée
sauvage pendant 75 jours jusqu’a pleine floraison (photopériode de 12 h alternant lumicre a
22 °C avec une humidité relative de 70 % et obscurité a 19 °C avec une humidité relative de
85 %). Une soixantaine d’inflorescences portant des fleurs épanouies ont été collectées et
leurs tiges placées dans un récipient contenant de 1’eau. Les composés volatils émis par les
différents bouquets d’inflorescences ont été collectés dans un bocal en verre d’1 L
hermétiquement fermé sous un flux d’air de 100 mL/min. Cet air est filtré¢ a ’entrée et a la
sortie du récipient par des cartouches en métal de 140 x 4 mm contenant 200 mg de Tenax TA
(20/35, Grace Scientific) pendant 24 h. Les composés volatils adsorbés sur les cartouches de
Tenax ont été analysés apres thermodésorption par chromatographie en phase gazeuse couplée

a un spectrometre de masse (TD-CPG-SM).

La comparaison des profils d’émission montre la présence d’un pic trés significatif de
limonéne dans les composés volatils émis par les mutants cyp71al? alors que ce composé est
absent dans les composés €mis par les fleurs sauvages (Figure 38). Ce résultat a pu étre répété
une fois. Lors d’une troisieme expérience des résultats plus contradictoires ont été obtenus.
Aucun dérivé du limonéne n’a été détecté a partir des inflorescences des plantes sauvages,
conformément a la littérature (Chen et al., 2003; Rohloff and Bones, 2005). Aucune
différence dans 1’émission des composés volatils n’a été observée avec les inflorescences
sauvages et celles des mutants cyp71al3 et cyp71al8 (résultat non montré). Cette expérience

doit cependant étre reproduite car les conditions de sa réalisation n’étaient pas optimales.
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On peut noter que I’indole 3-acétonitrile (IAN) et I’indole 3-carbaldéhyde (IAC) sont
des composés qui seraient aussi suceptibles d’étre émis par les inflorescences. Ces composés
n’ont cependant pas été détectés parmis les molécules volatiles collectées a partir des plantes

sauvages.

"1 cyp71a12
réplicat 1

cyp71al2 |
réplicat 2

T

sauvage

Figure 38 : Comparaison du limonéne émis par les inflorescences des plantes mutantes cyp7lal? et des
plantes sauvages

Les composés volatils émis pendant 24 h par les fleurs épanouies d’une soixante d’inflorescences de plantes
mutantes cyp7lal?2 et de plantes sauvages ont été adsorbés sur cartouche Tenax et analysés apres
thermodésorption par TD-CPG-SM (par Jean-Francois Ginglinger).

En conclusion, un probléme de reproductibilité des résultats d’analyses de 1’émission
de monoterpénes, essentiellement lié¢ a I’instrumentation semble-t-il (émission de limonene
parasite) ne permet pas pour le moment de valider I’émission de limonéne par les plantes
mutées et de valider I’'implication des CYP71As dans le métabolisme des monoterpénes émis

par les inflorescences d’A. thaliana.
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Des analyses d’extraits des inflorescences en chromatographie liquide a ultra
performance couplée a un spectrometre de masse (CLUP-SM) ont également été réalisées,
ciblées sur une recherche du limoneéne, de 1’alcool et de 1’aldéhyde de périllyle, de 'TAOx, de
I’IAN et de 'ICA. Ces premicres analyses n’ont pas été concluantes en raison de la difficulté
a ioniser ces molécules. Un autre probléme potentiel a gérer est la production de dérivés plus

oxydés ou conjugués dans la plante.

V. Discussion et perspectives

A. Implication de CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 dans le

métabolisme des monoterpenes

CYP71A12 et CYP71A13 sont jusqu’ici décrits comme étant impliqués dans le
métabolisme de la camalexine (Millet et al., 2010; Nafisi et al., 2007). La phylogénie et
I’activit¢ récemment détectée sur les dérivés indoliques par I’équipe de Munich laissent
penser que CYP71A18 y contribue également (Glawischnig et al., 2004). La conversion tres
active du limonene et du p-cyméne par CYP71A12 et CYP71A18 suggere cependant que ces
deux P450s pourraient aussi participer au métabolisme des monoterpénes in vivo. CYP71A13
étant faiblement exprimé dans la levure, nous n’avons pas pu €valuer correctement sa capacité

a métaboliser les monoterpénes in vitro.

Les profils d’expression florale de CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 dans la plante
cultivée en conditions normales (non stressée et non infectée) suggerent que ce métabolisme
des monoterpenes pourrait opérer dans les fleurs. Les données de RT-qPCR confirment en
grande partie les données publiques de transcriptome et montrent que CYP71A12, CYP71A13,
et CYP71A18 ont une expression florale. CYP71A18 serait exprimé plus spécifiquement dans
le pollen d’aprés les analyses microarray (Winter et al., 2007). Des transformants
promCYP71A18:GUS permettraient de préciser 1’expression de ce geéne au cours du

développement pollinique.

L’émission par les fleurs de p-cymén-8-ol (Rohloff and Bones, 2005), I’'un des
produits de la conversion in vitro du p-cyméne par CYP71A12 et CYP71A18, tendrait a
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conforter I’hypothése de leur participation au métabolisme floral du limonéne. Cependant,
aucun des produits (limonéne-8,9-époxyde, p-menth-1-én-9-al, alcool et aldéhyde de
périllyle) obtenus aprés conversion du limonéne in vitro par CYP71A12 et CYP71A18 n’a été
détecté chez Arabidopsis jusqu’ici. Les produits de conversion primaire pourraient cependant
étre modifiés ou stockés par la plante de maniere a ne plus étre émis. On peut aussi noter que
le manteau pollinique est un milieu extrémement lipophile qui pourrait dissoudre de tels
composés. Il a été montré que chez certaines plantes, les composés majoritairement émis par
le pollen sont différents de ceux majoritairement émis par toute la fleur (Dobson and

Bergstrom, 2000). C’est le cas, par exemple, chez le rosier du Japon (Dobson et al., 1990a).

Chez Arabidopsis d’écotype Columbia-0 (Col-0), la fleur émet un mélange de
molécules contenant principalement des sesquiterpenes et également des monoterpenes (Chen
et al., 2003). Le (E)-B-caryophylléne est la molécule prédominante. Deux terpenes synthases,
TPS11 et TPS21, sont responsables de la biosynthése de la quasi-totalité¢ des sesquiterpenes
(Tholl et al., 2005). Les geénes correspondant sont majoritairement exprimés dans les glandes
nectariféres et dans le stigmate de la fleur, respectivement. Une monoterpéne synthase
(TPS24) formant in vitro plusieurs monoterpénes, dont le limoneéne, a été caractérisée (Chen
et al., 2003). Le gene correspondant est exprimé dans les sépales, le réceptacle floral, le
stigmate et les filaments de I’anthére. Le pollen serait également capable d’émettre des
terpénes d’apres les expériences de coloration GUS qui mettent en évidence 1’expression du
gene codant pour la TPS03 responsable de la formation d’(E,E)-a-farnéséne, composé volatil
minoritairement émis par les fleurs (Huang et al., 2010). Dobson et al. (1991) a développée
une méthode pour collecter et analyser spécifiquement les composés volatils du pollen en
adaptant la technique de “headspace” utilisée pour les fleurs. Elle a été employée avec succes
pour identifier une émission précoce des composés volatils a I’intérieur du grain de pollen,
puis une émission plus tardive a I’intérieur ainsi qu’a I’extérieur du grain de pollen chez les
inflorescences de petite taille présentes chez la vigne (Dobson et al., 1990b; Martin et al.,

2009).

Pour le moment, les résultats des analyses d’émission florale qui ont pu étre réalisées
sont encourageants mais ne sont pas assez reproductibles pour valider la métabolisation du
limonéne par les CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 floraux chez d’A. thaliana. De
nouvelles expériences sont prévues dans les prochaines semaines pour tester les émissions des

différentes lignées de mutants d’insertion. Parallelement, des recherches de dérivés indoliques
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floraux sont menées a Munich pour consolider les données existantes indiquant pour le

moment une absence de camalexine.

Nos résultats permettent pour le moment de mettre en évidence, pour la premiere fois,
la capacit¢é d’un P450 a participer par son activité enzymatique a deux métabolismes
totalement différents. La pertinence de cette double fonction in vivo reste encore a étre

démontrée.

B. Co-évolution du métabolisme des terpénoides et de la camalexine

La capacité de métabolisation du limonéne est partagée par la plupart des cytochromes
P450 appartenant a la méme branche que CYP71A12, qui inclut CYP71A18, CYP71A13 et
CYP71A14 (Figure 31). Ceci suggere que cette activité était déja propre a I’enzyme codée par
un gene ancestral qui leur a donné naissance. CYP71A16 est décrit comme étant impliqué
dans le métabolisme du triterpene marneral (Field et al., 2011). D’autre part, CYP71A19 est
co-localisé avec le géne At4913280 exprimant une sesquiterpéne synthase, et son expression
est co-régulée avec ce geéne, ce qui laisse suggérer que CYP71A19 est impliqué dans le
métabolisme de dérivés sesquiterpénoides (Ro et al., 2006a). Il n’a pas pu étre testé avec les

substrats sesquiterpenes par faute de temps.

Des cinétiques enzymatiques avec les monoterpenes et avec les alcaloides indoliques
permettront de déterminer si ’affinité et 1’efficacité catalytique de ces enzymes envers les
deux types de substrats sont comparables. On observe cependant un recouvrement quasi
parfait des fonctions de métabolisation du limonéne et des dérivés indoliques. Il n’est pas
possible, chez Arabidopsis du moins, de déterminer si I'une des deux fonctions est apparue

avant ’autre ou s’il y a eu co-évolution.

On peut toutefois noter que le métabolisme de I’'TAOx pour catalyser la formation de
glucosinolates est une propriété de CYP83B1, appartenant a une branche trés ancestrale de la
famille CYP71 chez les Brassicaceae (Rauhut and Glawischnig, 2009) et que la sous-famille
CYP71C joue un rdle essentiel dans le métabolisme des dérivés indoliques chez les graminées
(Frey et al., 1995). Le métabolisme des dérivés indoliques est donc une fonction trés ancienne
de la famille CYP71. En revanche la production de monoterpénes prédate 1’évolution des

plantes et est observée chez de nombreux microorganismes. De nombreux cytochromes P450
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bactériens et fongiques catalysent 1’oxydation des mono- ou sesquiterpenes. Ces derniers

semblent toutefois sans parenté phylogénétique avec les P450 végétaux qui les métabolisent.

Une exploration plus large de la famille CYP71 et le séquencage de nouveaux
génomes, en particulier celui d’Amborella (la famille CYP71 semble apparaitre avec les
plantes a fleurs) pourrait permettre de répondre a la question de la fonction du CYP71

ancestral.
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Chapitre 6:  Conclusion Générale

L’objectif principal était d’identifier des P450s capables d’oxygéner des composés
volatils hydrocarbonés appartenant principalement aux familles des mono- et sesquiterpenes,
puis de produire des composés volatils fonctionnalisés pouvant étre labellisés naturels, et/ou
de produire des composés volatils fonctionnalisés aux nouvelles propriétés organoleptiques

inconnues jusqu’ici.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons sélectionné une trentaine de P450s
principalement issus d’Arabidopsis thaliana a partir d’une analyse de co-expression de
genes, et une dizaine de P450s issus de différentes plantes par homologie de séquences avec
des P450s ayant une activité sur des sesquiterpenes cibles décrite dans la littérature. Les
P450s sélectionnés ont été exprimés dans la souche Saccharomyces cerevisiae WATI1
exprimant ATR1, I"une des P450s-réductases d’A. thaliana. Les tests de fonctionnalisation
d’une quinzaine de substrats par les P450s candidats ont été réalisés par essai enzymatique in

vitro sur des membranes microsomales extraites de levures exprimant les P450s d’intérét.

