N

N

DEVELOPEMENT D’UN SYSTEME DE
REGENERATION D’'UDP-GA1NAC POUR LA
GLYCOSYLATION ENZYMATIQUE
D’OLIGOSACCHARIDES ET DE PEPTIDES
D’INTERET THERAPEUTIQUE

Vanessa Bourgeau

» To cite this version:

Vanessa Bourgeau. DEVELOPEMENT D’UN SYSTEME DE REGENERATION D’UDP-GAINAC
POUR LA GLYCOSYLATION ENZYMATIQUE D’OLIGOSACCHARIDES ET DE PEPTIDES
D’INTERET THERAPEUTIQUE. domain_other. Université d’Orléans, 2006. Francais. NNT:
. tel-00160999

HAL Id: tel-00160999
https://theses.hal.science/tel-00160999
Submitted on 9 Jul 2007

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche frangais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00160999
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE D'ORLEANS

THESE PRESENTEE A L'UNIVERSITE D’ORLEANS
POUR OBTENIR LE GRADE DE
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE D’ORLEANS

Discipline : Biochimie

PAR

Vanessa BOURGEAUX

Développement d’'un systeme de régénération d’'UDR&@pour la glycosylation
enzymatique d’oligosaccharides et de peptideséat@thérapeutique.

Soutenue le 15 décembre 2006

MEMBRES DU JURY

- Mme Claudine AUGEDirecteur de recherche au CNRS, Orsay Rapporteur

- M. Bernard BADET Directeur de recherche au CNRS, Gif-sur-Yvette ~ Rapporteur

- Mme Sylvie BAY,Chargée de recherche a I'Institut Pasteur, Paris Examinateur

- M. Francis DELMOTTEProfesseur a I'Université d’Orléans Président du Jury
- Mme Véronique PILLERGChargée de recherche au CNRS, Orléans Directeur de these






UNIVERSITE D'ORLEANS

THESE PRESENTEE A L'UNIVERSITE D’ORLEANS
POUR OBTENIR LE GRADE DE
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE D’ORLEANS

Discipline : Biochimie

PAR

Vanessa BOURGEAUX

Développement d’'un systeme de régénération d’'UDR&@pour la glycosylation
enzymatique d’oligosaccharides et de peptideséat@thérapeutique.

Soutenue le 15 décembre 2006

MEMBRES DU JURY

- Mme Claudine AUGEDirecteur de recherche au CNRS, Orsay Rapporteur

- M. Bernard BADET Directeur de recherche au CNRS, Gif-sur-Yvette ~ Rapporteur

- Mme Sylvie BAY,Chargée de recherche a I'Institut Pasteur, Paris Examinateur

- M. Francis DELMOTTEProfesseur a I'Université d’Orléans Président du Jury
- Mme Véronique PILLERGChargée de recherche au CNRS, Orléans Directeur de these






Remerciements

Ce travail a été réalisé au Centre de Biophysiqgueédulaire du CNRS a Orléans,
dirigé par M. Jean-Claude Beloeil que je remerogend'avoir accueillie dans son laboratoire
et de m'avoir permis d'y effectuer une these.

Je remercie vivement Mme Véronique Piller, monatiner de thése, et M. Friedrich
Piller de m’avoir accueillie au sein de leur équipe m’avoir fait partager leur expertise
scientifique et surtout d’avoir été aussi dispoesbl

Je tiens a exprimer ma reconnaissance a Mme Qheudugé et M. Bernard Badet
pour avoir accepté d’examiner et de juger ce traaaisi qu'a Mme Sylvie Bay et M. Francis
Delmotte pour faire partie du jury de cette thése.

Je remercie M. Olivier Martin de m’avoir accueilldans ses locaux pour la synthése
de substrats modifiés ainsi que Sophie Front-Desgisaet Mathieu Laurent pour leur aide et
leurs conseils précieux. Je remercie Mme Martinaléd@ de m’avoir permis d’intégrer
temporairement I'équipe de spectrométrie de masse fa caractérisation des glycopeptides
que j'ai produit ainsi que Corinne Buré et Rémy papour leur expertise technique et leur
disponibilité pour les analyses. Mes remerciemerdat également a I'équipe de Mme
Francoise Vovelle et particulierement & Céline Lamet Hervé Meudal qui ont accepté de se
lancer dans le projet de STD-NMR.

Je tiens aussi a remercier les équipes d’Agnes BglaiUlysse Asseline et d’Annie-
Claude Roche et particulierement M. Monsigny qua mpporté une aide précieuse pour
l'interprétation de mes spectres.

Je remercie tres chaleureusement Sylvain Bourgefri®licole Bureaud pour leur
sympathie et leur soutien tout au long de ces toises.

Je remercie toutes les personnes du CBM qui ontribo@ a rendre ce travail de
thése tres agréable. Merci également a mes parentson frere de m’avoir toujours
soutenue dans mes choix.

Je remercie enfin la Région Centre et le CNRS d'aaarepté de financer ce travail
par une bourse de docteur ingénieur.






SOMMAIRE

PRINCIPALES ABREVIATIONS ......cooiiitiiticeeeeteeteee ettt eteste st enennnaeeae e 8
LN I 1 1 L O I 0 1\ 11
GENERALITES. ...ttt seseseetesesesesessssesesassssssessss st asasasssssssssssesesasssssnns 13
I. LE PROCESSUS DE GLYCOSYLATION ...otiiiiiiii ettt e e e 15
l.1. Les différentes structures glyCaniqQUES.....ccc.uvvvviiiiiiiiiiieeieeeeeee e eeseeeeeee s 15
I R =TS0 Vo] o] (o (=1 =2 16
0 2 I =TS0 Vo] [ oo = 20
1.2. Biosynthése des glyCOCONJUQUES.......... o eerrrrmminiieeiiiiireraraaeeaeeaeesesssssnneeeeees 21
[.2.1. Un processus ordonné et SEQUENLIEl ....coeeeevvviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 21
[.2.2. L’initiation de la glycosylation des prot@&s de type mucine.............cccceevvvvvnnees 23
[.3.3. Biosynthése des antigénes du groupe SamguUIN...........ccccvvvveervevinnnnninneeenns 6.2
1.3. ROle des glyCOCONJUQUES 1N VIVO..........ommmmeseeeeainnnininsnneeeeeeereeaaesaeaesssnseanssnneees 27
[.3.1. Rble de modulateurs chimiques et physicues.............cccceeeiiiiniieeeeeneeneeee. 28
1.3.2. Facteurs de transport et d’adreSSage ...cceeevvvveiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeviaas 28
[.3.3. ProCessus DiOlOQIQUES. .........uuuuuummmmmmn e eeeeeeeeeeeeaitise s e e e e e e e e e e e anaaeeeeaeaeeeees 29
[.3.4. Structures glycaniques et maladies........ccuovveiiiiiiiiiiiiiiie e 30
Il. DE LUETUDE FONCTIONNELLE DES GLYCANES AUX APPLI CATIONS
THERAPEUTIQUES. ..ottt ettt sttt st te s st s smesnn s sraesreeane s 32
ll. LA O-GLYCOSYLATION : UN DOMAINE A EXPLORER.....c.ccce. coveveireieeienennnes 36
[11.1. Recherche d'un iNNIDItEUN ..........oooiiiiiii e 36
[11.2. Recherche d'un dONNEUT ..o e 41
[11.3. Utilisation de glycopeptides SynthétiqUues...........ccuvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 43
IV. SYNTHESE DE MIMES GLYCANIQUES........ceoiieceeeeeee ettt 44
IV.1. Synthése par voie ChIMIQUE............uuuieeiiieeiii e e e e eee e 44
IV.1.1. Synthése des polysacCharides..... e 44
IV.1.2. Synthése des glyCOPePtideS. ... e oo e e 46
IV.1.3. Synthése de NUCIEOtIdES-SUCIES.... s rerrnnnniiiaieeeeeeeeseeeeseeessssssennnnneees D0
[V.2. SYNthese €NZYMAtIQUE...........evuviieitcememiiee e e e e e e e e e 51
IV.2.1. Glycosylation enzymatique d'oligosacchasidde peptides et de protéines....51
IV.2.2. Synthése du précurseur UDP-GalNAC ..ceeeeeerrriiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeseiniene 54
IV.2.3. Syntheses oligosaccharidiques avec régéioérde 'UDP-sucre................. 55
IV.3. Synthése chimio-enzymatiqQUe...........ccooeeiiiiiiiiiieecerer e eee e 57
DEFINITION DES OBJIECTIFS....oiiiiieeeeeeeeteseesseeesssssesesessssesesesesessssesenes 59



