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Projet de Doctorat :
Evolution et Dynamique des Complexes Protéiques du Métabolisme de I’Amidon

Encadrant de theése: Dr. Ugo Cenci, Dr. Fabrice Bray, Dr. Malika Chabi

Contexte :

L'amidon est une molécule polysaccharidique complexe composée d'un grand nombre d'unités de
glucose reliées entre elles par des liaisons glycosidiques, que I'on trouve dans de nombreux
organismes photosynthétiques. L'amidon est notre principale source d'alimentation et une molécule
essentielle pour nourrir I’humanité, mais son utilisation va bien au-dela, car il est ajouté a de
nombreux produits tels que les bioplastiques, les peintures, etc. Ainsi, le métabolisme de I'amidon et
sa compréhension sont des questions centrales pour mieux manipuler les propriétés de I'amidon afin
d'obtenir des molécules d'amidon sur mesure.

L'amidon se trouve dans les plantes, mais on le trouve également dans diverses algues. Ce dernier
groupe d'organismes présente un intérét particulier pour développer notre production d'amidon
sans utiliser davantage les terres arables limitées et constitue une opportunité d'approfondir nos
connaissances sur les métabolismes afin d'obtenir des granules d'amidon sur mesure adaptés a
chaque utilisation. En effet, le métabolisme de I'amidon est étudié depuis des décennies et la
diversité des organismes eucaryotes (algues, plantes) qui stockent ces polysaccharides permet de
réaliser des analyses biochimiques comparatives (par exemple, Ball et al. 2011).

Le métabolisme de I'amidon comprend plusieurs activités, mais deux d'entre elles sont
particulierement importantes pour déclencher la synthése. La premiére étape est catalysée par des
enzymes appelées « amidon synthases » et consiste en la polymérisation de chaines linéaires de
glucane a partir de monomeéres de sucres nucléotidiques liés par des liaisons alpha-1,4. La deuxiéme
étape consiste a assembler ces chaines linéaires en polysaccharides ramifiés grace a la formation de
liaisons alpha-1,6 par des enzymes « ramificatrices » (Ball and Morell 2003). Le processus de
ramification peut prendre différentes formes, produisant finalement des formes stables distinctes
d'amidon dans différents organismes(Hennen-Bierwagen et al. 2008). Alors que ces deux étapes
principales de la biosynthése de I'amidon ont été classiquement considérées comme séquentielles et
indépendantes I'une de I'autre, un complexe protéique combinant une amidon synthase et une
enzyme de ramification a été signalé dans le blé(Tetlow and Emes 2014), suggérant que leur activité
pourrait étre couplée (Hennen-Bierwagen et al. 2008; Streb and Zeeman 2012). Cependant, la
mesure dans laguelle les synthases et les enzymes de ramification interagissent par le biais de
complexes multimériques stables ou établissent uniquement des interactions transitoires, formant ce
gue l'on appelle des métabolons (Bassard and Halkier 2018), et les conséquences de ces interactions
moléculaires sur la dynamique globale du métabolisme de I'amidon n'ont pas encore été étudiées de
maniéere approfondie.

Travaux préliminaires :

Récemment, notre équipe a utilisé une approche génétique directe sur I'algue unicellulaire Chromera
velia, un alvéolate appartenant au phylum Myzozoa, afin de mettre en évidence de nouvelles
activités liées au métabolisme de I'amidon. Cette espéce posséde une protéine de fusion combinant
une amidon synthase et un domaine de ramification, et le criblage a révélé que les mutations
inactivant cette protéine de fusion entrainent de graves défauts dans la biosynthese de I'amidon,
avec une diminution drastique des polysaccharides de stockage du glucane (Chabi et al. en
préparation). Cette observation confirme I'importance du couplage entre les activités de synthase et
de ramification, non seulement dans le mais et le blé comme mentionné précédemment, mais plus
largement dans tout le métabolisme de I'amidon. L'importance de cette activité conjointe est
renforcée par I'absence de complémentation malgré la présence d'une autre synthase et d'une autre



enzyme de ramification (Chabi et al. en préparation). Parallelement, notre équipe a étudié au cours
des 20 derniéres années le métabolisme de I'amidon dans de nombreux modéles englobant
plusieurs lignées (algues vertes, algues rouges, Cryptophyceae...) et a jeté les bases de la biochimie
comparative.

Objectif :

Dans le cadre de ce projet, nous explorerons la diversité des complexes d'interaction entre les
synthases et les enzymes de ramification chez les organismes synthétisant I'amidon et étudierons les
conséquences enzymologiques de ces variations. Pour ce faire, nous utiliserons plusieurs espéeces
d'algues éloignées, qui ont développé différents réseaux d'enzymes impliquées dans le métabolisme
de I'amidon. Les souches utilisées ici engloberont diverses lignées : lignée verte (Tetraselmis
convolutae), lignée rouge (Cyanidioschyzon merolae), glaucophyte (Cyanophora paradoxa), alvéolate
(Chromera velia), qui sont toutes cultivées régulierement dans notre laboratoire et peuvent étre
manipulées de maniére relativement simple. Le projet se déroulera en six étapes :

(i) Nous examinerons d'abord la cinétique de I'accumulation d'amidon dans ces organismes.

(ii) Nous définirons le protéome total des granules d'amidon a différents moments en collaboration
avec le Dr F. BRAY de I'Institut Chevreul.

(iii) Nous identifierons les complexes et étudierons leur dynamique au fil du temps a l'aide
d'approches de réticulation.

(iv) Nous effectuerons des analyses enzymologiques par expression des protéines dans un systeme
hétérologue afin d'en caractériser les propriétés.

(v) Nous analyserons la coévolution des protéines.

(vi) Nous alimenterons un modele de prédiction et prédirons, dans tous les organismes d'intérét,
I'interaction exacte et les structures de ces complexes. Cela sera réalisé en prédisant l'interaction
protéine-protéine a l'aide d'une approche d'apprentissage profond développée par le Dr Marc
Lensink et son équipe.

Application :

Ces travaux fourniront une base solide pour la biochimie comparative de I'amidon, renforgant ainsi
les hypothéses évolutives et fonctionnelles. A terme, ces connaissances permettront de développer,
grace a l'ingénierie moléculaire, des variétés cultivées produisant un amidon dont les propriétés
seront optimisées pour des usages spécifiques.

Instituts et équipes hotes

Ce projet est partagé entre deux instituts de recherche : I'UGSF et I'Institut Chevreul, qui possédent
des compétences complémentaires, respectivement en biologie (notamment en glycobiologie) et en
chimie (notamment en spectrométrie de masse). Tous deux sont reconnus au niveau national et
international dans leur domaine, avec de nombreuses publications dans des revues scientifiques
reconnues (par exemple Plant Cell, Trends in Plant Science) ainsi qu'un solide réseau de collaboration
(par exemple PNAS, Frontiers in Plant Science).

Ce projet interdisciplinaire réunit I'UGSF (expertise en glycobiologie) et I'Institut Chevreul
(spectrométrie de masse). Il s'inscrit parfaitement dans le domaine de recherche « Biomasse et
polysaccharides » de I'UGSF et fait partie du projet de recherche d'excellence CDP PIE (Protein
Interaction Evolution) de I'Université de Lille (I-SITE). Cette approche multidisciplinaire, combinant
biologie, chimie, physique et informatique, vise a réaliser une avancée majeure dans la
compréhension des interactions protéine-protéine.
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