La moitié des P450s sélectionnés ont été capables d’oxygéner au moins un des
composés volatils testés, confirmant la validit¢ de la stratégie de sélection des P450s
candidats. Cependant, un grand nombre de ces activités enzymatiques présentaient un trés
faible taux de conversion. 7 couples P450-substrat montrant une conversion supérieure ou
égale a 45 %, et/ou responsables de la formation d’un produit d’intérét, ont été sélectionnés
pour un test d’activité enzymatique par bioconversion avec la levure entiere dans un volume

de 1 mL:
- la conversion de la framboisone en frambinone par CYP76C4

- la conversion du valencéne et du nootkaténe en nootkatone par CYP71D51v2 et

CYP71D4
- la conversion du limonene par CYP71A12 et CYP71A18

Dans chacun des cas, les quantités de produits obtenus résultants de I’activité du P450 de

plante n’ont pas été assez fortes pour envisager un procédé industriel de bioconversion. Les
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principales difficultés rencontrées ont été la métabolisation du substrat par la souche hote en

coproduit non-désirés et le faible taux de bioconversion.

La bioconversion du valencene par la levure exprimant CYP71D51v2 a été testée dans un
volume de 100 mL et les facteurs limitant la quantité de nootkatone formée ont été étudiés
plus en détail. Le premier facteur mis en évidence a été la toxicité chez la levure induite par
les deux produits, le B-nootkatol et la nootkatone, a partir de 100 mg/L. Le second facteur a
¢té ’accumulation du B-nootkatol dans les membranes de la levure. Le troisieme et dernier
facteur a été I’inhibition des produits de la réaction d’hydroxylation du valenceéne apres leur
formation. De plus, il a également ét¢ montré que la formation de nootkatone était dépendante
des enzymes propres a la levure. Les perspectives pouvant étre envisagées repose sur
I’introduction dans la levure d’une glycosyl-transférase capable de conjuguer le B-nootkatol,
ce qui éviterait son accumulation dans les membranes et réduirait sa toxicité et sa rétention
dans le site actif de CYP71D51v2. La conversion efficace du f-nootkatol en nootkatone aprés
déglycosylation, interviendrait dans une seconde étape et ferait intervenir un micro-organisme

qui reste a étre identifié.

Parallément, un nouvel objectif émergea des résultats du criblage des activités
enzymatiques In vitro. L’activit¢ de monoterpéne oxydase de CYP71A12, P450 déja
caractéris¢é comme ¢étant impliqué dans la voie métabolique de la camalexine chez
Arabidopsis, nous a amené a nous intéresser au role physiologique et aux mécanismes
évolutifs des P450s issus de la méme clade (dont CYP71A13 et CYP71A18). L’oxydation du
limonéne par CYP71A12, CYP71A13 et CYP71A18 ainsi que les résultats de RT-qPCR
montrant une expression florale de ces trois P450s, sembleraient indiquer leur implication
dans le métabolisme des monoterpenes floraux. L’émission de limonene par les inflorescences
de plantes mutantes cyp71al2 par rapport aux plantes sauvage confirmerait cette hypothese,
mais ce résultat n’a pas été reproductible pour le moment. Ces enzymes offriraient le premier
cas démontré de P450 a fonctions multiples dans deux voies métaboliques totalement

indépendantes.
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Annexes

I. Liste des séquences nucléotidiques de cytochromes P450 synthétisés

Les séquences nucléotidiques, ci-dessous, codent pour des cytochromes P450
sélectionnés pour le criblage d’activités enzymatiques avec des substrats terpéniques. Elles
ont été synthétisées par GeneCust Europe (Dudelange, Luxembourg) aprés optimisation des
codons selon 1'usage pour une expression dans la levure. Les références NCBI, GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) ou phytozome (www.phytozome.net) de ces génes sont listées dans

le Tableau 2.

Séquence nucléotidique codant pour CYP706A7.

ATGACGGATATATTCACCTTCTTTACAATTCAAAACAGGAACGATCATTTTGATTTTGTACTAGCCACAATTGTAATTTCGTCCGTTTTCTGGTATATATGGGT
TTATGTTAAATCTAAAAGGTTATTTCCCCCTTTACCTCCGGGTCCAAGAGGTTTACCGATCGTGGGTAATTTGCCTTTTCTACATCCAGAACTACATACTTATT
TCCACTCATTGGCGCAAAAGCACGGCCCTGTTTTTAAACTATGGTTAGGAGCTAAATTAACTATTGTTATCACATCCTCGGAAGCGACTAGAGATATTCTGC
GTACAAACGATGTTATTTTTGCCAACGATGATGTGCCTGTTGCAGGATCATTATCTACATATGGTGGCGTAGATATAGTATGGTCACCCTACGGTCCAGAGT
GGCCAATGTTGCGTAAAATTTGTATTAACAAGATGCTGTCTAATGCCACTCTTGATTCTAATTCTTTTAGTGCCCTGAGGCGTCAAGAAACTAGAAGGACGG
TTAGATATTTAGCTGATAGAGCTAGAGCAGGGTTAGCTGTCAATGTAGGCGAACAGATATTTGTAACCATTCTTAATGTGGTGACGCAAATGTTGTGGGGT
GAGACAGTCGCTGATGATGAGGAAAGAGAGAAAGTTGGCGCAGAATTCTTGGAATTAATCACCGAAATTATAGACGTAGTTGGTAAACCAAATGTCTCGG
ACTTCTTCCCTGTCCTTAGCAGATTCGATCTTCAAGGTTTGGCTAAACGTGTAAGAAGGTCTGCACAACGTATGGACAGAATGTTTGATAGAATCATAAGCC
AGAGGATGGGAATGGACAAGGGCTCTAAAGGTAATGGGGGTGACTTTTTGATGGTTCTATTAAATGCTAAAGACGAAGATGAGAACATGAGCATGAACC
ATGTCAAAGCCTTGCTGATGGACATGGTACTAGGAGGAACAGACACCTCTTTGAATACTATTGAATTCGCTATGGCCGAACTAATCAACAAGTTAGAGATT
ATGAAAAGAGCTCAGCAAGAGCTTGACAAGGTCGTTGGTAAGAACAACATCGTGGAAGAGAAGCACATAACCAAGCTTCCTTACATATTGTCAATAATGA
AAGAAACGTTAAGGTTGCATCCAGCATTGCCATTGTTGATCCCAAGATGCCCAAGTGAAACCACTGTTATTGGTGGATACACTATTCCAAATGACAGTAAG
GTCTTTATCAATGTTTGGGCAATTCACCGTAACCCCAACGTTTGGGAAAATCCCTTAGAATTTAATCCGGATAGATTTCTTGATAAGGGCTATGACTTTAGTG
GTAATGATTATTCCTACTTTCCTTTTGGATCAGGTAGGAGAATCTGTGCTGGTATGGCGATGGCAGAAAAAGTCGTGTTATACAATCTGGCTACTTTGTTGC
ATTCATTCGATTGGAGAATTGGTGAAGGGGAAAAAGTGGAACTTGAGGAAAAGTTCGGGATTTTGCTAAAATTGAAGAATCCTTTAGTCGCAACACCAGT
TTTAAGACTGTCCGATCCAAATCTATTCTTATAA
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Séquence nucléotidique codant pour CYP71A13.

ATGTCTAATATTCAAGAGATGGAGATGATCCTTTCAATCAGTTTATGCCTTACTACCTTAATTACATTGCTGTTACTGAGAAGATTTTTGAAAAGAACCGCTA
CAAAGGTTAATTTACCACCATCGCCATGGAGGTTACCGGTGATAGGTAACCTACATCAATTGTCTCTTCATCCTCATAGATCGTTGAGATCCTTGAGTTTGA
GATATGGTCCTCTTATGCTACTGCACTTTGGTAGGGTTCCGATCCTAGTAGTTTCATCTGGTGAAGCAGCTCAAGAGGTTTTAAAGACTCACGATCACAAAT
TTGCGAATAGGCCTAGATCTAAAGCAGTTCACGGGTTAATGAATGGCGGCAGAGACGTGGTATTTGCTCCCTACGGCGAGTACTGGCGTCAAATGAAATC
AGTCTGTATCCTTAACTTACTTACTAATAAGATGGTTGAGTCGTTCGAAAAGGTTAGAGAGGATGAGGTTAATGCCATGATCGAAAAATTAGAAAAGGCAT
CGTCCTCAAGTTCCTCAGAGAATTTAAGTGAACTATTTATTACATTACCATCTGACGTAACATCTAGAGTGGCCTTGGGTAGGAAACATTCCGAAGATGAGA
CTGCACGTGATTTGAAAAAGAGAGTTAGGCAAATTATGGAACTTCTAGGAGAATTTCCAATAGGTGAGTACGTGCCAATACTGGCTTGGATTGATGGTATT
CGTGGCTTTAATAACAAGATAAAGGAGGTAAGTAGGGGATTCAGCGATCTAATGGATAAAGTGGTTCAGGAACATTTGGAAGCTTCTAATGACAAAGCCG
ACTTCGTTGACATTTTGTTGTCTATAGAAAAAGACAAAAACTCAGGCTTCCAGGTTCAACGTAATGACATTAAATTCATGATCTTGGATATGTTCATTGGAG
GTACTTCTACTACGTCTACACTGTTGGAATGGACAATGACCGAATTGATTAGGAGTCCGAAGTCAATGAAAAAGCTGCAGGATGAAATAAGATCAACTATA
AGGCCCCACGGTAGCTATATAAAGGAAAAGGAAGTCGAAAACATGAAATATTTGAAGGCTGTCATCAAAGAAGTACTTAGATTGCATCCCAGCTTACCTAT
GATTTTGCCCAGATTACTTTCAGAAGACGTTAAAGTTAAAGGTTATAACATTGCAGCAGGAACCGAAGTAATTATTAACGCGTGGGCTATACAAAGAGATA
CGGCTATATGGGGGCCTGATGCCGAAGAATTCAAACCTGAAAGGCATTTGGATTCCGGTTTAGATTATCATGGTAAGAATCTAAATTACATCCCATTTGGG
TCTGGTCGTAGAATCTGTCCAGGAATTAACTTAGCCTTAGGACTAGCTGAAGTCACTGTGGCCAATTTAGTCGGTAGATTTGATTGGAGAGTAGAAGCTGG
TCCAAACGGAGATCAACCAGACCTAACGGAAGCAATTGGCATTGATGTCTGTCGTAAATTTCCTCTGATCGCATTTCCTAGCTCCGTGGTCTAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71A14.

ATGGAAATGATTATCATAAGCTTGTGCCTAGCTACTATTCTTGCCCTATTGCTGTTGAAACAGTTTCTGAATAGAACATACACTGCTAAAGTTAATTTACCAC
CTAGCCCATGGAGAGTACCAGTTATTGGTAATCTGCACCAATTATCTCTGCACCCTCATAGGAGTTTGAGATCTTTGAGTCACAGATATGGACCTTTAATGTT
ACTACATTTTGGAAGAGTTCCTGTTCTAGTCGTTTCGTCCTCTGATGTAGCCCATGATTTAATGAAGACGCATGATTTGAAAGTCGCTAACAGACCGCAATT
GAAAGTTGTAGAAAAAATATTCAACGGTGGCCGTGAAATGGTTTTTTCTCCCTATGGGGAATACTGGCGTCAAATTAAATCGGTGTGTATTGTTAACCTATT
GAACAAGAAGAAGGTCCAGAGTTTCGAAAAAGTCAGGGAAGAAGAGATATCAGAGATGATGGAACGTGTTGAAAAAGCTTCATCTGACTCATCGCCGTT
GAATCTTTCCGAGTTACTTCTGACATTGACCTCAGATGTGACAAGCAGGGTTTCCTTAGGCAGGAAATATAGCAAAGAGGAGAGTATGTCAGATTTTAAGA
TTCAAATGAGGAAAATTACTGAATTAGTAGGCGGATTTCCAGTTGGTGAATACATTCCCTGTTTAGCATGGATTGATAAATTGAGAGGTGTGGATGAAAAA
GCGGAGGAAGTTTCAAAAGCGTTTGGCGATTTGATGGAAAAGGTGCTACAAGAACATCTTGATGCAACTGATAAACCGACTTTAGATTTTGTGGATGTTTT
ATTGTCTCTGGAACGTCACGAAAGAAATGGGGTCCAAATCAGGAGATCCGACATTAAGTTCCTTATATTAGACATGTTTCTTGCCGGTACTGAAACGACAT
ACGCACTACTGGAATGGATCATGACCGAATTGATAAGACATCCAGAATGCATGAAGAAACTTCAGGACGAAATACGTGCCAAGGCCACAAAATTGATATT
GTACATCTCTGAAGAAGACGTTGAGGATATGAAATATTTAAAAGCAGTTGTGAAGGAAGTGCTAAGACTACACCCACCTTTACCACTGCTTGTCCCAAGAG
AGTTATCTGAAGATATTAAGTTAAAGGGATATGACATCGCCGCTGGTACCCAAGTAATCATTAACGCTTGGGCAATTCAAAGAGATACTATGACCTGGGGA
ATAGATGCAGAAGAATTTAGACCTGAGAGACATTTAGATTCCTTAGTAGACTTTAGGGGTACGAATTTCGAGTTCATCCCCTTTGGTTCTGGTAGGAGAATT
TGTCCCGGCATTGGGTTTGCTATGGCTTTGGTAGAGGTTACATTGGCTAATTTGGTCAATAGATTCAACTGGAGAATGGAGGTGCAGCATTCAGGTGATGA
ATATGACTTGGCTGAAAGTACTGGTCTAGACGTCTGTCGTAAGTTCCCATTAATCGTATTCCCTTCTCCAGCATAA
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Séquence nucléotidique codant pour CYP71A1S5.