SOMMAIRE

MATERIEL & METHODES.......c.cociiiiisssse e sessssessassssssssssssssssssssans 65
L MATERIEL. ...ttt ree ettt ettt e e st e e e ee e 67
ll. SYNTHESE ET CARACTERISATION DES ANALOGUES DE GA LNAC ............. 68
[Il. PRODUCTION DES ENZYMES ET PEPTIDES .......oiiii e 78
[11.1. Clonage et expression deS ENZYMES ......cccccuuruuiiiiiiaaeeeeeeeeeeeeeeeeiiaeennenees 78
[11.2. SYNthése deS PEPLIAES .......covveeiieiiceeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeeneeeeesennnne 82
IV. SYNTHESE ENZYMATIQUE DES DERIVES SACCHARIDIQUES .........c.c.......... 85
IV.1. Synthése enzymatique des sucres-1-P et desRIBucres ...........cccceeivvvvinnnnene. 85
IV.2. Synthése enzymatique des glycopeptides........c.uuvvurriiiiiiiiiieeeeeeeeeeieeeeees 86
V. PURIFICATION DES ENZYMES ET PRODUITS.....cooiiiiiiiiiiiiee e 87
V.1. Chromatographie d’affinit€ sur Ni-NTA .....ccooiiiiieiieeer e 87
V.2. Chromatographie échangeuse d'iONS ........ccccceeeeeieiiiiiiiiiiiieeee e 87
V.3. Chromatographie liquide Sur CL8 ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiire e eee e 88
RV T I {111 =4[] o PP TPPPPP 88
VI. CARACTERISATION DES PEPTIDES ET PRODUITS........ooovieeeeeeeeee e 89
VI.1. Chromatographi€ SUI PAPIEF .......ccceeuuiiimmrieeeeee ettt e e e e e e e eeeee e 89
VI.2. Spectrométrie de masse €t RMN ..........uueeeeriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceeee e e e e 89
VII. TESTS ET ANALYSES BIOCHIMIQUES.........ccoiii e 19
VII.1. SDS-PAGE et WesStern-BlOt..........coooiiieeeiiiiiiiiieeeee e 91
VII.2. Dosages enzymatiques et détermination des anetres cinétiques............... 91
VII.3. Essais d'immunisation et titration en antiCaPS ........ueeviiiiirireeeeeeieeeeeeieiiieenns 92
VII.4. Expériences de STD-NMR........coooiiiiiii e 94
RESULTATSET DISCUSSION ....ooirieieeeeeeeeeeeeeeseeseeeesssssesessssssesesesesesessssenes 97
|. SYNTHESE DU NUCLEOTIDE-SUCRE UDP-GALNAC .......cccotitieiririeieinieieeneaeeeenns 99
l.1. Optimisation de la production des enzymes recobinantes..............ccccceceeeeeeennnn. 99
1.2. Production et caractérisation du nucléotide sore UDP-GalNAC..............eeeeee.. 102

[.2.1. Article | : « Two-step enzymatic synthe$is DP-N-acetylgalactosamine » .. 102

1.2.2. Synthése déC] UDP-GaINAC..........ccciieeeeeeeeeeeee et eeeeme e 107

G T o] o o] [ 11 (o] o PP 110

ll. SYNTHESE ENZYMATIQUE DE GLYCOCONJUGUES......... ceceeveeeeeeceeieeeeenes 111
Il.1. Développement du systeme multienzymatique paoua glycosylation.............. 111

[1.1.1. Article Il : «Efficient enzymatic glycosyian of peptides and oligosaccharides
from GalNAC and UTP » . ..cooiiiiiiiiiiieeeeee s e e e e e e e e e eeeees v reennneeeeees 111

[1.1.2. Essais d'optimisation du cycle enzymatique............ccceevvvvvvevereivvnnnnnnnnne. 116

6



SOMMAIRE

[1.1.3. Comparaison de la méthode avec la syntpas&oie chimique..................... 118
I1.2. Synthése de glycopeptides et évaluation immoiogique.............ccccvvvvvvveneennen. 118
[1.2.1. Glycosylation enzymatique des PeptideS .cccce oo oeeeeeiiiiiiiiiiiiiii s 119
[1.2.2. Evaluation immunologique des composés éréttthérapeutique.................. 120
S T @ o] o o] 1611 (o] PP 126
1. SYNTHESE ET EVALUATION DE SONDES DE LA PPGALNA C-T1................ 128
l1l.1. Synthése enzymatique d’analogues de 'UDP-GBAC...............cceeeecivvvnvnnnne. 128
[11.1.1. Choix et synthése des analogues de GalNAC............ccccevvevvriivviiiiiinneennn. a2
[11.1.2. Exploration du site catalytique de GK2.............oovvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee, 130
[11.1.3. Exploration du site catalytique d’AGXL .ccee..oooeieiieiiiiiiiieeeeiei s 131
[11.1.4. Synthése semi-préparative des UDP-SUCIES...........cccoevvveeiiiiiiicinnnnnnnnnne. a3
[11.2. Evaluation biologique des analogUES ........c...eeuuveeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiennes 135
[11.2.1. Test de transfert du monosaccharide Mmédifi...........ccccccccvviiiiiniiiiinnnnn. 351
[11.2.2. Estimation des constantes d'iNNibitioN .............coeeiiiiiiniieee 138
[11.3. Analyse STD-NMR de plusieurs igands ... 141
R T O o] o4 [ 11 (o] [P T PP PP PPPPPPPI 149
CONCLUSION ET PERSPECTIVES...... e eecnneeeeeennns 151
BIBLIOGRAPHIE ... ccceeee s e snnnee e s ssnnnneeessannneeessnnnneens 157



ABREVIATIONS

INCIPALES ABREVIATIONS

ABTS
Abs
Ac
AcOEt
ACN
AGX1
AIBN
Ar
Argou R
ATEA
ATP
BSA
Bu
CBD
CCM
Ci

CIP
CK
COSsYy
CP
cpm
DCM
DMF
DO
DTT
E.coli
EDC
ELISA
ESI

Et
EtOH
FLAG

Fmoc
GalN
GalNAc
GK2
GlcA
GIcNAc
Glyou G
GM1
GSL
GTA
GTB
HMBC
HEPES
Hly
HSQC
HRP

Acide 2,2'-azino-di(3-ethylbenzthiazoline)-6-suligme
Absorbance

aceétyle

Acétate d’éthyle

ACN

UDP-GalNAc pyrophosphorylase
Azoisobutyronitrile

Argon

Arginine

Acétate de triethylammonium

Adénosine triphosphate

Bovine Serum Albumine

Butyle

Chitin Binding Domain

Chromatographie sur couche mince

Curie

Calf Intestine Phosphorylase

Créatine Kinase

COrrelated SpectroscopY
Phosphocréatine

coups par minute

Dichlorométhane

N,N-diméthylformamide

Densité Optique

1,4-dithiothréitol

Escherichia coli
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
Electrospray lonisation

éthyle

Ethanol

Etiquette peptidique (séquence : DYKDDDDK) reconpae un anticorps
spécifique

9-fluorénylméthylchloroformate
galactosamine

N-acétylgalactosamine

GalNAc Kinase

Acide Glucuronique

N-acétylglucosamine

Glycine

Ganglioside

Glycosphingolipide

Glycosyltransférase A

Glycosyltransférase B

Heteronuclear Multiple-Bond Correlation
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]lethanesulforacid
Hydroxylysine

Heteronuclear Single Quantum Correlation
Horseradish Peroxidase



Hyp

19G, IgM
Km

LDL
MALDI
MCS
MeOH
MESNA
cMjTyrRS
MUC
NeuAc
Ni-NTA
NOESY
PADRE
PBS

PCR
PMSF
ppGalNAc-Ts
PPA

ppm

Pr

Rdt

RE

RMN

SAB
SDS-PAGE
SM

SOB
STD-NMR
Serou S
sLex
SPPS

T.A

TBS
ThrouT
TTMSS
TOCSY
Tyr

UDP
UDP-Gal
UDP-GalNAc
UDP-Glc
UDP-GIcNAC
UPPU
UTP

ABREVIATIONS

Hydroxyproline

Immunoglobuline de type G et M

constante de Michaelis

Low Density Lipoprotein

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation
Multiple Cloning Sites

Méthanol

Mercapto Ethane Sulfonate de Sodium
Methanococcus naschii tyrosyl-tRNA synthetase
Mucine