ATGGAAATTATCATCATTTCGTTATGCTTGGCAACTATTCTGGCATTTTTACTGTTGAAGCCATTGCTTAACAGGACTGTTGCAAAGGATAATTTGCCTCCGT
CACCTTGGAGAGTTCCCGTTATTGGTAACCTTCATCAATTATCTTTGCACCCACACAGGTCTTTGAGATCTTTATCACATAGATATGGTCCCTTAATGTTACTT
CATTTCGGTAGAGTGCCTATATTAGTTGTGTCATCTTCTGATGTGGCCCATGATTTAATGAAAACACATGACTTAAAAGTGGCCAACAGGCCGAGATTGAAA
GTTATAGAAACAATTTTGAACGGAGGTAGGGAAGTAGTTTTTTCCCCCTACGGAGATTACTGGAGACAAATCAAAACCGTGTGTGTAGTTCACCTGTTAAA
TAAGAAAATGGTGCAGTCATTTGCTAAGGTGAGAGAAGAAGAAAGATCAGTTATGATGGAGAAAGTCGAGAAGGCTTCCTCTGACAGCTCTCCATTGAAT
TTGAGTAAATTGTTGATAACCTTAACGAGCGATGTAGCTAGCCGTGTATCATTTGGGAAGAAACATTCCAATGAGGCCTCGATGTCCGATTTTAAAAACCA
AGTCAGGAAAATTACTGAATTAGTAGGAGGTTTTCCAGTTAGTGAATACATTCCATGCTTAGCCTGGATTGATCAGATTCGTGGGCTGTATAACCGTGCTG
AGGAAGTATCCAAAATATTCGGCGATCTAATGGACAAGGTTGTTCAAGAGCACCTAGATGCCACAAACAAGCCTACAAAAGATTTCGTTGATATCCTGTTG
AGTTTTGAAAGGCAGTCTAAAGATGGTATAGAAGTTAGGAGGTCAGATATCAAGTTCATAATCCTAGATATCTTTCTAGGGGGCACGACAACTACTAATAG
TCTGCTAGAATGGACTATGACCGAACTTATCAGACATCCAGAGTGTATGAAGAAGTTGCAAGATGAAATTAGAGGCGATGCTACCAACCTGACAATTTATA
GGTCTCACGAAGAAGTAGAGGACATGAAGTACCTAAAAGCCGTCATTAAAGAGGGTTTAAGACTTCATCCACCTTTCCCTTTACTAGTCTTGAGACTTTTGA
CTCAAGACGTTAAATTGAAGGGATATGACATAGCTGCAGGTACGCAAGTCATAACTAATGCATGGGCTATACAACGTGACATTGTTACCTGGGGCATTGAT
GCTGAAGAATTTAGACCAGAAAGACATCTAGACAGCCCGTTAGATTTTCGTGGTACAAATTTCGAATATATACCCTTCGGTAGTGGAAGACGTATTTGTCCA
GGTATTGGTTTCGCAATGGCATTGGTCGAGGTCACTCTTGCGAATTTAGTCAATAGATTTAATTGGAGAATGGATGCTAGATTATCGGGCGACGAATATGA
CCTGGCGGAAGCAACAGGAATTGATGTTTGTAGAAAATTTCCACTTATCGTATTCCCTTCTAATGCTTAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71A16.

ATGGAGATGATGATCTTGATTTCACTTTGCCTTACCACTTTCTTGACTATTTTGCTATTTTTCAAGTCTCTACTAAAAAGACCAAATTCAAACTTACCGCCATCT
CCTTGGAGGCTACCAGTTATTGGGAACTTGCATCAATTAAGTTTACACCCACATCGTGCTTTGAGTTCCTTATCTGCAAGGCATGGACCGTTAATGTTGCTG
AGATTTGGTAGGGTGCCAGTTTTAATCGTAAGTTCTGCAGATGTCGCTCACGATGTAATGAAGACACATGATCTGAAGTTTGCCAATAGACCAATAACGAA
GTCCGCCCATAAGATTTCCAATGGTGGACGTGACCTAGTATTTGCTCCTTACGGCGAGTATTGGAGAAACGTCAAATCCTTATGCACAATTCATCTGTTATC
AAACAAAATGGTGCAAAGCTCTGAGAAGCGTAGGGAAGAAGAAATAACGTTGTTGATGGAAACTTTAGAAGAGGCAAGCCTTTCGAGTAGTAGTGTAAA
CCTGAGTAAACTTATTACTAACATGGTTTCAGACATTATGGGTAAAGTCGTTCTGGGTAAGAAATATTCGGGAGAAGAGGGTACGATTGATGTCAAAACTA
TAACTAAATCTTTTCTTGATGCCGTTGGTTTAAGCCCTGTTGGCGAATACATTCCATCACTTGCCTGGATTGGCAAAATTACTGGAAGCGATGGAAAGTTGG
AAAAAATCACAAAGCAATTTGGGGATTTCATTGAAAAGGTATTGCAGGAGCACGAAGATACAACAGCTGACAAAGAAACACCCGATTTTGTTGATATGTT
GCTTACCATCCAGAGAGACGAAACTGCGCAATGTCAACTAGACAAGTCTGACCTGAAAGTGATAATCTTCGAAATGTTTTTAGGAAGCACCACAACGACCT
CTGCAGTAATAGAATGGGCTATGACCAGATTGATGAGGAATCCCGAATGTTTAAAGAAATTACAGGATGAAATCAGGTCTGTGTCGAAGATGAATTCTTAC
GTTTCCGGCAAAGAGGTAGAGAATATGAATTACTTAAAAGCAGTTATCAAAGAGGTTCTAAGACTACACCCTCCATTGCCCTTGTTGGTCCCAAGATTACTT
TCTGAAGACGTCAAGTTGAAGGGTTATGATATAACAGCCGGTACTCAAGTCATTATAAATGCTTGGGCTATTCAACGTGATACAGCCACTTGGGGGTCAGA
TGCTCAAGAATTTAGGCCTGAAAGACATTTCGATTCCACCTGGGATTTTGTGGGTAGAAATTTCAAATATATACCGTTTGGCGCGGGTAGAAGATTGTGTCC
TGGTATTGGCCTAGGTTCAGTTATGGCATCCGTTACTTTAGCTAACTTAGTTAAAAGATTCGACTGGAGAGTTGAAGATGGTCCTTCAGGATATGATAAACC
CGACTTGGTCGAAGGTGCAGGTATCGACGTGTGTCGTAAATTTCCATTAGTGGTATTCCCTTCATCGGCTTAA
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Séquence nucléotidique codant pour CYP71A18.

ATGGAAATGACCCTGATGGTTTCTCTTTGTTTGACTACACTGTTAACTCTTCTTTTATTGAAGAAGTTTTTGAAACGTACAGCTAAGAAGGTTAATTTACCAC
CGTCACCATGGAGAATTCCAGTGATAGGGAACCTACATCAATTGAGTTTGCATCCCCATAGAAGTTTGCACAGCTTATCACTAAGGTATGGACCCCTTATGC
TTCTACACTTTGGCAGGGTGCCAATTTTGGTTGTCTCTTCAAGTGAAGCAGCCCATGAAATTTTGAAGACGCATGACTTGAAATTCGCTAACAGACCTAAAT
CGAAGGCTGTGCATGGTCTGATGAATGGAGGTAGAGATGTCGTATTTGGTCCTTACGGTGAATATTGGAGGCAAATGAAGTCCGTTTGTATCTTGAACTTA
CTAACGAATAAGATGGTCGCTAGCTTTGAAAAGGTTAGAGAGGAGGAAGTGAATGCAATGATGGAGAAACTGGAGAAAGCTTCTTGTTCAAGCTCCGCC
GAAAATCTATCCGAACTTTTTGTTACATTGACTTCTGACGTAACTAGCAGAGTTTCATTAGGCAAAAAATATTGGGAAGACGAGACAGCTGGTGGTCTGAA
AAAGCGTGTCAGGCAGATTATGGAACTTTTACGTGAATTTCCCATAGGAGACTACGTACCAGCTTTGGCCTGGATAGACAGGATTAATGGCTTTAACTCTA
AGATCGTGGAAGTTTCGCGTGCCTACTCAGATTTAATGGAAAAGGTGGTACAGGAACACTTAGAAGCAGGAGAACATAAAGCCGACTTCGTTAACATTCT
GCTGAGTATCGAGAAGGAGAAAAACAATGGGTTCAAAGTACAAAGAAATGACATTAAATTCATGATCCTTGACATGTTTATCGGAGGTATTAGTACTTCCT
CTACCTTGCTAGAATGGATAATGACCGAGTTAATCAGGAATCCAGAGTGCATGAAAAAGTTGCAAAACGAAATAAGATCGACTATTAGACCACACGGGTC
ATATATCAAAGAAAAAGAAGTCGAAAACATGAGATACCTAAAAGCAGTTATTAAAGAGGTTTTTAGGGTCCACCCACCTTTACCGTTGATCTTACCGAGAC
TATTAACCGAAGATGTTAAAGTTAAAGGATATGATATTGCAGCTGGAACTGAAGTACTTATTAATGCTTGGTCTATACATAGAGATCCTGCCATATGGGGC
CCTGATGCAGAGGAATTTAAACCTGAAAGACATTTAGATAGTACACTGGATTACCATGGTCAAGATTTGAAATATATTCCATTCGGTTCCGGCAGACGTATA
TGTCCAGGTATTAATCTAGCGATGGGTTTAGTTGAAGTAACATTGGCGAATTTAGTCGGTAGGTTTGATTGGTCTGTGGATCCCGGCCCTAATGGTGATCA
ACCAGATTTAGCAGAAGATTTCGGTTTAGATGTCTGCAGAAAGAACCCTTTGATTGCTTTCCCATCCTCTGTAGCATAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71A19.