Acide N-acétylneuraminique (acide sialique)
Nickel-Nitriloacétate

Nuclear Overhausen Effect SpectroscopY
Pan HLA-DR universal T helpeEpitope
Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Phénylméthylsulfonyl fluoride
polypeptideN-acétylgalactosaminyltransférases
Pyrophosphatase inorganique

partie par million

Propyle

Rendement

Réticulum Endoplasmique

Résonance Magnétique Nucléaire

Sérum Albumine Bovine

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electianglsis
Spectrométrie de Masse

Super Optimal Broth

Saturation Transfer Difference-Nuclear MagneticdResice
Sérine

Acide de Lewis

Synthése Peptidique sur Support Solide
Température Ambiante

Tris buffered saline

Thréonine

tris(trimethylsilyl)silane

Total Correlation SpectroscopY

Tyrosine

Uridine diphosphate

Uridine diphosphate galactose

Uridine diphosphat®&l-acétylgalactosamine
Uridine diphosphate glucose

Uridine diphosphat®&l-acétylglucosamine
1,2-di(5"-uridine)diphosphate

Uridine triphosphate






GENERALITES

INTRODUCTION

Les glycanes sont des enchainements linéairesamaehi#s de monosaccharides. Ils se
présentent sous des formes trés diverses et stisp@msables a la vie. Liés aux protéines ou
aux lipides, ils sont secrétés dans le milieu exteru associés a la membrane plasmique des
cellules. lls servent a protéger le squelette papie et la surface cellulaire. Ills sont aussi
reconnus de maniere trés spécifique par des réospighysiologiques et se trouvent
impliqués dans un grand nombre de processus biplegicomme la reconnaissance et la
communication intercellulaire. Le développement meshodes d'analyse des glycoconjugués
a permis de dévoiler progressivement |'extraordindiversité des glycanes et a révélé le
remarquable potentiel d'informations que représgntes molécules. La connaissance
approfondie des structures glycaniques, de leumstifins biologiques et de leurs voies de
biosynthese permet aujourd’hui de trouver de noodme applications aux glycoconjugués
tant dans le domaine thérapeutique que dans I'atiame et la cosmétique. Notamment, grace
aux molécules glucidiques, nous sommes capabldédser certaines maladies graves telles
gue le cancer en réalisant un diagnostic plus figéeiet plus précoce, et les thérapies basées
sur les molécules portant les glycanes sont pliisaeés et moins lourdes que d’autres
utilisées actuellement. Néanmoins, nos connaissara@ |'activité biologique des
glycoconjugués sont freinées par un manque d'oafiisropriés. Les glycopeptides et les
oligosaccharides synthétiques représentent de baueles pour mener a bien une étude
fonctionnelle. Cependant, la complexité des stmestuglucidiques ne facilite pas la
production de tels mimes, et la plupart du temps, problémes de purification et les
rendements faibles de synthese permettent diffirgle de réaliser une évaluation biologique
du produit synthétisé.

Dans ce contexte, nous avons développé un bietdraenzymatique permettant la
production efficace de glycoconjugués afin de digpade mimes synthétiques en quantité
suffisante pour une étude fonctionnelle des glysane

La O-glycosylation de type mucine se définit par laafirn d’'un monosaccharide
GalNAc sur les sites potentiels de glycosylatios geotéines. C’est une étape primordiale
dans la biosynthese des glycoprotéines membranatresecrétées et nous souhaitons
contribuer a I'étude de ce processus particulieréatisant la synthése chimio-enzymatique
de sondes et d'inhibiteurs potentiels de la preen@ape de |®-glycosylation. La synthése
et lincorporation d’analogues de monosaccharidegurels dans des glycopeptides
permettront de tester de nouvelles molécules paurreconnaissance par les enzymes et les

récepteurs.
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GENERALITES

|. LE PROCESSUS DE GLYCOSYLATION

La glycosylation est le phénoméne qui consisteedfagr des groupements glucidiques, ou
encore glycanes sur les protéines et les lipidésstCune des modifications co- et post-
traductionnelles les plus importantes dans la gg#lde protéines membranaires et secrétées.
La diversité des monosaccharides constituant isages permet d’envisager une multitude
d’assemblages possibles et rend compte de la critgpties structures glycaniques et de leur

étude.

|.1. Les différentes structures glycaniques

La quasi-totalité des membranes externes de celamémales est recouverte d’'un manteau
cellulaire, le glycocalyx, riche en polysacchariéésiont le role est de protéger la cellule des
agressions chimigues et mécaniques mais égalereendigd les interactions intercellulaires.

La figure 1 schématise une membrane représentéelewelifférentes structures glycaniques

gue I'on retrouve communément a la surface cehelai

Extracelular fluid

Glycosaminoghycan

GPI-
anchored
protein

y Glycolipd

Cytoplasm

Lipid bilayer Integral protein

Figure 1. Schéma d’'une membrane cellulaire avec les difféseestructures glycaniques
glycoprotéines, glycoplipides, protéines ancrées Gl et protéoglycanes portant d
glycosaminoglycanes (Seeberger et Werz, 2005).
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GENERALITES

[.1.1. Les glycoprotéines

La glycosylation concerne plus de 50 % des proseam@males. Les glycoprotéines
sont réparties dans les differents compartimeniislaees (cytoplasme, noyau, lysosomes,
RE, Golgi ou encore mitochondries), la plupart €tsecrétée ou associée a la membrane
plasmique. Parmi les glycoprotéines, on distinglesipurs grands groupes selon le type

d’ancrage ou encore la proportion de glucides.

[.1.1.1. Liaisons glycosidiques

Chez les eucaryotes, il existe deux types princighuglycosylation : la glycosylation
de typeN et de typeO selon le type d’ancrage. Ld-glycosylation consiste & attacher des
sucres sur l'azote de la chaine latérale d'unu@sdaragine de la séquence consensus Asn-X-
Ser/Thr (X étant n'importe quel acide aminé, sardlipe) de la chaine polypeptidique
(Marshall, 1974). Dans l@-glycosylation, les résidus saccharidiques sorésfigur I'oxygene
d'un aminoacide comportant un groupement hydrof&ér, Thr, Tyr, Hpr, Hly) et a ce jour
aucune séquence consensus n'a pu étre identifeen@dant, ce sont majoritairement et de
facon plus variée, les Ser et Thr qui sont glycdsyl Il existe un troisieme type de
glycosylation : la C-mannosylation qui se carasgpar I'addition d’ura-mannosyl sur un

carbone du noyau indole d’'un tryptophane (de BRéait, 1995).

[.1.1.2. Les N-glycanes

Les N-glycanes sont constitués de trois régions digsi@ savoir le noyau, les
antennes et la périphérie. Le noyau, structureagantharidique commune a tous Ms
glycanes, est d’abord formé par I'enchainement elexdésidus GICNAc liés efl,4. L'un
forme la liaisonN-glycosidique avec la protéine (par I'asparagirieysaque l'autre est lié a
un résidu mannose §1,4, lui méme lié a 2 résidus mannosepérb etal,3 (figure 2). Les
antennes sont formées par I'addition de monosaicidsasur les mannoses terminaux. Selon
la nature du sucre ajouté, on distingue trois tydesstructures glycaniques: le type
oligomannosidique (addition de résidus mannosesesnoyau), le type complexe résulte de
la liaison de résidull- acétyllactosaminiques (LacNAc : G&l,4 GIcNAc) sur les mannoses
terminaux du noyau, et le type mixte qui correspandh intermédiaire entre les deux autres

formes.
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_ bpe _ O Gal
oligomannosidigque type mixte type complexe
| ] [ 1 —— M Fucose
b4
A Y ) Mannose
. ‘7‘+ ** A fa *+ b4 B GicNAc
* Branchements
—_— . e 3 possibles
BB Asn Asn Asn

Hoyau

Figure 2. Les trois types de Bblycanes : type oligomannosidique, type mixte @ gomplexe
La plupart des N-glganes secrétés ou a la surface cellulaire sontyge tomplexe. Le fuco
peut étre ajouté a un stade plus avancé que aatligué ici (Varki et al., 1999).

La périphérie correspond a l'addition d’autres neauzharides, principalement les

acides sialiques tels que 'acidleacétylneuraminique (Neu5Ac) et le fucose (Fuc).

[.1.1.3. Les O-glycanes

Si le r6le dedN-glycanes est aujourd’hui assez bien connu, la ¢exitp de laO-
glycosylation rend sa connaissance difficile. Efetefles O-glycanes constituent une vaste
famille qui peut étre divisée en plusieurs sousiges: premierement, les glycanes constitues
de GalNAc liés aux résidus Ser et Thr des protéislesommunément appelés @glycanes
de type mucine@-aGalNAc); deuxiemement, les unités GICNAc liées &er et Thr de
protéines cytosoliques ou nucléairg3-FGIcNAc), un troisiéme type concerne les unités
fucose et glucose liees aux Ser et Thr des domaiedacteurs de croissance épidermique
d'un grand nombre de protéines ; enfin, il conviégalement de citer les protéoglycanes
(noyau protéique sur lequel se lient de longueénelsapolysaccharidiques non ramifiées) et
la O-mannosylation présente dans les protéines de mianasitelles que le dystroglycane et

dans les glycanes oligomannosidiques de levure gliaosylation de type mucineOf
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aGalNAc) est toutefois la plus répandue et ferajébld’'une description plus détaillée dans le

prochain paragraphe.
[.1.1.3.1. LeO-glycanes de type mucine

La glycosylation de type mucine est initiée parfilation de résidus glucidiques
GalNAc sur divers sites potentiels de glycosylatfogsidus S et T), et ce jusqu’a atteindre
80% du poids moléculaire de la protéine (Peteriata 2005). Ce type de glycosylation
apparait principalement sur les mucines, glycopreg qui possédent des propriétés
rhéologiques et hydrodynamiques spécifiques masdegent sur d’autres glycoprotéines
secrétées ou membranaires présentes chez les aeasasyipérieurs. Les mucines sont des
protéines de haut poids moléculaire qui tapissentrdctus gastro-intestinal, les voies
respiratoires et uro-génitales (Hilkeesal, 1992, Hounselet al, 1996). Elles possédent un
squelette peptidique riche en séquences répétéegNdlR (variable number of tandem
repeat, 10 & 100 unités) et sont de par naturerfgfpeosylées en particulier sur ce domaine
VNTR (Brockhausen, 1999). Ce domaine est proprehaque mucine mais contient
généralement un grand nombre de résidus S, T dtaPprésence de prolines et de
monosaccharides confere a ces protéines partiesiliére structure rigide et étendue de 200 a

500 nm qui serait a I'origine du phénomeéne de fidation.

9 Q & 4

5 B3 B13 N\ P16 | B1,3 B-]Ig\\jfﬁtﬁ O GalNAc
| I I I
0 t|3 (|3 fiJ O Gal
|
— SIT— — SIT— —SIT— —SM—

@ . GlcNAC

— SIT— — SIT— — ST— —&IT—

® ® @

Figure 3. Représentation des différentes structures de caesirGgjlycanes de type muci
identifiées jusqu’a présent (Hanisch, 2001).
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Une fois le GalNAc fixé sur les résidus S et T aséquence peptidique,Beglycane
peut étre allongé via une cascade de réactionsmatiues qui vont ajouter des unités
monosaccharides au premier sucre fixé et donnei aaissance a différentes structures de

« ceceurs » (figure 3).

Ces cceurs peuvent de nouveau étre allongés ouiésdé plus fréquemment par
sialylation, sulfatation, fucosylation ou encordesmsion par une chaine de polylactosamine.
A noter que I'addition de I'acide sialique est sentvla derniere étape de I'élongation. Ainsi,
les oligosaccharides complexes des glycoprotéimgséte divisés en trois régions: le
« coeur » qui comprend les deux ou trois premiees @crés a la chaine peptidique, le
« squelette » formé lors de I'élongation puis leégion périphérique » dont la structure

complexe peut représenter un antigéne.

[.1.1.3.2. Les protéoglycanes

lls représentent une classe spéciale de glycopesté&lont la proportion de glucides
peut atteindre 95%, ceux-ci se présentant sounaef d'une ou plusieurs chaines de
glycosaminoglycanes non ramifiées. Les protéoglgsaisont rangés dans différentes
catégories selon la nature de la chaine glycaregpeuvent soit entrer dans la constitution de
la membrane plasmique ou ils forment de larges texep, jouant alors un réle dans les
relations cellule-matrice, soit étre transportéd'extérieur de la cellule par exocytose
s'intégrant alors a la matrice extracellulaire danmre non covalente sous forme de

chondroitine-sulfatekératane-sulfatenéparane-sulfatetc...

[.1.1.4. Les protéines glypiées

Observée chez tous les eucaryotes, la réactionlyggatipn est une modification
consistant a attacher une ancre Gfjldosylated phosphatidylinosijadur un acide aminé en
position C-terminale de protéines fixées a la memérdu RE. Cette ancre GPI est
principalement constituée de chaines saccharidionzés également d’'un phospholipide dont
le réle est d’assurer I'arrimage de la protéinedté externe de la membrane plasmique.

19



GENERALITES

[.1.2. Les glycolipides

Les motifs oligosaccharidiques présents sur legépres peuvent également étre
retrouvés sur les lipides pour former les glycolgs. Ces derniers se divisent en deux
familles distinctes selon la nature de la basdilijpie : sphingolipide ou glycérolipide
(Tableau 1). Les sphingolipides (céramides) réstiltie I'association d’'une sphingosine et
d’'un acide gras. lls peuvent étre glycosylés end€3a sphingosine pour donner différents
types de glycosphingolipides (GSL) : les ganglggganglio, globo, isoglobo, lacto, néo-
lactocéramides qui se distinguent par la séqueadeuts chaines glycaniques X (Tettamanti,
2004).

Glycolipides

glycosphingolipides glycéroglycolipides

I
O H,C—0—-C—R1

OH I
| R2—C—0—CH
HSCA(CHﬁfHCH:CH—CH o) &y
CH—NH onl 2 |
0
CH;—OX OH °

sphingosine OH

Tableau I. Les différents types de glycophopsholipides deltwase lipidique.

Les chaines oligosaccharidiques des GSL complexawept étre linéaires ou
branchées et contenir divers monosaccharides tesGpl, Glc, GalNAc, GIcNAc, Fuc,
NeuAc et GIcA. Par exemple, si le résidu X correspau D-glucose ou D-galactose, il s’agit
d'un cérébroside. Les GSL sialylés sont appeléglgmides. Les glycéroglycolipides ou
glycérides qui représentent la deuxieme grandeselds glycolipides réalisent quant a eux
une liaisonO-osidique entre le C3 du glycérol et le C1 du gleciles groupements R1 et R2
représentant les chaines carbonées d'acides geascdinposés, trés rares dans le monde
animal, sont surtout représentés chez les végéentx

Ce premier sous-chapitre témoigne de la complegitéde la diversité des structures
glycaniques présentes dans la nature. L'obtentientels complexes oligosaccharidiques
nécessite la présence d’'une machinerie de biossmtbéganisée qui sera décrite dans le

prochain paragraphe.
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|.2. Biosynthese des glycoconjugués

[.2.1. Un processus ordonné et séquentiel

La glycosylation des protéines et des lipides & éissentiellement dans la lumiere du
RE rugueux (modification co-traductionnelle) et Igpareil de Golgi (modification post-
traductionnelle) ou elle nécessite de multiplesp&taenzymatiques (Tettamanti, 2004,
Wopereiset al, 2006). Les enzymes qui catalysent le transfemités monosaccharidiques
appartiennent a la famille des glycosyltransférastesont plus spécifiquement classifiées
selon le type de monosaccharide transféré, laiposite la liaison formée et la nature du
donneur ou de l'accepteur. Etant donnée la diverdds assemblages possibles entre les
divers monosaccharides, il n’est pas surprenardgugaioins 1% du génome humain encode
pour des protéines impliquées dans la synthésealb®hydrates (Freeze, 2006). On peut
classer les glycosyltransférases en deux types dalonature du substrat donneur: les
enzymes de type Leloir utilisent des monosaccharpi€alablement activées sous forme
d’ester de nucléoside diphosphate alors que lessaahzymes (dites non-Leloir) utilisent des
glycosyles phosphates. Les nucléotides-sucreségilpar les glycosyltransférases de type
Leloir chez les mammiféres sont au nombre de 9 (@R UDP-GIcNAc, UDP-Gal, UDP-
GalNAc, UDP-Xyl, GDP-Man, GDP-Fuc, UDP-GIcA et CMReUAC) et leur passage au
travers des membranes intracellulaires est réaliseoyen de transporteurs spécifiques qui
constituent un point de contrdle dans la régulaties réactions de glycosylation. La synthése
oligosaccharidique est un processus ordonné etanéglfaisant intervenir tout un panel de
transférases dont les mécanismes catalytiguestnpeu élucidés. Ces enzymes ont une
spécificité de substrat souvent étroite et leualisation intracellulaire tres précise nécessite

la translocation du glycoconjugué en cours de ggdll’'un compartiment vers le suivant.