ATGGAGATAATTCTAGTTACTTTGTGCTTGACGACCTTGCTTGCATTACTTTTATTGAAGTCCATACTTAAAAGGACAACCACCAATAATCTGAATCTGCCTC
CGAGTCCATGGAGATTACCCGTAATTGGTAACCTGCATCAATTGTCTTTGAACACGCATCGTTCTTTGAGGAGCTTGAGTCTAAGATATGGGCCATTAATGT
TATTGCATTTTGGTAGAACGCCTGTGTTAATAGTCTCTTCAGCTGACGTCGCTCACGACATTTTGAAGACATATGACGTTATCTGTGCCAACAGGCCTAAAA
CAAAAGTTATAGATAAAATTCTTAGAGGTGGTAGAGATGTTGCTTTTGCTCCCTACGGCGAATACTGGAAGCAGATGAAAAGTATCTGCATCCAGAACTTG
TTGTCAAATAAGATGGTGAGATCTTACAAGAAGATCAGGGAAGATGAGATCAAGTTAATGATTGAGAAAGTTGAAAATGCTTCTTCTTGTTCGCCACCATC
TCCTGTTAATCTTTCTCAGCTATTTATGACTCTGACTAACGACATAATTTGTCGTGCCGCTTTAGGAAGGAAGTACTCCTCAAAAGAAGACGGAATCGATGT
CGAAAACATTGTGAGGGCCTTTTCAGCATTAGTAGGAGAATTTCCCATTGGGGAATATATACCTTCCCTTTCCTGGATTGACAAGATAAGGGGCCAGGATC
ACAAAATGGAAGAAGTCGATAAAAGATTCGATGAATTCCTAGAAAGAGTTGTAAAAGAGCATGAAGATGCAAATAAGGACACCCGTAGTGACTTGGTAG
ATACTCTTCTAACAATCCAAAGCGACAAGAGCGCACTGAAATTGATTATATGGGATATGTTTCTTGCTGGGACTGCAACGTCCCTATCATTTTTAGAGTGGG
CGATGACTGAACTGATGAGAAACCCAAAGGTCATGAAGAAATTGCAAGAAGAGATTAGATCGTCTAGTCGTCAAGGCCTATTTGTAACTGAAAAAGAAGC
CGAGAAAATGGATTATTTACAAGCTGTGATAAAGGAAGCACTGAGATTAAGACCTCCAGCGCCTTTAATGGTTCCCAGAGTATTCTCAGAAGATGTAACTT
TGAAAGGCTATAATATACCAGCCGGTACCCAGGTTATTATTAATGCTTGGGCTATACAAAGAGATACAACAACCTGGGGTATCGATGCAGAAGAGTTCCGT
CCGGAAAGACACTTGGATAGTATTTTAGATTTCCAAGGTCAAGACTTCAAATTCATTCCATTTGGTTCCGGTAAAAGGATTTGTCCAGGAATTGGTTTCACA
AGCGCGTTAATTGGTGTGACTCTAGCAAATATCGTTAAAAGGTTTAATTGGCGTATGGATGTTGAACCGCAAAGAGTCCAACATGATTTAACTGAGGCTAC
AGGATTGGTCGTTTTTAGAAAATTTCCACTAATTGCTATCCCTTCATCGGCCTAA
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Séquence nucléotidique codant pour CYP71A20.

ATGGAAATGATTCTTATTACGTTGTGTTTAACCACACTGCTTGCCCTATTACTAAAGTCAATACTGAAAAGGACTGCAACCAAAAATTTTAACTTACCTCCAA
GCCCTTGGAGGCTTCCAGTCATTGGTAATCTACACCAATTGTCTTTACATACACATAGGTCATTAAGGTCCCTGTCTCTACGTTACGGTCCACTAATGTTGTT
ACATTTTGGTAGAACACCAGTGTTAATTGTGAGTAGCGCTGATGTTGCACATGATGTTATGAAGACCCACGATCTGGTATGTGCCAATAGGCCCAAAACTA
AAGTAGTCGATAAAATATTATCTGGTGGCAGAGACGTCGCTTTCGCCCCTTATGGCGAGTACTGGAGACAGATGAAAAGTATCTGTATCCAGAATTTATTG
AACAACAAGATGGTCAGAAGTTACGAGAAGATCCGTGAAGAAGAAATCAAGAGAATGATTGAAAAACTGGAAAAAGCTTCATGCTCTTCATCCCCCTCTC
CAGTCAACTTGTCCCAGATTCTAATGACATTAACCAATGATATAATATGCAGAGTTGCACTAGGTAGAAAGTACTCGGGAAAGAAGGATGGAATCGACGTT
GAGAATATTGTTAGAACCTTTGCAGCATTGTTGGGAGAATTTCCAGTGGGTGAATATATCCCAAGTTTGTCTTGGATTGATCGTATTCGTGGGCTTGACCAT
AAGATGGAGGTAGTAGACAAAAGATTTGATGAATTTCTTGAAAGAGTCGTAAAAGAACATGAAGAAGCCGACAAGGAGACACGTTCTGACTTGGTTGATA
AATTGCTAACGATCCAATCGGACAAAACTGGCCAATTTGAATTGGAAAAAAGCGCGTTGAAACTGATTATTTGGGATATGTTTTTAGCTGGCACAGCAACT
ACTCTATCCTTTCTAGAGTGGGCTATGACGGAATTAATGAGGAACCCAAAAGTAATGAAAAAGTTGCAAGAAGAGATTAGATCCTCAAGCCCCCAAGATTT
ATTCGTAACAGAAAAAGAGGCGGAAAAGATGAATTATCTGCAAGCTGTTATAAAGGAAGCTTTAAGATTAAGACCACCTGCTCCACTTTTGGTGCCTAGAG
TTTTAAGTGAGGATGTGAAACTTAAAGGCTATAATATCCCCGCTGGTACTCAGGTTATAGTCAACGCATGGGCTATTCAGAGAGATACTACGACCTGGGGT
ACAGATGCTGAAGAATTTAAACCTGAAAGACACTTAGATACAAACCTTGACTTCCAAGGTCAAGATTTCAAGTTCATTCCGTTTGGATCAGGGAAGAGGAT
ATGTCCGGGTATAGGGTTCACTTCGGCATTGATTGGAGTTACTTTGGCCAATATAGTTAAACGTTTCAATTGGAGGATGGATGTTGAGCCTCAAAGAGTGC
AACACGACTTAACTGAAGCCACTGGTTTGGTTGTTTTCAGGAAGTTTCCTTTGATTGCTATCCCGTCTTCAGCGTAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71A27.

ATGGAAATGATTGTCATTAGTTTGTGCTTGACTACGCTGTTAGCGTTTCTTTTTTTGAAGAGCTTTCATAAAAAGAATACAACTACGAAACTTAATCCTCCAC
CTTCTCCTTGGAGATTACCAGTTATTGGGAATTTGCACCAACTTAGCCTGCATCCACATAGATCCTTTTATTCATTATCTTTAAGATACGGTCCGTTAATGTTA
TTTCATTTCGGGAGAGTCCCAACTTTAGTCGTTTCTAGTGCTGATGCCGCACTAGAGGTACTGAAAACCAATGACATCAAATTCTCAAACAGACCGAAGACT
AAGATGGTAGATAAGTTACTTAATGGAGGTAGAGATCTTGCATTCGCCCCTTATGGAGAATACTGGAGACAAGTCAAGTCACTATGCGCATTGCACTTGCT
TAGTAAAAAGACGATCCAGTCATTTGAATGTGTTAGGAAACAAGAAATAAACGTGATGATGGATACTTTAGAAAAGGCTTCGTCTTCCTCCTCGTCCAGCA
CCGTGAATTTGTCACAACTATTGACCACACTTACTAACGACGTTATAACTACAGCGGTTTTGGGTAGAAAATATTCTTCTGAAGAAGGCGGAAACAATTCAA
ACAACCTAGTTAGGAGATTTAACGAATTGTTAGGAGCATTTCCGTTGGGCGAGTTTATACCAGTATTAGCCTGGATTGACAGGATTAGAGGGTTAGACAAA
AAGGTTGAAAAAGTCAATGACGAAATAGATGTGTTTTTAGAAAAAGTTGTTCAGGAACATGAAGATCATTCGGATGAAGAGATGTCCGCCTTTGTTGACAT
CCTATTAAGTACCCAGAAGGATAAAACTACACAATTCGAGTTAGATCGTAAAGGCTTGAAAATCTTGTTGGTGGAATTGCTATTCGCCGGTGCTGCTACTAC
TTTTACCTTAATGGAATGGACAATGACTGAATTATTGAGGCACCCCGAGTGTATGAAGAAACTGAGAGATGAAATCAGATCTGTTTCAACACACGACCTAT
ATGTGACAGAGAAAGAGGTGAAAGAAATGAACTATTTGAATATGGTCATTAAGGAGGTACTAAGATTACATCCAAGCGGACCACTGATACCTAGGGAACT
ACGTGAAGATGTGAAGGTTAATGGTTACGACATTGCTGCAGGTACCAGGGTTTTAATTAATATTTATGCTATACAAAGAGATACCGCTACGTGGGGTGCGG
ATGCTGGCGAATTTAAACCCGAAAGACATTTGAACTCACTTCTAGATTTTGAAGGACAAAATTTCAAGTACTTACCATTCGGTAGTGGCAGACGTCGTTGTC
CCGGTGATGGTCTTGCAATGGCACTAGTAGAGGTAGCTTTGGCTAATCTTGTAAAGAGGTTCGACTTGCGTTTCAAACTGGGTCCTATCGGTGATGATAAA
CCTGACCTGGCTGAGGCAACAGGTCTTGATGTTTGTAGGAAATTCCCACTGATTGTCTCTCCATTTTCTGCCCTGTCCAGTACATAA

233



Annexes

Séquence nucléotidique codant pour CYP71D14.

ATGGAAATCCAATTGTCTTCTCTGGTGCCTTTTCTTTTATTCTTGAGTAGTATCTTCCTTTTGTTAAGAAAATGGAAGACTCAAGAACTTAATTTACCTCCAGG
TCCATGGAAATTACCTTTCATTGGATCATTACATCATCTAGTCTTTGCAGGCCCACTTCCTCATCATGGCTTGACCAACTTAGCTAAGAGATACGGTCCTTTG
ATGTTATTGCAATTGGGCGAACAGCCTACCGTTTTCATTTCATCACCACAGATGGCAAAAGAAGTCCTAAAGACGCACGATTTAGCATTTGCAACCCGTCCA
AAACTGACTTTTGCAGAAATTATTAAGTATGGCTCTACTGACATTGCGTTCTCCCCATACGGTGAATATTGGAGGCAAATTCGTAAAATTTGCGTAATGGAA
CTACTGTCCGCTAAGATGGTTAATAGCTTCAGTAGCATAAGAGAAGATGAACTTTCTAACATGATTTCCTGGATTAGACTTAGGCCGAACATTCCCGTGAAT
TTGACTGAAAAGGTGAAGTGGTTCACGTCTTCCGTAGTTTGTAGATCGGCTCTGGGAAAGATATGCAAGGATCAGAACAAGTTAATCATCCTAATGAGGG
AGATTCTGTCCTTAGCTATCTCGGTTAATTTCGCTGATTTCTTTCCAAGATGGAAGTTCTTACACGATTTGGGTGGTAGCAAAACAAGGCTATTAAAAGAAC
ATCATAAGATAGATGAGATACTACAAGACATAGTGAATGAGCACAAGCAGAACAGGGTAAATGGTAAAATGGGTAATGGTGAATTTGGTGGTGAGGACT
TGATAGATGTCTTGTTAAGAGTACGTGAAAGTGGGCAACATCAATTGCCGATAACTGACGATAACATAAAAGCCGTTATTGTTGATATGTTTAGTGCTGGT
ACCGAAACATCTTCTACCACTATCATCTGGGCTTTGGCCGAAATGATGAAGAAACCATCTGTGCTGGCCAAAGCACAAGCAGAAGTTAGACAAGCCATGAA
AGGTAAAAAGGGGTTTCAGTTGATCGATCTGGATGAATTGAAATACTTAAAACTAGTTATTAAAGAAACACTTCGTATGCACCCACCCATTCCACTTTTGAT
CCCCAGAGAGTGTATGGAGGAGACTAAAATTAACGGGTTTAATATACCGTTAAAAACAAGAGTTATTGTCAATATTTGGGCCATTGGTAGAAATCCAGAGT
CATGGGAAGATCCTGAATCATTTATGCCCGAACGTTTTGAGAACAACCCAATAGACTTTACTGGTAATCATCATCAATTTATCCCCTTTGGCGCTGGAAGAA
GGATGTGTCCGGGAATGCTTTTTGGCTTAACAAATGTTGCTCAATTACTAGCGCAATTGCTACACCATTTCGATTGGAAACTACCTAATGGACAATCACCTC
AGGATTTAGACATGACAGAATCACCTGGAGTTAGCGCTACGAGGAAAGACGATTTGGTCTTTGTAGCCACACCATATGACTCGTAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71D48vl1.

ATGGAAATACAGTTCAGTAATCTAGTGGCTTTCTTGTTGTTCTTAAGTTCCATTTTTCTTGTTTTCAAGAAGTGGAAAACTAGAAAACTTAACTTACCGCCGG
GACCATGGAAGTTGCCGTTTATTGGGTCCTTACATCATCTAGCGGTCGCAGGCCCATTGCCTCACCACGGTCTGAAGAATTTAGCTAAAAGATATGGTCCTT
TAATGCACCTACAACTTGGTCAAATTCCAACATTAGTTATTAGTAGTCCCCAAATGGCGAAGGAAGTCTTAAAAACTCACGATCTAGCTTTTGCTACAAGAC
CTAAGTTAGTTGTTGCTGATATTATTCATTATGATTCGACCGATATTGCATTTTCTCCTTACGGCGAATATTGGAGACAGATTAGAAAAATTTGTATTTTAGA
ACTGCTGTCCGCTAAAATGGTTAAGTTTTTTTCTTCTATTAGACAAGATGAATTGTCAAAAATGGTCTCCTCAATACGTACAACTCCAAATCTTCCAGTTAATC
TAACCGACAAGATTTTCTGGTTCACTTCATCAGTCATTTGCCGTTCCGCTTTGGGTAAAATATGTGGTGACCAAGATAAACTGATAATTTTCATGAGGGAGA
TTATTTCTCTGGCTGGTGGTTTCTCTATAGCAGACTTCTTTCCGACTTGGAAAATGATTCATGATATAGATGGTAGCAAGTCGAAATTGGTAAAAGCACATA
GGAAAATTGACGAGATTTTAGAGAACGTTGTGAATGAGCATAAACAAAACAGGGCCGATGGTAAAAAAGGAAATGGTGAGTTTGGTGGAGAAGATTTGA
TTGATGTTTTGTTAAGGGTTAGAGAGTCCGGTGAAGTCCAAATACCAATCACGGACGATAACATAAAAAGTATACTTATCGATATGTTTTCTGCTGGATCAG
AAACTTCGAGTACAACCATAATATGGGCTTTAGCAGAAATGATGAAAAAACCATCAGTTTTAGCCAAGGCACAGGCCGAAGTGAGGCAAGCCCTAAAGGG
TAAGAAAATCTCTTTTCAAGAAATCGATATCGACAAGTTAAAATACTTAAAGCTGGTAATAAAAGAGACATTGAGAATGCATCCTCCAATCCCCTTGTTGGT
ACCAAGAGAATGCATGGAAGATACAAAGATCGATGGCTACAACATCCCTTTTAAGACTCGTGTAATTGTGAATGCATGGGCGATCGGTCGTGATCCTCAAA
GCTGGGACGACCCTGAAAGCTTTACGCCAGAAAGATTTGAAAATAATTCAATCGATTTCCTTGGAAACCACCATCAGTTTATCCCATTTGGAGCAGGGAGG
AGGATTTGTCCCGGCATGTTGTTCGGCTTAGCTAATGTGGGGCAACCCTTGGCCCAGCTACTTTATCATTTTGACTGGAAACTACCAAATGGACAATCTCAT
GAAAACTTTGATATGACGGAATCACCTGGCATCTCTGCTACTAGAAAGGACGATTTGGTATTGATAGCCACCCCATACGACAGCTATTAA
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Séquence nucléotidique codant pour CYP71D98.

ATGGAGCTGCCTTCACCTTTCGCCGTTGCCAGTTCATTGCTAGTAATTACATTCTTACTTTTTCACATAGTCAAAAAGTCAAAGCAACAATCTAAATCCAATTT
ACCACCAGGACTTTGGAAATTGCCCGTATTTGGCAACCTATTTCAAGTGGCTGGTAAAATTCCACATAGGGGGTTGAGGAAACTAGCGGATAAATTTGGCC
CGCTAATGCACCTACAATTGGGTGAGATTTCAGCCATAGTTATATCTGATCCAAGAGTAGCCAAAGAAGTATTGCGTACACATGATTTGGCGTTTGCAGATC
GTCCAGTCGTTTTGTTGGGAAATATTATATTGGCTAACTGTAGAGACATTGTTCTTGCTTTATACGGTGATTATTGGAGGCAAATGAGGAAAATATGCACAT
TAGAATTACTAAGCGCTAACAAGGTTCGTTCTTTCCGTTCGATTAGAGAAGATGAAACGTGGAAGCTGATTCAGTCTATTAAGCTTTCCAGCGGCTCATCCT
TAGTAGATGTGAGTCATAAAGTTTCGGCTTTAGCTAACGCGGTTACGTGTAGAGCAACAATAGGACAAGCATGTAAATACCAAGACGAGCTGATAGAATT
AGTGGAAGAAATTGCATACTTAGGATCTGGATTTTTCTTAGCCGACTTGTTTCCAAGTATATTTTTCTTACCTACTTTAAGCGGTATGAAACCGGCCTTAAAG
AAGATAAGAAAGAAGTTAGACGTTATCTTCGATAATATCATTAAAGAGCATAATGACAAATTGAGTAGAAGAAAAAAAGGTTCGGAAATCGACGCAGAAG
AGGAAGATTTGGTGGATGTTTTACTGAGGATTAATGATAGTCAAAGATTAGAATTCCCTATCTCTAGTGGGGATATCCAGGGTTTGGTTTTAGATATGTTAA
CAGCAGGTACTGACACCTCGTCAGCAGTTTTAGAATGGGCCATGTCTGAATTAATGAGGAACCCGAAAGTGATGAAAAAAGTGCAGTCAGAAGTGCGTGA
AGTTGTCAAAGGAAAAGAAAAAATTGAGGAAGCTGATATTCAAAACATGAGCTATCTTAAGCTAGTAGTTAAGGAAACTTTGAGATTGCATGCTCCAGTCC
CTCTGCTACTTCCTAGAGAATGTAGAAAGGAATGTGAGATTAATGGTTATACTATTCCCGTAGGCACCAAGGTTATGGTTAATGTCTGGGCAATCGCACGT
GATCCTGAGTGCTGGGACGATGCGGAGTCTTTTATTCCCGAGAGATTCGAAAATTCTTCTGTCGACTATATCGGTGCAAACTTTGAATTTTTGCCCTTTGGT
GCTGGTAGAAGAATGTGCGCTGGCATCTCTTTTGGTATCGCTACTGTCGAATTGCCATTGGCCCAGCTTCTGCACTCATTCGACTGGAAGCTACCAAACGAG
ATGAAGCCAGAAGATTTGGATATGGATGAAACAAATGCTGCTACTTGTAAAAGAAAGAATAATCTGATGCTTATTGCTACCGATTGCTCCCATACTATAGA
ATCCGTAACCGAAGTCTCCTAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71D177.

ATGGAAAATAGACTTGTTGTGGCAGCCTTGTTACTTGTACCAACTGTTATTTTTGTCTTAATCAATGCACTTAAGAACAGTAAGAAATATAAGAATTTGCCTC
CGTGTCCCCCGAGCTTGCCAGTCATAGGACACTTACACCATCTGGGGACTGAGCTACCTCATAGAGCCTTGCAGAAAATGGCGAAAAAGTATGGACCTTTG
ATGCATTTAAGATTGGGCAATGTCCTGGCAATAGTTGTATCCTCTAGAGAAGGTGCTAAAGAATTGTTGAAAAACAAAGACCCTTTGTGTGCCGACAGACC
AGAATCTATCGGCTCACAAATCATGTGGTATGATTATAGAGACATCATATTCTCACCATATAATGATTATTGGAGGCAAATGAGGAAAATTTGTATGATCGA
ACTTTTATCTACTAAAAATGTAAGAAGCTTTTCATCAATTAGGCAAGATGAGGCCTTACAAATGGTGGAGTCCATCAGGGCGTCTTCAGGTAAACCAGTCA
ATTTTACTGAGACAATTTTAGCTTTCACGTGCGCCATTACCTGTAGAACAGCTTTCGGTAAGGTTATGAAACCTGAGGATAGACATACCCTGTCAGAATTAC
TAAAAAAGGCCGCTGCAATGGCAGCTGGTTATGAACTGGCAGATCTATTTCCAGCACTGTCCCTGTTCAGCGTGAATAAGTATAAATTGATGAAAATGAGG
AGACAAATGGATTCTATTTTAGATGCTATAGTTAAAGAACACGAATTCAAGCAAAGAGGGGAGTTCGGAGGTGAGGATATTGTAGATGTATTATTGCGTTT
GAAGCAGACTGGTGATTTACAATTTCCCATTGAAAGGGATAACATCAAGGCCGTTATTTTTGATGTTTTCAGTGCAGGTTCTGAAACTTCCAGTACAACAGT
CGATTGGGCCATGGCTGAGCTTATGCAGAACCCGCGTGTGATGGCTAAAGTTCAGGCTGAATTGAGAGATGCGTTCAAGGGTAAGAAAACTATAGACGA
AAGTGACATACAGTCGTTAACATACCTAAAACTAGTTATAAAAGAAACGTTAAGATTGCATCCTCCCTTTCCAATGCTACTGCGTGGTACCAGGGAAGAATC
TCAACTAAATGGTTACACGATCCCCTACAAAGCAAAGATTATTGTGAACAATTGGGCAATGGGCAGGGACCCAGCTTACTGGCATGAACCAGAGAGTTTTC
AACCAGAACGTTTCGAATCTATTTCGACCGACTTTTTAGGTAACAACTTTGAATTTTTGCCTTTTGGTGCTGGCAAACGTATTTGCCCTGGCTTACACTTTGGT
CTAGCTAATGTTGAATTACCATTGGCGCAACTTTTATACCATTTTAACTGGAATTTTCCTCAAGGAATGACCGCTAAAGACATTGATTTGACTGAAACTGAAG
GACTTTCATTATCGAGAAAGAACGGGCTATTCTTGATTCCAACAACATACATAAAGTCCTTCGGACTTAAAGATGACAAGAATCTATTGTAA
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Séquence nucléotidique codant pour CYP71AS4v2.

ATGGAACTGTATTCACCAAGTATATGGTTGTGCCTGTTGCTTCTACTATTACCCTTGATGTATTTAATAAAACGTAGAATTGAATTAAAGGGTCAGAAAAAG
CCACTTCCACCTGGACCAACCAAACTGCCAATCATCGGCAACCTGCATCAGCTAGGTGCTTTGCCTCATTATTCGTGGTGGCAATTATCCAAAAAGTACGGT
CCCATTATGCTTTTACAACTAGGTGTGCCAACTGTTGTTGTTAGTTCAGTTGAGGCTGCTAGAGAATTTTTAAAGACTCACGATATTGATTGTTGTTCTAGGC
CTCCTTTAGTTGGACTTGGGAAGTTTTCATACAATCATAGAGACATTGGTTTCGCACCATACGGCGACTACTGGAGAGAGGTCAGGAAAATATGTGTGTTA
GAAGTCTTTTCGACAAAAAGAGTTCAATCATTTCAATTTATTAGGGAAGAAGAAGTAACATTGTTAATAGATTCTATTGCTCAATCCTCTTCGTCAGGGAGT
CCAATTGACTTGACAGAAAGGCTTATGAGCTTGACTGCAAATATTATATGCCGTATTGCTTTCGGTAAAAGCTTTCAGGTTAGTGAGTTCGGTGATGGGAG
ATTCCAAGAGGTAGTGCATGAAGCTATGGCTCTACTAGGAGGTTTTACCGCCGCAGATTTTTTTCCCTATGTAGGCAGAATAGTTGATAGATTAACTGGCCA
TCATGGTAGATTGGAGCGTTCCTTCTTGGAGATGGATGGGTTCTATGAGCGTGTTATTGAGGACCACCTAAACCCAGGTAGAGTTAAAGAAGAACACGAA
GATATTATCGACGTATTGTTGAAGATTGAGCGTGAAAGATCCGAAAGCGGAGCTGTGCAATTTACTAAGGACTCTGCAAAAGCCATTTTGATGGATTTGTT
TTTGGCCGGCGTAGATACAGGCGCTATTACGTTGACGTGGGCCATGACGGAGTTGGCCAGAAATCCTAGAATTATGAAAAAGGCACAAGTCGAAGTCAGA
AACTCTATCGGTAATAAGGGAAAAGTTACCGAAGGAGATGTAGATCAACTACACTATCTTAAAATGGTCGTCAAAGAAACATTAAGATTGCATCCTCCTGC
GCCGTTACTAGTACCTAGGGAAACCATGTCTCATTTTGAAATCAACGGTTACCATATCTATCCGAAAACTCAAGTGCACGTTAATGTCTGGGCAATAGGTAG
GGACCCAAATTTGTGGAAGAACCCAGAGGAATTCTTACCGGAAAGGTTCATGGACAATTCTGTGGATTTTCGTGGACAGCATTTCGAACTGCTTCCATTCG
GTGCGGGCAGGAGAATCTGCCCTGGTATGTATATGGCAATAGCCACAGTGGAATTAGCACTAGCGAACTTATTATACAGGTTTAATTGGAATTTACCCAAC
GGTATGAGAGAAGCTGATATCAATATGGAAGAAGCAGCCGGACTGACTGTTAGAAAGAAATTTGCTCTGAATCTTGTTCCAATATTACATCACTGTTAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71AU4.