Parmi les monosaccharides transférables, le Gadshdréquemment rencontré dans
les chaines glycaniques et c’est le premier sugke [brs de laO-glycosylation de type
mucine. Les enzymes responsables du transfert ddNAGa sont les N-
acétylgalactosaminyltransférases qui utilisent IRIBalNAc comme substrat donneur. Les
membres de cette famille se différencient par lanmeadu substrat accepteur qui peut étre
peptidique, lipidique ou encore (poly)saccharidigue tableau Il indique les constantes de
Michaelis des différentes transférases de cettdlléampour 'UDP-GalNAc. Les valeurs
s'échelonnent entre 9,9 et 100 uM selon les enzydée®mtant une catalyse efficace du
transfert. Il existe d'autres enzymes dont le rdt@jeur est de transférer un autre
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monosaccharide que le GalNAc mais qui se sont egécapables de réaliser ce transfert.

C'est le cas par exemple de la LgtA Neisseria meningitidigjui catalyse le transfert de

GIcNAc sur des substrats accepteurs dérivés dwsacet dont I'étude a montré qu’'elle

pouvait également utiliser 'TUDP-GalNAc comme sauide monosaccharide (Blit al,

1999). Cependant, I'efficacité de la réaction ésluite par la faible affinité de I'enzyme pour
'UDP-GalNAc (Km = 2400 pM).

Substrat accepteur (motif)

Type de

liaison

Km
UDPGalNAc

référence

Setoet al, 1997, Marcugt
EC 2.4.1.40 -fucosyl-@1,2)- galactosg-R al,3 9,9-15 uM | 2003
al.,
EC2.4.1.41 Polypeptide (résidus 8u T) a 62-10-29 pM Wandakt al, 1997
Chienet al, 1973, Taniguchi
EC 2.4.1.79 Gal- (a1,4)-Gal-(51,4)- glucosylcéramide 1,3 - et Makita, 1984, Okajimat
al., 2000
GalNAc(p1,3)- Gal-(@1,4)-Gal-(31,4)-
EC 2.4.1.88 (A1.3) @.4) @A) al3 100 puM Kijimotoet al, 1974
glucosylcéramide
) Sennet al, 1981, Hashimoto
EC 2.4.1.92 NeuAc@2,3)-Gal3 glucosylcéramide B1,4 35-7 uM
etal, 1993
EC 2.4.1.165 NeuAec(a2,3)-Gal-(31,4)-glucosylcéramide 14 55 uM Takeyeet al, 1987
EC2.4.1.174 glucurony}(31,3)-Gaj3 protéoglycane 14 - -
Kitagawaet al, 1995,
EC 2.4.1.175 -glucurony}(f1,3)-GalNAg- protéoglycane 14 36-50 uM ) ]
Ninomiyaet al, 2002
EC.2.4.1.223 GlcA{(BL,3)-Gal-(31,3)-Gal-(31,4)-Xy3-0-Ser al4 27 uM Kitagaweet al, 1999
) Satoet al, 2003, Gototet al,
EC 2.4.1.244 GIcNAgA-glycoprotéine 14 - 2004

Tableau Il. Les divers membres de la famille desN-acétylgalactosaminyltransféras
représentés avec leur substrat accepteur naturelcde motif accepteur du GalNAc (
souligné), le type de liaison formé etivant les données disponibles dans la littératlae
constante d’affinité pour 'UDP-GalNAc.

Parmi ces « GalNAc transférases », la famille les plaste correspond aux polypeptide

N-acétylgalactosaminyltransférases (ppGalNAc-Ts)r§gulent et contrélent de maniére tres

précise léD-glycosylation de type mucine.
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[.2.2. Linitiation de la glycosylation des protéires de type mucine

Rappelons qu’il s’agit du greffage d'un GalNAc des résidus S et T des protéines
comme illustré figure 4. Les ppGalNAc-Ts nécessitenprésence d'un cofacteur, le plus
efficace étant le manganése divalent (Sugatral, 1982, Elhammer et Kornfeld, 1986) et
fonctionnent de maniére optimale a un pH comprisee®,5 et 8,6 (Hagopian et Eylar, 1969,
Hill et al, 1977).

2+

Mn
=y Ser/Thr Wmy # —+ UDP GalNAC e #™ N Ser/Thr "wam,_# -+ UDP
ppGalMAc |
transferaze GallMAc

Figure 4. Transfert de GalNAc sur les thréonines ou sérinepeptide accepteur cataly
par une ppGalNAc-T.

A ce jour, 15 isoformes (ppGalNAc-T1 a ppGalNAc-T Hppartenant a cette famille
de genes chez les mammiféres ont été identifiéisscpractérisées (Hona al, 1993, White
et al, 1995, Bennetet al, 1996, Hageret al, 1997, Bennetet al, 1998, Ten Hagest al,
1998, Bennetet al, 1999a, Bennettt al, 1999b, Ten Hageat al, 1999, Tobeet al, 2000,
White et al, 2000, Ten Hageet al, 2001, Chenget al, 2002, Gucet al, 2002, Schwientek
et al, 2002, Wanget al, 2003, Zhanget al, 2003b, Chengt al, 2004). Des homologues de
cette famille ont également été trouvés cHewsophilia et Caenorhabtidis elegans
(Schwienteket al, 2002, Ten Hageet al, 2003), chez des parasites comeahinococcus
granulosus, F. hepaticat T. canis(Casaravillaet al, 2003) ou encore chez un protozoaire

Toxoplasma gondiiStwora-Wojczyket al, 2004).

Ce sont des enzymes membranaires de type |l qtilecalisées dans les différents
sous-compartiments de l'appareil de Golgi (Schweige al, 1994). Si les enzymes
ppGalNAc-T1, T2 et T9 sont exprimées de facon asféguitaire, les enzymes ppGalNAc-
T3, T6, T7, T10, T13 et T1l4 sont distribuées de igran organo-spécifique et sont
respectivement retrouvées dans le pancréas etestisules, les tumeurs mammaires, le
placenta et le tractus digestif, I'intestin et msires, le cerveau et enfin les reins. Chaque
enzyme possede des caractéristiques cinétiquesspeesficites d'expression tissulaire, des
spécificités de substrat qui lui sont propres. Cpesir cette raison qu’il est tres difficile de
déterminer une séquence consensus peptidiqgue szdperde |a@D-glycosylation. Cependant,

il est a noter un fort taux d’homologie dans la e peptidique de cette famille

d’enzymesElles sont toutes constituées d’'une extréiitérminale assez courte ancrée dans
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le cytoplasme, d’une portion transmembranaire hgldobe comptant environ 20 aminoacides
(TM), d’'une région tige variant de 20 a 60 résidiche en Pro et Gly, d'un domaine
catalytique constitué de 2 sous-domaines (un n@fifl et un Gal/GalNAcT, deux zones
présentant de fortes homologies de séquence aaatres glycosyltransférases), puis d’'une
partie lectineC-terminale d'environ 130 aminoacides composéedie $ous-unitéso(3 ety),
domaine unique aux ppGalNActransférases et prasedés homologies de séquence et de
structure avec la lectine de la ricine (Imbegtyal, 1997, Kapitonov et Yu, 1999, Tenmed
al., 2002). Les données structurales concernant I8sIpAc-Ts, et de maniere plus générale
les glycosyltransférases, sont rares du fait de demplexité et des nombreux problémes
rencontrés tels que solubilité, protéolyse et clitfié de cristallisation. Cependant, les
transférases ppGalNAc-T1, T2 et T10 ont récemmintiéstallisées (Fritet al, 2004, Fritz

et al, 2006, Kubotaet al, 2006). Les données recueillies n'apportent pasaeveaux
éléments concernant la conformation du substrahelondans le site actif mais confirment

I’'hnomologie de structure des domaines lectines aeéd de la ricine.

Le transfert de GalNAc, qui a lieu le plus souvemt les coudeB de la structure secondaire
des peptides accepteurs, semble dépendre de Bgsbiité » du site de glycosylation par la
transférase plutét que d'une éventuelle séquentgensus. La disponibilité des différentes
ppGalNAc-Ts est un critere déterminant dans la meesuwl ces enzymes sont organo-
spécifiques et montrent une sélectivité vis a s sites glycosylables. Prenons I'exemple de
MUC1 (20-mer) dont la séquence représentée figureoBtient 5 sites potentiels de

glycosylation (3 Tet25S).