ATGTTGTTACTGGATCCATTATCGTTCTCTTTATTTCCCTTCTTCTTCTTTATTGTGCTACTGGTCAGATGGTTATTCTCAACTCCACCTACTACGCACAAAACA
TTGCCACCTAGCCCGCCCAGGTTGCCAGTCCTAGGAAACATGCACCAATTAGGTATCTACCCTTACAGAAGCCTGTTATGCCTTGCTAGATGTTATGGGCCG
TTAATGCTTCTACAGTTGGGCAGAGTAAGAACACTAGTTGTTTCGTCTCCAGATGCAGCTCAAGAGATTATGAAAACTCATGATCTAATCTTTGCCAATAGA
CCTAAGATGTCTTTGGGGAAACGTCTATTATACGATTACAAAGATGTCTCAGTCGCACCATACGGTGAATATTGGAGACAAATGAGATCAATCTGTGTTCTT
CACCTACTTTCCAACAAACGTGTGCAATCATTTAATACTGTTAGGAGGGAAGAAATAAGTCTTCTTATCCAAAAGATTGAAGAATTCTCTTCATTGTCTACTT
CTATGGACCTTAGTGGCATGTTTATGAGGCTTACCAATGATGTAATATGCAGGGTGGCTTTCGGCAGAAAATATTCCGGTGATGAAAGGGGCAAGAAATTT
AGAAGATTGTTAGGTGAATTTGTTGAGCTTTTAGGCGGATTCAATGTTGGTGATTATATCCCATGGCTAGCATGGGTCGAATATGTCAATGGTTGGAGTGC
GAAAGTTGAACGTGTGGCTAAAGAGTTTGATGAATTTCTGGATGGAGTTGTAGAGGAGCATTTAGACGGTGGTACCGGCTCAATAGCAAAAGGTGATAAT
GAAAAGGACTTCGTTGACGTTCTACTAGAGATCCAAAGGGATGGTACCTTGGGATTTAGTATGGATAGAGATTCTATCAAAGCTTTAATTTTAGATATATTC
GCTGGAGGTACTGACACAACTTATACTGTGTTAGAATGGGCGATGACGGAATTGTTGCGTCATCCTAAGGCCATGAAGGAATTACAGAATGAGGTAAGAG
GTATAACCAGAGGTAAAGAACATATAACAGAGGATGACTTAGAAAAGATGCACTATTTAAAGGCAGTCATTAAAGAAACATTGAGACTGCATCCACCTATT
CCATTGTTGGTACCCAGGGAATCTTCCCAGGATGTAAACATTATGGGGTACCATATTCCAGCTGGCACAATGGTGATTATAAATGCATGGGCCATGGGTAG
GGATCCAATGTCGTGGGACGAGCCTGAGGAATTTCGTCCAGAAAGATTTTTAAACACGAACATTGATTTTAAGGGTCATGACTTTGAATTGATTCCGTTTG
GTGCAGGTAGACGTGGATGTCCCGGGATTAGCTTTGCAATGGCCACCAACGAATTGGTATTGGCTAATTTGGTTAACAAGTTCGATTGGGCTCTGCCAGAC
GGAGCCAGAGCCGAAGACTTGGACATGACAGAATGCACGGGATTAACAATTCATAGAAAATTTCCTTTGCTGGCTGTTTCCACTCCTTGTTTCTAA
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Séquence nucléotidique codant pour CYP71BES.

ATGGAATTACAATTTTCGTTCTTTCCCATTTTATGTACTTTCTTGCTTTTTATTTACCTACTAAAACGTTTAGGTAAGCCCTCTAGAACAAATCATCCCGCCCCT
AAATTACCTCCGGGCCCATGGAAACTACCGATCATTGGAAACATGCATCAACTTGTTGGATCTTTACCACATAGATCTTTAAGGTCTTTGGCCAAGAAGCAC
GGTCCTTTAATGCATTTGCAATTGGGGGAAGTGTCAGCAATTGTGGTTTCTAGCAGAGAAATGGCAAAAGAAGTTATGAAAACGCATGACATTATATTTTC
TCAAAGGCCATGCATTCTTGCGGCCTCAATTGTTTCTTATGACTGCACTGACATAGCATTTGCCCCATATGGTGGTTATTGGCGTCAAATCAGAAAAATTAG
CGTTTTAGAACTTTTGTCGGCAAAAAGAGTGCAAAGCTTCAGATCCGTTAGAGAAGAGGAAGTATTGAATTTAGTGCGTAGTGTGAGTCTACAGGAAGGT
GTTTTAATCAACTTAACAAAATCCATTTTCTCATTGACTTTTTCAATTATATCCAGGACGGCATTTGGTAAGAAATGCAAGGACCAAGAAGCCTTCTCGGTTA
CTCTGGATAAGTTTGCCGATAGTGCTGGTGGTTTCACAATTGCTGATGTATTCCCAAGTATCAAGCTTTTGCACGTTGTTTCCGGTATGAGGAGGAAGCTTG
AAAAAGTTCACAAAAAGTTAGATCGTATTTTGGGAAATATCATCAACGAACATAAAGCAAGGTCTGCTGCGAAAGAAACATGTGAAGCTGAAGTAGATGA
TGATTTGGTAGATGTGTTGTTAAAAGTCCAGAAACAGGGCGATCTAGAGTTCCCTTTGACAATGGATAACATTAAGGCTGTGTTGTTGGATCTTTTTGTTGC
TGGTACAGAGACTTCTTCTACAGCAGTTGAGTGGGCTATGGCAGAGATGTTGAAAAACCCACGTGTCATGGCTAAAGCCCAAGCTGAGGTCAGGGACATA
TTTTCAAGAAAAGGCAATGCGGATGAAACCGTAGTCAGAGAGTTGAAATTCCTTAAGTTAGTCATAAAAGAAACCCTGAGATTGCATCCACCAGTACCTCT
GTTGATCCCAAGAGAAAGTAGAGAAAGATGTGCAATCAATGGGTATGAAATTCCAGTTAAGACTCGTGTCATTATCAATGCTTGGGCTATAGCCAGAGATC
CAAAGTACTGGACCGATGCAGAGTCATTCAATCCCGAAAGGTTTTTAGATTCCAGCATTGACTACCAAGGCACCAATTTTGAATACATTCCTTTTGGTGCTG
GTAGAAGAATGTGTCCTGGAATACTGTTCGGAATGGCAAACGTAGAGCTAGCTTTAGCTCAATTACTGTACCACTTTGACTGGAAGCTACCGAATGGAGCG
AGGCATGAAGAATTAGACATGACTGAGGGCTTTCGTACGTCAACTAAAAGAAAGCAGGATCTATATCTGATACCTATAACCTATAGACCTTTGCCAGTCGA
ATAA

Séquence nucléotidique codant pour CYP71BC1.

ATGACGATGAAGATAAGTGAAAATATGTTGTTATTGTTCTCTCAAAGTTCAGCTAATCAATGGTTATTGGCATTGGGTATCTTGAGCTTTCCAATTCTTTATC
TATTTCTGCTGCAAAGGTGGAAAAAGAAGGGAATTGAAGGTGCTGCAAGGTTGCCACCGTCTCCTCCAAAATTGCCCATCATCGGTAATTTACACCAACTG
GGTAAATTGCCTCATAGATCTCTTTCCAAATTATCTCAAGAATTTGGTCCCGTTCTATTGCTACAACTTGGTCGTATCCCAACATTGTTAATTTCCTCCGCTGA
TATGGCAAAAGAAGTTTTAAAGACTCATGACATTGATTGTTGTTCTAGAGCACCCAGCCAGGGCCCCAAAAGATTGTCGTACAATTTCTTAGATATGTGCTT
TTCACCTTATTCTGATTATTGGCGTGCCATGAGAAAAGTATTTGTATTAGAACTTTTGTCTGCTAAAAGGGCGCATTCTTTGTGGCATGCATGGGAAGTTGA
AGTGAGTCATTTAATAAGTTCGCTGTCAGAAGCTAGTCCTAATCCTGTGGACTTACATGAAAAGATTTTTTCACTAATGGATGGTATCCTTAATATGTTCGCA
TTCGGAAAGAATTATGGAGGTAAACAGTTTAAGAACGAGAAATTTCAGGATGTACTAGTGGAGGCAATGAAAATGTTAGATTCATTTAGCGCTGAAGACT
TTTTCCCATCTGTTGGCTGGATTATAGATGCATTAACCGGTCTTCGTGCAAGACATAACAAATGTTTTAGAAACCTTGATAATTACTTCCAGATGGTAGTCGA
TGAACATCTAGATCCAACTAGGCCAAAACCTGAACACGAGGACTTAGTTGATGTCCTATTGGGTTTATCAAAAGATGAGAATTTTGCTTTCCATTTAACTAA
CGATCATATTAAAGCTATTCTATTGAACACATTTATTGGAGGGACCGATACTGGTGCAGTCACAATGGTTTGGGCGATGTCCGAGTTAATGGCTAATCCTAG
AGTCATGAAGAAAGTGCAAGCCGAAGTGAGATCCTGCGTCGGATCAAAGCCAAAGGTTGATAGGGATGACCTGGCCAAGCTGAAATACTTAAAGATGGT
TGTAAAGGAAACCTTTAGAATGCACCCTGCGGCCCCATTATTGATACCACACAGAACTAGACAGCACTGCCAAATTAATGCTAACGGGTGTACTTATGATAT
CTTCCCTCAAACTACAATTCTAGTTAACGCTTTTGCTATCGGTAGAGACCCGAACTCTTGGAAAAATCCAGATGAATTCTACCCAGAGCGTTTTGAAGACAG
CGACATTGACTTCAAAGGTCAACACTTTGAGCTATTACCCTTCGGCGCGGGAAGGCGTATATGTCCGGCCATAGCCATGGCCGTTTCGACGGTCGAATTTA
CCTTGGCTAACTTGTTGTATTGCTTCGATTGGGAGATGCCTATGGGCATGAAAACACAAGACATGGACATGGAAGAAATGGGTGGGATAACTACACATAG
AAAGACGCCGCTTTGTCTGGTACCAATTAAGTACGGCTGTGTTGAATAA
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II. Amorces utilisées pour le clonage USER, le séquencage et la RT-
qPCR

Clonage User

Amorce sens F1

Amorce antisens R1

CYP71A13 GGCTTAAUATGTCTAATATTCAAGAGATGGAGA GGTTTAAUTTAGACCACGGAGCTAGGAAA
CYP71A18 GGCTTAAUATGGAAATGACCCTGATGGTT GGTTTAAUTTATGCTACAGAGGATGGGAAA
CYP71D1 GGCTTAAUATGGATTTTGAATATCTAACCTTTA GGTTTAAUTTAGAATGATGGGTCATATAATGTAGG
CYP71D4 GGCTTAAUATGCAATTCTTGTCCTTAGCTTCAA  [GGTTTAAUTTATTGCCTAGGAGGCTCATAAGGAGT
CYP71D14 GGCTTAAUATGGAAATCCAATTGTCTTCTCT GGTTTAAUTTACGAGTCATATGGTGTGGCTA
CYP71D48vl |GGCTTAAUATGGAAATACAGTTCAGTAATCTAGTG |GGTTTAAUTTAATAGCTGTCGTATGGGGTG
CYP71D51v2 |GGCTTAAUATGCAACTAAGATTTGAAGAATATC GGTTTAAUTTATTTCTGAGGAGGTTGGTAAGGA
CYP71D98 GGCTTAAUATGGAGCTGCCTTCACCTTTC GGTTTAAUTTAGGAGACTTCGGTTACGGATTCTAT
CYP71D177 |GGCTTAAUATGGAAAATAGACTTGTTGTGG GGTTTAAUTTACAATAGATTCTTGTCATCTTTA
CYP71D326 |GGCTTAAUATGAGTTTATCCTTTCTTATACTGTCTC |GGTTTAAUTTAATGGTGTGGAATTGCGAT
CYP71AS4v2 |GGCTTAAUATGGAACTGTATTCACCAAGTAT GGTTTAAUTTAACAGTGATGTAATATTGGAACAAG
CYP71AU4 GGCTTAAUATGTTGTTACTGGATCCATTATCGT GGTTTAAUTTAGAAACAAGGAGTGGAAACAGC
CYP71BE5 GGCTTAAUATGGAATTACAATTTTCGTTCTTT GGTTTAAUTTATTCGACTGGCAAAGGTCTAT
CYP71BC1 GGCTTAAUATGACGATGAAGATAAGTGAAAAT GGTTTAAUTTATTCAACACAGCCGTACTTA
CYP706A1 GGCTTAAUATGGAAACGGCGTCTTCTAATTTCTCT [GGTTTAAUTTAAGCTGTATAGAGTTTTGGATCGGAC
CYP706A2 GGCTTAAUATGGGAACAGCGTCGTCTAA GGTTTAAUTTAAGCTGTGTAGAGTTTTGGATCGG
CYP706A7 GGCTTAAUATGACGGATATATTCACCTTCTTTA GGTTTAAUTTATAAGAATAGATTTGGATCGGACA
Séquencage

Amorce sens vecteur pYeDP60 Amorce antisens vecteur pYeDP60 Amorce sens F2
CYP71A13 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG AGAAAAGGCATCGTCCTCAA
CYP71A18 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG AAGCTCCGCCGAAAATCTAT
CYP71D1 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG ATTAAAGAATCCGTTGGCAAAT
CYP71D4 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG CAGTTAATTTCACAGAMAGATTG
CYP71D14 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAMGCAACACCTG AACATTCCCGTGAATTTGACTG
CYP71D48v1 |CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG AAATCTTCCAGTTAATCTAACCGAC
CYP71D51v2 |CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG AAGTATTAAGACTAATCAATTTTAT
CYP71D98 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG TGATTCAGTCTATTAAGCTTTCCA
CYP71D177  |CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG AATTTTACTGAGACAATTTTAGCTT
CYP71D326 |CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAMGCAACACCTG AAACCTTTCAATTTTAGTAGGAAAT
CYP71AS4v2 |CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG ATTCTATTGCTCAATCCTCTTC
CYP71AU4 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG AATTCTCTTCATTGTCTACTTCTATG
CYP71BE5 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG AAGGTGTTTTAATCAACTTAACAAA
CYP71BC1 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG ATTTAATAAGTTCGCTGTCAGAA
CYP706A1 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG CCATTGGAGGAGACTTCGTAA
CYP706A2 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG CCATTGTCCACATGTCGG
CYP706A7 CCTTATACATTAGGTCCTTTG CGGATAAGAAAGCAACACCTG TGCCTGTTGCAGGATCATTA
RT-qPCR

Amorce sens F1 Amorce antisens R1 Amorce sens F2 Amorce antisens R2
CYP71A12 TGTGGTGTTTGGTCCCTATG TTGTTCGTGAGCAGATTGAGA GTGCATCCTCCTCTTCCACT ATGGCCCAAGCATTGATTAT
CYP71A13 GATGTTGTGTTTGCTCCCTATG TTGTTGGTGAGCAGATTGAGA TTCGGTTGCATCCTTCTCTT GTCCCCATATCGCAGTGTCT
CYP71A18 TGACTGGAGTGTCGATCCTG TTCTTGCGACAAACATCGAG
SAND GGATTTTCAGCTACTCTTCAAGCTA CTGCCTTGACTAAGTTGACACG
TIP41 GAACTGGCTGACAATGGAGTG ATCAACTCTCAGCCAAAATCG
PP2A GACCGGAGCCAACTAGGAC AAAMACTTGGTAACTTTTCCAGCA
EXP GAGCTGAAGTGGCTTCCATGA GGTCCGACATACCCATGATCC

Les extensions USER sont en rouge.
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III. Brevets revandiquant un P450 homologue aux P450s candidats
US 7,700,834 B2
US 7,812,227 B2
brevet US 2005/0019882 A1 | US 2010/0218283 A1 | WO 2006/079020 A2 US 8,058,504 B2
US 8,188,337 B2
P450 | P40 d'Asteracees CYP71AV1 CYP71D55 CYP71D51v2
revendiqué C2 hydroxylase
. production . , amélioration du
domaine N . L production d’un
d’aoplication | 2TOMeS et parfums d’isoprénoides terpene oxvdé phenotype de plants
PP modifiés P y de tabac

réaction

(+)-valencéne en

(+)-valencene en
terpéne hydroxylé

(+)-valencene en
B—nootkatol puis
en nootkatone par

inhibe I'expression
d’une nicotine

revendiquée nootkatone (trop large) une Hyoscyamus m. déméthylase
plarg prémnaspirodiéne entre autre
synthase
. . au moins 45 (tro ui differe de 1 a3 20
% d’identité o . (trop a . o
rotéique élevé : protege tous acides aminés avec 100
P q . les CYP71s de des substitutions
revendiqué .
plantes) conservatives
% d’identité . .
? 20 acides aminés
avec la avec des
séquence 49 51 o 100
q ‘: substitutions
protéique conservatives
CYP71D51v2
la réaction
revendiquée:
. CYP71D51v2
la famille de plante convertit
d’ol provient le le (+)-valencene le domaine
P450: CYP71D51v2 ) d’application:
rovient de qu'en B ~nootkatol aucune
ce qui nous . p‘ CYP71D51v2 est une .
ips . Nicotiana tabacum , revendication
différencie R - hydroxylase et n’a .
appartenantala e pour une application
du brevet . pas d’activité de .
famille des dans le domaine du
. synthase.
solanacées. . " L parfum et des
. L’identité protéique: R
La réaction . o arébmes
L 28 acides aminés
revendiquée
avec des
substitutions non
conservatives
. I . le nombre
ce qui est la réaction la réaction o .
A . S, d’acides aminés ,
similaire ou revendiquée. revendiquée. avant des la séquence de
trés proche Le domaine Le pourcentage Y N I'enzyme
) . ) iy - substitutions
du brevet d’application d’identité protéique .
conservatives

CYP71D51v2 est protégé par un brevet dans un domaine d’application différent de celui des aromes et du
parfum. Il n’appartient pas & la famille des Astéracées. CYP71D51v2 pourra donc étre utilis¢é comme
hydroxylase du valencéne pour produire d’importante quantité de f-nootkatol.
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IV. Spectres différentiels au monoxyde de carbone des microsomes
de levures exprimant les P450s candidats
Spectres différentiels (réduit + CO / réduit) obtenus avec les microsomes de levures

exprimant les CYP71s candidats issus d’Arabidopsis thaliana pour lesquels une
différence d’absorbance a 450 nm est observée

CYP71B23 CYP71B24 CYP71B26
0.06 0.012 0.02
] [+ [+
(3] (3] (3]
c c c
8 8 8
o 0.02 4 ° 0 - o -0.0075 1
(7] (7] (7]
-] 2 2
< < <
< < <
-0.02 T -0.012 + T -0.035
400 450 500 400 450 500 400 450 500
Longueurd'onde Longeurd'onde Longueurd'onde
(nm) (nm) (nm)
CYP71B19
0.012
]
(3]
c
©
£
: . /’W
n
-]
<
<
-0.012 T
400 450 500
Longueurd‘onde
(nm)

Se référer au chapitre 5 (page 189) pour les spectres différentiels au CO des microsomes de levures exprimant
CYP71A12, CYP71A13, CYP71A14, CYP71A15, CYP71A16, CYP71A18, CYP71A19, CYP71A20 et

ThhCYP71A27.
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Spectres différentiels (réduit + CO / réduit) obtenus avec les microsomes de levures
exprimant les CYP71s candidats non issus d’Arabidopsis thaliana pour lesquels une
différence d’absorbance 2 450 nm est observée.

CYP71D177 CYP71BC1
0.02 0.005
[«/] /]
(%] (%]
c c
8 8
5 -0.005 - o -0.005 +
n n
3 3
-0.03 T -0.015 r
400 450 500 400 450 500
Longeurd'onde Longeurd'onde
(nm) (nm)

Se référer au Chapitre 4:11 (page 110) pour les spectres différentiels au CO des microsomes de levures exprimant

CYP71D4 et CYP71D51v2.
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Spectres différentiels (réduit + CO / réduit) obtenus avec les microsomes de levures
exprimant les CYP73s candidats.

Les microsomes de levures exprimant CYP73A85 et CYP73A27 et les spectres différentiels au CO ont été
réalisés par Jean-Etienne Bassard (2010).

CYP73A1 CYP73A85 CYP73A27
LK e F S ————
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8 8 8
c c c
[+ © [+
2 £ £
0 — —
8 gt 8

2 2 a s
< < <
q g q

! 4
B 002
|
-0.03 - - L :
400 450 500 J ! ! ! ! !
400 450 500 400 450 500
Longeurd'onde (nm) Longueur d’onde (nm) Longueurd’onde (nm)

242



Annexes

Spectres différentiels (réduit + CO / réduit) obtenus avec les microsomes de levures
exprimant les CYP76s candidats pour lesquels une différence d’absorbance a 450 nm

est observée.

CYP76C1 CYP76C2 CYP76C4
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V. Résultats du criblage enzymatique 7 vitro

Les tableaux ci-dessous servent de sommaire.

Monoterpénoides
P450s camphéne p-cyméne lavandulol limonéne o-phéllandréne
CYP71A12 : v v'page 252
CYP71A13 - v'page 247 v'page250 -
CYP71A14 v'page 247 v
CYP71A15 - -
CYP71A16 - -
CYP71A18 v'page 246 v'page250 v'page 252
CYP71B31 - v'page 247 - -
Monoterpénoides
P450s camphéne p-cyméne lavandulol limonéne o-phéllandréne
CYP71D1 - - v'page 250 -
CYP71D4 - - -
CYP71D14 - - v'page 250 -
CYP71D48v1 | v'page 246 - - -
CYP71D51v2 | v'page 246 - v'page 250 -
CYP71D98 - - - -
CYP71D177 - v'page 247 v'page 252
CYP71D326 v'page 246  v'page 247 v'page 250 v'page 252
CYP71AS4v2 - v'page 248 v'page 250 -
CYP71AU4 v'page 246 - v'page 250 v'page 252
CYP71BES - - - -
CYP71BCl1 - v'page 248 v'page 250 -
Monoterpénoides
P450s camphéne p-cyméne lavandulol  limonéne o-phéllandréne
CYP76C1 - - v'page 249 - -
CYP76C2 v'page 249
CYP76C3 - - - - -
CYP76C4 v'page 246 v'page 248  v'page 249  v'page 251 -
CYP76C5 - - - - -
CYP76C6 - - - - -
CYP76C7 - - - - -
CYP76Gl1 - - - - -
CYP76B1 - v'page 248  v'page 249  v'page 251 v'page 252
CYP76B6 - v'page 247 v'page 251 v'page 252
Monoterpénoides
P450s camphéne p-cyméne lavandulol limonéne a-phéllandrene
CYP706A1 - - - -
CYP706A2 - - - -
CYP706A3 v'page 248 v'page 251 -
CYP706A7 v'page 248 v'page 251 -
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Sesquiterpénoides
p-caryophyl- isolongi-

P450s Iéne a-cédréne  B-farnéséne  a-humuléne foléne nootka-téne  valencéne
CYP71A24 - - - - - v'page259
CYP71D1 v'page253  v'page254 - - v'page257 v v
CYP71D4 v'page253 v'page254 - v'page256 v'page257 v v
CYP71D14 - - - - - v'page258 -
CYP71D48v1 - - - - - - -
CYP71D51v2 - v'page254 - - v'page257 v v
CYP71D98 - - - - - - -
CYP71D177 | v'page253 v'page254 v v'page256 v v'page259
CYP71D326 v'page255 v'page256 v v
CYP71AS4v2 - - - - - - -
CYP71AU4 | v'page253 v'page254 - - v'page257 - v'page259
CYP71BES - - - v'page256 - - -
CYP71BCl1 - - - - - -
CYP706A1 - - - - - -
CYP706A2 - - - - - -
CYP706A3 | vpage2s3  vpage254 - v'page256 v'page257 v'page259
CYP706A7 | v'page253 v'page254 - v'page256 v'page257 v v'page259