GVISAPDTRPAPGETAPPAH

o

T2

Figure 5. Représentation de la séquencetmique de MUCL et de la spécificité de divel
ppGalNAc-Ts vis-a-vis de ce peptide

Wandall et Hanisch ont montré que la ppGalNAc-T&fgne glycosyler la Thr du motif
VTSA mais est aussi capable de glycosyler les résSéuset Thr de GTA (Wandall et al,
1997, Hanisctet al, 1999). La ppGalNAc-T2 quant a elle, transfersudere plus rapidement

sur la thréonine de @3\ alors que celle du motif WSA est un moins bon substrat. La Ser
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de la séquence \&A et la Thr dans PDR ne peuvent pas étre glycosylées par ces deux
enzymes. La glycosylation extensive de ces postiest possiblement catalysée par une
troisieme enzyme, la ppGalNAc-T4 qui ressemble @pl@alNAc-T7 dans sa dépendance aux
résidus GalNAc déja greffés au peptide (Beneed#tl, 1998, Hanisch, 2001).

Ces observations confirment I'hypothése d’'un pregsséquentiel, les enzymes glycosylant
de maniere préférentielle les peptides nus sontlgansférases précoces » qui sont les
premieres a rencontrer la protéine apres sa tradu@ennettet al, 1998). Viennent ensuite
les autres transférases qui acceptent plus faailedes peptides déja glycosylés dans leur site
actif (figure 6). Les isoformes ppGalNAc-T1, -T2-et

T5 (transférases précoces) montrent une forte

préférence pour les substrats non-glycosylés ou

Transférases précoces

GalNAcT-1, -T-2, -T-5 , .
< e monoglycosylés alors que les isoformes ppGalNAc-T3
-] ® ®

L |

et -T4 (transférases intermédiaires) acceptent plus

Transférases intermédiaires

pPGAINACTS3, <Tod facilement des peptides mono ou di-glycosylés avec

une faible activité pour les accepteurs portantstro

oo a8 ]
ga o e

GalNAc. La ppGalNAc-T10 s’est révélée tres efficace

Transférases tardives

ppGaINACT-10

» - E ®
s Joll 38
€8s 8 oo
g i

# = GalNAc

1# =Sucres additionnels

Figure 6. Le processus ordoni
de Oglycosylation adapté c

avec les peptides tri et tétra-glycosylés, elle est

lunique enzyme qui a pu Vvéritablement étre
répertoriée dans les transférases tardives. Cestain
ppGalNAc-Ts ne font pour linstant pas l'objet de
nombreuses études du fait de la difficulté de les

produire en quantité suffisante. En ce qui concérae

Pratt et al., 2004.
transférases T1 et T2 dont la spécificité a étplls

étudiée, il s’avere que la présence de certaitea@minés dans la séquence environnant un
site potentiel favorise sa glycosylation (Gerlatral, 2004, Gerkeret al, 2006). De maniéere
générale, tous s’accordent a dire que la glycasylat lieu de facon préférentielle sur les sites
a proximité d’'un résidu proline et distants des ravacides chargés. Cependant, un autre
parametre a considérer et qui est en conflit awesc mrédictions basées sur la séquence
peptidique est I'influence de la conformation deligcoprotéine sur la qualité du substrat. La
plupart des protéines entrent dans le Golgi apxésr aadopté une conformation stable
(structures secondaires et tertiaires) et il esbrmable de penser que seules les Ser et Thr
accessibles seront glycosylées. Il a été montrdagupeptides qui forment une hél@esont

de mauvais substrats pdes ppGalNAc-Ts (O'Connell et Tabak, 1993) et umdte$ ou T

dont l'environnement en aminoacides serait faveradl la glycosylation ne doit pas
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nécessairement étre accessiinlevivo du fait de la structure tertiaire adoptée. Les esul
prédictions valables concernent les mucines quptshd une structure primaire hélicoidale de
type Il poly proline. Bien qu'il soit difficile d@rédire un profil de&O-glycosylation, il existe
tout de méme une panoplie de logiciels (comme ©OR#C 3.1 Server »,
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) permettale prévoir de maniére théorique les

sites qui pourraient étre glycosyleés.

Dans le prochain paragraphe, nous allons décrimutne exemple de biosynthese de glycanes
puisqu’il en sera question dans le travail de thésgagit de I'assemblage des antigénes du

groupe sanguin humain ABO(H) qui utilise égalendad transférases de type Leloir.

1.3.3. Biosynthése des antigenes du groupe sangéin

La découverte du systeme ABO en 1901 par Landsteinpermis d’expliquer pourquoi
certaines transfusions sanguines étaient courort@sscces alors que d'autres se terminaient

en tragiques accidents (hémolyse des érythrocyaasftises).

HO _-OH

G, . o HO _.0H
(8]
" acn| !P IHKX HO

Antigéne A
HO _.OH
%on GTA
HD = L
ML L o GTB
oH
Fuc(l-2)Gal-OR HD —~OH

I Y ]
| HyC 0
o IF\G“’?R\.:. NT o o 2
o o N HO
Antigéne B

Figure 7. Biosynthése des antigénes du groupe sanguineBA Etenzyme GTA humai
catalyse le transfert de GalNAc sur le précurseucfl1-2)Galz-OR pour former I'antigen
A Fuca(1-2)[GalNAar(1-3)]Gal-OR. La GTB catalyse le transfert de Gal pour gén
'antigéne B Fuca(l-2)[Gala(1-3)]GalfOR. R =résidu glucidique attaché a u
glycoprotéine ou un glycolipide (Seto et al., 1997)
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Ce systeme se définit par la présence ou non deamts A, B ou O a la surface des globules
rouges des individus et la présence ou non desoaps associés dans le sérum. Les antigenes
des groupes sanguins A et B représentés figurenZd&s oligosaccharides, présents sur la
membrane des globules rouges, et également séspétggorme soluble dans la salive. Leur
biosynthese est régie par les enzymes: N-acétgkgmdaminyltransférase et
galactosyltransférase codées par les génes depegréduet B respectivement, situés sur le
chromosome 9. L 'enzyme GTA utilise 'UDP-GalNAc yoconvertir le trisaccharide
accepteur H en antigene A (Tuppy et Staudenba@ég,Hearret al, 1968, Kobateaet al,
1968). Quatre acides aminés la différencient dezyene GTB qui transfére sur le méme
accepteur une unité galactose a partir d’UDP-Gat parmer I'antigéne B (Yamamotet al,

1990). Ceci témoigne de la spécificité catalytitpés fine de ces enzymes.

Nous venons de montrer que la biosynthése degstesaglycaniques était un processus a la
fois tres organisé mais aussi complexe faisantvater un grand nombre de partenaires. La
nature n’aurait pas mis au point une machinerisiqa@ntue pour I'élaboration de molécules

sans intérét ce qui laisse pressentir du role ardeis glycoconjugués Vvivo.

|.3. ROle des glycoconjugués in vivo

Les glycoconjugués ont une distribution ubiquéaat sont retrouvés aussi bien en
situation extracellulaire qu'en situation intragkllre. Les réactions de glycosylation
modifient les propriétés physico-chimiques d'uneotgine ou d'un lipide mais les
oligosaccharides représentent surtout des messaga®nt progressivement décodés et qui
interviennent dans de multiples fonctions (poumug\vOhtsubo et Marth, 2006). A l'intérieur
de la cellule, les glycoconjugués participent amadulation fonctionnelle de protéines
cytoplasmiques ou nucléaires, au controle de léocoration des glycoprotéines sécrétées, ou
bien encore ils contribuent a l'adressage de ghgtémes vers certains compartiments. A la
surface de la cellule, les glycoprotéines membrasailes protéines glypiées, les
protéoglycanes et les glycolipides constituent glggaux de reconnaissance permettant des
interactions intercellulaires. lls ont égalementrdile majeur dans la fonction, la destinée et la

durée de vie des glycoprotéines sécrétées.
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[.3.1. R6le de modulateurs chimiques et physico-ahiques

La présence de chaines glycaniques sur les pret@ifecte certaines de leur
propriétés telles que conformation, solubilité &tbgité (Lis et Sharon, 1993, Seitz, 2000,
Helenius et Aebi, 2004, Mitret al, 2006).

Les chaines glycaniques facilitent I'hydratatiors geotéines par rétention d’eau et
stabilisent la conformation tridimensionnelle de geotéine en réalisant des interactions
parfois nécessaires au repliement de la protéine da conformation active. En outre, les
sucres présentent une hydrophilie qui permet d’aungen la solubilité de la protéine dans les
milieux aqueux et évite dans certains cas la fdonatl’'agrégats insolubles. Nombre de
glycoprotéines, lorsqu’elles sont dépourvues de lgucres, ne sont plus correctement
secrétées. Les saccharides qui sont souvent eplrtmaniere homogeéene a la surface des
protéines constituent une véritable barriere ptdtecqui maintient la stabilité des protéines
et leur confere une résistance a la chaleur etttadjue protéolytique. On peut citer I'exemple
du facteur de stimulation des colonies du grandetymain (G-CSF), qui contient
glycane qui empéche la molécule de polymériser°&€ ¥t de se dénaturer a la chaleur (Oh-
edaet al, 1990). Il a été démontré aussi que la ch@sgycanique de ce facteur, de par sa
proximité vis-a-vis du résidu Cys-17, protége ceafystéine de I'oxydation radicalaire en
empéchant les radicaux libres d’attaquer le graupihydryle déprotoné (Hasegawa, 1993).
On peut aussi citer I'exemple des mucines qui saturellement hyper-glycosylées et
forment des réseaux enchevétrés composés de gelseuix et élastiques qui protegent et

lubrifient les membranes muqueuses qui les sedreten

[.3.2. Facteurs de transport et d’adressage

Il est maintenant bien connu que l'une des fonstides glycanes est de servir de
facteur d’adressage. D’ailleurs un grand nombr®dgycanes sont impliqués dans le trafic
intracellulaire des protéines au niveau de la mamdbapicale (Pottest al, 2006). Dans le
complexe Golgien, les protéines lysosomiales spétiiqguement marquées par des résidus
mannoses phosphorylés en position 6 (Man-6-P) (Gledsal, 2003) qui dirigent ces
protéines vers le lysosome par des lectines sgéesi ou récepteurs de Man-6-P (Kornfeld,
1992). Les glycoprotéines qui n‘ont pas cette éfigpu sont quant a elles secrétées ou
transportées sur la membrane plasmique. Un augm@e est celui des cellules sanguines

vieillies qui perdent leurs résidus d’acide siadicget sont ainsi reconnues puis détruites par les
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macrophages du foie et de la rate qui posseédent réespteurs membranaires aux

asialoglycoprotéines (Ashwell et Morell, 1974).

1.3.3. Processus biologiques

Les glycanes

interagissent de maniére tres speéeifiqvec

les récepteurs

physiologiques et jouent de ce fait un rble prégoadt dans un grand nombre de processus

biologiques (Varki, 1993).

lIs se lient notammene@ des protéines spécifiques de la

reconnaissance des sucres appelées lectines maisnpegalement interagir avec d’autres

structures saccharidiques pour induire par exeagseaépulsions inter-cellulaires (figure 8).
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Figure 8. Fonction des glycanes dans les mécanismes dedlsll@Ohtsubo et Marth, 2006).

Plusieurs études ont montré que les glycanes jpaignit a I'adhésion cellulaire lors

de phénoménes variés tels que la fécondationetation microbe-héte ou encore lors d’'une
infection virale (Miller et al, 1992, Hooper et Gordon, 2001, Sullivahal, 2005). Lors

d’'une inflammation par exemple, les leukocytes samtenés jusqu’au tissu infecté qui

relargue des cytokines. Ces derniéres vont stimiggpression de deux protéines :

les

sélectines E et P qui reconnaissent le tétrasddehslcex et ses dérivés sulfatés présents a la

surface des leukocytes et vont favoriser l'adhésdmn ces derniers sur les cellules

endothéliales endommageées (Lowe, 2003).

29



GENERALITES

Le peptide MUC2 qui est une mucine hyper-glycosytgervient dans I’hnoméostasie
intestinale (Velcicket al, 2002). Le role de récepteur qu'on a longtempibatt aux GSL est
controversé mis a part quelques exemples commlie €@nnu pour étre le récepteur d’'une
toxine du choléra (Van Heyningen, 1974). Récemmiestétudes ont montré que les GSL
agissent plutdt comme récepteurs auxiliaires dacsité biologique de certaines protéines
(Rusnatiet al, 2002).

1.3.4. Structures glycaniques et maladies

Nous avons vu précédemment que les enzymes impBgdans la biosynthése des
oligosaccharides représentaient une part consigédabgénome humain. Bien que certaines
mutations de ces génes semblent n’avoir aucuneegaesace pathologique, probablement du
a un large recouvrement de la spécificité de sabstrtre diverses enzymes, la perte d’autres
genes se révele catastrophique, conduisant lesplugent a des syndromes léthaux.

Par exemple, des mutations du g&iAT9 un géne encodant une sialyltransférase
impliquée dans la synthése du ganglioside GM3 (MeGaAl-Glc-céramide), sont a l'origine
de syndromes épileptiques et de cécité (Simpsal, 2004). C’est le premier cas connu de
pathologie issue d’un dysfonctionnement dans laymithese de GSL alors que les syndromes
causés par une déficience en enzymes impliquées ldaségradation lysosomale des GSL
sont plus communs (maladie de Tay-Sachs, maladi&addhoff et de Fabry, Schuegéeal,
1999).

Le cancer est une autre illustration des conségsed@amatiques que peut avoir une
anomalie dans la glycosylation. Dans les celluscéreuses, la glycosylation des mucines
attachées a la membrane peut étre altérée. C'esadede MUCL, une glycoprotéine
transmembranaire, exprimée en position apicalecd#isles épithéliales. ldentifiée pour la
premiere fois dans le lait maternel (Shimizu et “daohi, 1982), c’est la premiere mucine
dont le géene a été séquenceé (Gendteal, 1990, Lanet al, 1990, Ligtenberget al, 1990,
Wreschneret al, 1990). Le domaine extracellulaire contient le dome VNTR dont la
séquence, constituée de 20 acides aminés "PPAHGVDIRPAPGSTA", peut étre répétee
de 25 a 125 fois.

Dans les tumeurs humaines d'origine épithéliale,ilkst sur-exprimé dans des

formes O-glycaniques tronquées et sous glycosylées et [amlaésation de la cellule
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cancéreuse entraine une répartition homogene de IMJ@ surface cellulaire (figure 9).

Cette aberration dans la structure glycanique @Kpliquer par un changement dans
I'expression des différentes glycosyltransférasesard la progression du cancer. En
particulier, les sialyltransférases qui stoppegtohgation de la chaine voient leur activité

augmentée, ce qui expliquerait la présence de ®troaquées.
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Figure 9. Représentation schématique de I'expression de Muians les cellule
épithéliales saines et les cellules épithélialesdrales.

Les structures glycaniques sont les facteurs majel@ la reconnaissance cellulaire et
remplissent des fonctions vitales pour notre ogaei En outre, il semblerait qu'une

anomalie dans la structure oligosaccharidiquessivent a I'origine de maladies infectieuses
et auto-immunes. Bien que la compréhension que awvoss des fonctions biologiques des
glucides soit encore trés restreinte, les décoeseréalisées au cours de ces dernieres

décennies laissent entrevoir les applications pieiées des glycoconjugués.
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. DE ETUDE FONCTIONNELLE DES GLYCANES AUX
APPLICATIONS THERAPEUTIQUES

Tous les processus faisant intervenir d'une mana@red’'une autre les glycanes
représentent des cibles thérapeutiques potentiefldes médicaments a base de glucides ne
cessent de bourgeonner dans l'industrie pharmageutiShriveret al, 2004, Gorniket al,
2006). Les développements récents en glycobiolegitacilitant I'analyse et la synthese des
oligosaccharides n’ont fait qu'accroitre ce phénoenét de nombreux composés glucidiques
sont d’ores et déja en essais cliniques. Les dasaiancernés sont le domaine thérapeutique
mais également l'alimentaire et la cosmétique tdesioactifs biocompatibles témoignent du
succes croissant de I'emploi des carbohydratess Mailisation des sucres pour améliorer
notre quotidien et nos conditions de vies n'est pasivelle : I'héparine, une chaine
oligosaccharidique anti-coagulante, est utilisépude 1930 pour empécher la formation de

caillots de sang.