Phénylpropanoides
aldéhyde

P450s anisique framboi-sone
CYP73A1 v'page260 -

CYP76C4 v page260 v
CYP76B1 v'page260 -
CYP76B6 v'page260 v
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec le

camphéne

Les analyses CPG encadrées en orange montrent les activités enzymatiques qui ont une conversion estimée entre
30 et 45 %, celles en vert sont inférieures a 30 %, et celles en noir sont a 1’état de traces. Un zoom sur les
produits a été effectué pour les traces d’activités de la colonne de droite en gardant une échelle verticale
commune. Le substrat camphéne n’a pas toujours été correctement détecté. CPG noir : essais avec NADPH ;
CPG rouge : essais sans NADPH ; 1, 2 et 3 : produits récurrents analysés par SM et non identifiés; * : produits
minoritaires non identifiés.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec le p-

cyméne

Les analyses CPG encadrées en orange montrent les activités enzymatiques qui ont une conversion entre 30 et 45
%, celles en vert sont inférieures a 30 %, et celles en noir sont a 1’état de traces. Un zoom sur les produits a été
effectué pour les traces d’activités encadrées en noir. CPG noir : essais avec NADPH ; CPG rouge : essais sans

NADPH ;

1, 3 et 5: produits récurrents identifiés par comparaison des SM avec ceux de la base de données

NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011) ; 2, 4 et 6 : produits récurrents non identifiés dont les SM

n’ont pas pu étre obtenus.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec le

lavandulol

L’analyse CPG encadrée en orange montre ’activité enzymatique qui a une conversion estimée a 30 %, en vert
celles inférieures a 30 %, en noir celles a I’état de traces. Un zoom sur le produit a été effectué¢ pour 1’analyse
CPG de la colonne de droite. CPG noir : essais avec NADPH ; CPG rouge : essais sans NADPH ; 1 : produit non
identifié coéluant avec une molécule polluante ; 2 : hydroxylavandulol identifié par comparaison du SM avec

celui de Nankai et al. (1998).
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Analyses CPG des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec le limonéne
qui n’ont pas été sélectionnées

Les activités de CYP71A18 et CYP71A13 sont montrées par comparaison. L’analyse CPG encadrée en rouge
montre I’activité enzymatique qui a une conversion de 52 %, en orange celle a 26 %, en vert celle a 18 %, et en
noir celles a I’état de traces. Un zoom sur les produits a été effectué pour les traces d’activités encadrées en noir.
Se reporter au chapitre 5 (Figure 28, page 180) pour I’identification des produits. CPG noir : essais avec
NADPH ; CPG rouge : essais sans NADPH ; 1 et 2 : stéréoisoméres de limonéne-8,9-époxyde ; 3 : p-menth-1-
én-9-al ; 4 : aldéhyde de périllyle ; 6 : alcool de périllyle ; 5, 7 et * : produits récurrents non identifiés dont les
SM n’ont pas pu étre obtenus.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec 1’a-
phéllandréne

Les activités enzymatiques détectées sont a 1’état de trace. L’extrait végétal contenant 1’a-phellandréne (phell) a
une pureté de 60 % et contient également du cyméne (cym) et du thujéne (non montré). CPG noir : essais avec
NADPH ; CPG rouge : essais sans NADPH ; P : produits communs aux produits obtenus aprés incubation avec
le p-cymeéne ; 1 : produit non identifi¢ analysé en SM ; 2 : a-thujénal identifié par comparaison du SM obtenu
avec celui de la base de données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011) ; * : produit non identifié
dont le SM n’a pas pu étre obtenu.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec le B-

caryophylléne

L’analyse CPG encadrée en orange montre I’activité enzymatique qui a une conversion de 23 %, et celles en noir
sont a I’état de traces. Un zoom a été effectué pour les traces d’activités encadrées en noir en gardant une échelle
verticale commune. CPG noir : essais avec NADPH ; CPG rouge : essais sans NADPH ; 1
oxyde identifi¢ par comparaison du SM obtenu avec celui de la base de données NIST MS Search v2.0

(Linstrom and Mallard, 2011) ; 2 : produit non identifi¢ dont le SM n’a pas pu étre obtenu ; * :

identifiés dont les SM n’ont pas pu étre obtenus.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec le a-
cédréne

L’analyse CPG encadrée en orange montre I’activité enzymatique qui a une conversion de 23 %, celles en vert
qui ont une conversion inférieures a 30 % et celles en noir sont a 1’état de traces. CPG noir : essais avec
NADPH ; CPG rouge : essais sans NADPH ; 1, 2, 3 et 4 : produits non identifiés analysés par SM ; * : produits
minoritaires non identifiés dont les SM n’ont pas pu étre obtenus.
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Analyses CPG de I’activité enzymatique in vitro de CYP71D326 avec le B-farnéséne

Chromatogramme CPG-DIF de I’essai enzymatique avec NADPH en noir et sans NADPH en rouge. L’extrait

végétal testé en tant que substrat est un mélange de molécules contenant 8 % de B-farnéséne. Les produits
obtenus sont a 1’état de traces et sont marqués d‘une étoile.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec le a-

humuléne

L’analyse CPG encadrée en vert montre une activité enzymatique faible et celles encadrées en noir sont a 1’état
de traces. Ces derniéres ont une échelle verticale identique, exceptée dans le cas de CYP71D177. L’extrait
végétal contenant I’a-humuléne (hum) a une pureté de 67 % et contient également du B-caryophylléne (caryo).

CPG noir : essais avec NADPH ; CPG rouge

: essais sans NADPH ;

let 2 : B-caryophylléne oxyde et a-

humuléne-1,2-époxyde, respectivement, identifés par comparaison des SM obtenus avec ceux de la base de
données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011) ; 3 : produit non identifié¢ analysé¢ par SM ; *
produits minoritaires non identifiés dont les SM n’ont pas pu étre obtenus.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec
I’isolongifoléne

Les analyses CPG encadrées en orange représentent les activités enzymatiques avec une conversion entre 30 et
45 %, et celles encadrées en noir sont a I’état de traces. Ces derniéres ont une échelle verticale plus petite, avec
une échelle encore plus petite pour CYP71D1 et CYP71AU4. CPG noir : essais avec NADPH ; CPG rouge :
essais sans NADPH ; 1 : 9,10-déhydroisolongifoléne identifé par comparaison du SM obtenu avec celui de la
base de données NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011) ; 2 : produit récurent analysé par SM et
non identifié ; 3 et * : produits non identifiés dont les SM n’ont pas pu étre obtenus.
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Analyse CPG de I’activité enzymatique in vitro de CYP71D14 avec la nootkaténe

Chromatogramme CPG de I’essai enzymatique avec NADPH en noir et sans NADPH en rouge. Le produit
obtenu a I’état de trace est marqué d‘une étoile.

CYPTID14£ — nootkaténe

retour au sommaire ci-dessus
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Analyses CPG des plus faibles activités enzymatiques in vitro de P450s candidats avec
le valencéne

Les activités enzymatiques détectées sont a I’état de trace. Se reporter au chapitre 4 (page 110) pour
I’identification des produits. CPG noir : essais avec NADPH ; CPG rouge : essais sans NADPH ; let 2 :
stéréoisomeéres de nootkatol ; * : produits non identifiés.
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Analyses CPG-SM des activités enzymatiques in vitro des P450s candidats avec
I’aldéhyde anisique

Les activités enzymatiques détectées sont a 1’état de trace. CPG noir : essais avec NADPH ; CPG rouge : essais

: alcool anisique identifié par comparaison du SM obtenu avec celui de la base de données
NIST MS Search v2.0 (Linstrom and Mallard, 2011).
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VI. Annexes du chapitre 5

Schéma de la localisation chromosomique des P450s d’Arabidopsis thaliana d’aprés
Bak et al. (2011)

Les P450s de la clade CYP71A étudiée sont encadrés en rouge.
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Cladogramme de CYP71As appartenant a la méme clade que CYP71A12 chez
Arabidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata et Thellungiella halophila

Ce cladogramme a ¢été réalisé par Nicolas Navrot par alignement Clustal W (version 1.83) des séquences
protéiques d’A. thaliana (nommés sans préfixe), d’A. lyrata (nommés avec le préfixe Aly) et de T. halophila
(nommés avec le préfixe Thh). La référence Thh10027074 provient de la base de données Phytozome
(www.phytozome.net).
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Analyse et correction de la séquence protéique AlyCYP71A27

La séquence protéique d’AlyCYP71A27 (Query) a été alignée avec celle de CYP71A15 d’A.thaliana (Sbjct) sur
Phytozome (www.phytozome.net). Les séquences surlignées en bleues ont été rajoutés par David Nelson d’aprés
I’analyse des séquences surlignées en jaunes. La séquence surlignée en vert correspond au motif PERF. Aprés

cette analyse et correction de séquence protéique, ce P450 a ét¢ nommé CYP71A48P par David Nelson.
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EEVSKIFGDLMDKVVQEHL-DATNKPTKDFVDILLSFERQSKDGIEVRRSDIKFIILDIF

LGGTATTFTLLEWTMTELMRHPECMKKLKDDIYSASTTTEKLYVSEEEVEKMKYLKAVIK
LGGT TT +LLEWTMTEL+RHPECMKKL+D+I T +Y S EEVE MKYLKAVIK
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F G +F YIPFGSGRR CPGI F + + EVTLANLV +F+WR + DL
LDSPLDFRGTNFEYIPFGSGRRICPGIGFAMALVEVTLANLVNRFNWRMDARLSGDEYDL

AEATGVDVCRKFPLVVFPSYA 434
AEATG+DVCRKFPL+VFPS A
AEATGIDVCRKFPLIVFPSNA 496
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Carole GAVIRA

Production de terpenes fonctionnalisés par les
cytochromes P450 de plantes recombinants

Notre objectif était d’identifier des cytochromes P450 capables d’oxygéner des mono-
et sesquiterpenes, pour produire des molécules aux propriétés organoleptiques intéressantes
labellisés « naturelles » par I’industrie des ardmes et du parfum.

Nous avons identifi¢ 7 couples P450-substrat catalysant une conversion in Vvitro
supérieure > 45 % et/ou formant un produit attendu. Les quantités de produit obtenu par
bioconversion dans la levure restent insuffisantes pour un procédé industriel. Les facteurs
limitants ont été identifiés dans le cas du valencéne comme : 1) la toxicité induite par les
produits, 2) I’accumulation du B-nootkatol dans les membranes, 3) I’inhibition de I’enzyme
par les produits réactionnels.

Trois cytochromes P450 d’Arabidopsis thaliana impliqués dans le métabolisme
indolique oxydent activement le limonene. Ils s’expriment dans les inflorescences et
constituent le premier exemple de P450s suceptibles de participer a deux voies métaboliques
indépendantes chez les plantes.

Mots clés : cytochrome P450, terpénes, bioconversion, aromes, parfums

Our aim was to identify cytochromes P450 catalyzing hydroxylation of mono- and
sesquiterpenes to produce functionalized “natural” compounds with interesting organoleptic
properties for the flavor and fragrance industry.

We identified 7 P450-substrate pairs showing > 45 % in vitro conversion and/or
forming an expected product. The amounts of products resulting from yeast bioconversion
were however too low for implementation of an industrial process. Factors limiting the
nootkatone production from the P450-dependent bioconversion of valencene were identified :
1) toxicity for yeast of the B-nootkatol and nootkatone products, 2) B-nootkatol accumulation
in endomembranes, 3) products inhibition of valencene hydroxylation.

Three previously characterized P450s from Arabidopsis thaliana in indolic
metabolism were shown to actively oxidize limonene. They are expressed in inflorescences
and may provide the first demonstrated case of multifunctional P450s involved in independent
plant pathways.

Key words : cytochrome P450, terpenes, bioconversion, scent, aroma
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