Nous l'avons vu précédemment, ce sont les conmaiesaprogressives que nous
avons de la fonction biologique des structures aligques qui permettent de trouver des
applications potentielles. Il faut donc dans unnpeg temps, identifier les glycoconjugués
bioactifs in vivo, déterminer leur structure et les caractériséntdrét est ensuite de
reproduire de maniére synthétique la molécule omdins de s’en approcher le plus possible
afin de disposer de mimes ou de modeles pour pougsiétudier et/ou les utiliser en
thérapie. L'étude de ces mimes et de leurs conségsebiologiques permet par la suite
d’optimiser la molécule dans le cadre par exemplédaboration d’'un vaccin anti-cancéreux
(figure 10).
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Figure 10.Les divers domaines d’applications possibles dgsogonjugués synthétiques.
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Cependant, la complexité des glucides ne permettqgeurs de produire les molécules
bioactives. Par exemple, pendant plusieurs anraespciété Amgen a commercialisé un
médicament contre I'anémie, I'érythropoiétine, ethit 80% de sa production a cause d’'une
glycosylation inadéquate qui conduisait a une destn rapide du produih vivo. Grace aux

nouvelles méthodes de synthése, deux sucres omtgamment étre ajoutés a I'ancien
médicament le rapprochant ainsi de sa structuraurelt. Cette nouvelle version

médicamenteuse a une durée de vie dans le sangobgaplus longue ce qui nécessite des

prises moins fréquentes (Maeder, 2002).

Cela fait maintenant 100 ans que les premiéreatteas visant a stimuler le systéme
immunitaire pour éradiquer le développement desaran ont été entreprises. Depuis, deux
approches se sont développées : I'immunothéragieeacherchant a stimuler le systeme
immunitaire et 'immunothérapie passive fondée Knjection d’anticorps ou de cellules
activéesin vitro. L'immunothérapie active consiste a présenteryamtesne immunitaire des
antigenes tumoraux synthétiques, ceci afin de #imune réponse immunitaire spécifique
contre une cible tumorale. On peut alors induire vEponse immunitaire en stimulant la
prolifération de lymphocytes T cytotoxiques ou alarduire la production d’anticorps. Les
formes glycosylées plus ou moins courtes retrouadassurface des cellules cancéreuses font
apparaitre de nouveaux épitopes antigéniques denillis communs sont représentés figure
11. Par exemple, l'altération caractérisée par absence totale d’élongation du résidu
GalNAc fixé au polypeptide a recu le nom d’antigdimre Cet antigéne peut éventuellement
étre sialylé pour former I'antigene sialyl-Tna @-6 sialylation). Ces antigénes ont été
identifiés comme marqueurs de la malignité d’'unkulee notamment dans les cancers du
colon, du sein et de I'ovaire (Springer, 1984, Tashiet al, 1988). Leur expression limitée
sur les tissus normaux en font de véritables cilgesr I'immunothérapie du cancer
(MacLeanet al, 1996). Combinés a la forme tumorale MUCL1, ellssagonsidérée comme
cible potentielle pour 'immunothérapie antitumerales glycopeptides synthétiques ainsi
formés offrent de nombreuses possibilités poudésign et I'élaboration d’un vaccin efficace
(Syrigos et al, 1999, Taylor-Papadimitrioet al, 1999, Balduset al, 2004, Acres et
Limacher, 2005, Hanisch et Ninkovic, 2006).
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Figure 11 : Chaines O-glycaniques des mucines dans les cetluiesrales, d’aprés Hanisch et
al., 1996.

Nous avons évoqué longuement les glycopeptided esr sera question dans le travail de
thése mais ce ne sont pas les seules moléculastipthéenent utilisables dans une thérapie
anti-canceéreuse comme illustré tableau Ill. Lesgtiasides ont également prouvé leur

efficacité en terme d’antigénicité et certains tfereux sont d’ores et déja utilisés en essais

cliniques.

Tumor Antigens”
Melanoma GM2, GD2, GD3
Neuroblastoma GM2, GD2, GD3, polysialic acid
Sarcoma GM2, GD2, GD3
B cell lymphoma GM2, GD2

GM2, fucosyl GM]1. polysialic acid,

Small-cell lung cancer globo H. sialyl Le®
Breast GM2, globo H. L&', TF
Prostate GM?2, Tn, sTn. TF. Le¥
Colon GM2, Tn. sTn. TF. sialyl Le®, Le¥
Ovary GM2, globo H. sTn, TF. Le¥
Stomach GM2, Le”, Le®, sialyl Le®

Tableau lll. Epitopes antigéniques pour la construction de iraemti-cancéreux, d’'apre
Livingston et al., 2000a. Antigenes présents sur au moins 50% des eslichncéreuse
chez au moins 60% des biopsies.
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Une autre application des glucides consiste asatildes mimes de saccharides naturels
comme inhibiteurs ou agonistes de glycoenzymesi. fizese par des études préliminaires du
mécanisme d’action de ces enzymes ainsi que pategign moléculaire du substrat. Par
exemple, le virus de la grippe entre dans les lesllan se fixant sur un sucre (acide sialique)
présent sur les glycoprotéines de surface. Celigoh au sucre permet en quelque sorte de
tourner une clé et d’ouvrir une porte au virus gt alors pénétrer dans les cellules et de se
répliquer. Quand les nouveaux virus formés soderia cellule ils peuvent étre captés par ce
méme sucre et doivent recruter une enzyme (neuidasi) S’ils veulent se libérer. Deux
produits actuellement sur le marché, le Tamiflu®eftamivir)et le Relenza® (zanamivir),
raccourcissent la durée de la grippe en se fixastfortement au site actif de cette enzyme,
'empéchant ainsi de libérer le virus qui aura fldu mal a infecter d’autres cellules
(Moscona, 2005).

Conscients de l'importance des glucides dans |l#&dammaine et les maladies, un nombre
croissant de chercheurs ont depuis peu rassemhbl§ Iefforts pour tenter de mieux

comprendre les détails de la structure et de Vaétides glycoconjugués afin de pouvoir
transférer ces découvertes a de nouveaux agen@apéudiques. Parmi les domaines qui
restent encore tres peu exploréiglycosylation prend une place importante d’une par

sa complexité et d’autre part par I'étendue destid@as de glycosylation dont elle fait I'objet.

35



GENERALITES

. LA O-GLYCOSYLATION : UN DOMAINE A EXPLORER

Il apparait clairement que les connaissances aeg|@sr laN-glycosylation tant du
point de vue structural que fonctionnel ont de ldépassé celles de @glycosylation qui
reste aujourd’hui peu exploitée faute d'outils grenfints. Pour ledl-glycanes, I'existence
d’'une séquence consensus bien définie facilite deeldppement de techniques d’étude
(mutation des aminoacides de cette séguence carssatlivage enzymatique des complexes
N-glycaniques...). Pour |®-glycosylation, ceci n’est pas réalisable. Ceriegxiste une
enzyme capable de couper la chalglycanique mais sa spécificité est restreinte a la
structure glycaniqugGal(1,3pGalNAc-1-Ser/Thr (Kobata, 1979) et ne permet doas p
d’étudier I'ensemble de®-glycanes. Dans une autre approche, des cellulisietdes en
UDP-GIcNAc épimérase ont été utilisées afin d’étude role de-glycanes liés aux LDL
(Kozarsky et al, 1988). Cette approche permet de déterminer ke fdhctionnel degO-

glycanes mais n’apporte aucun élément sur les nmgFoas réactionnels mis en jeu.

La découverte d'un inhibiteur efficace de @aglycosylation par analogie a la
tunicamycine pour laN-glycosylation faciliterait grandement I'étude d@sglycanes et
permettrait le développement de nouvelles stratétdiérapeutiques (Bertozzi et Kiessling,
2001). De méme, la production de glycopeptides h&titues en quantité importante
permettrait d'étudier les propriétés de ces moddaual vitro et in vivo. Ce chapitre vise a
montrer les différentes approches qui sont dévéeppa I'heure actuelle pour étudier le

phénomene d@-glycosylation.

[11.1. Recherche d'un inhibiteur

La tunicamycine est un inhibiteur puissant de Neglycosylation. Ce type de
glycosylation requiert des intermédiaires consfitd® mono- et d'oligosaccharides liés au
dolichol phosphate. Ce lipide, inséré dans la mamdrplasmique, est relié par un
groupement phosphate au précurseur glucidique dealime glycanique qui va étre liéen
Lors de la biosynthese des glycoprotéines, lorsquolypeptide portant la séquence
consensus dé&l-glycosylation entre dans la lumiére du RE, uneyer& spécifique vient
décrocher la chaine glycanique du dolichol phospleatla greffer sur le résidu Asn de la
séquence peptidique consensus. La tunicamycineviené lors de la premiére étape de la

synthese du dolichol-PPGIcNAc, inhibant ainsi larnfation de cet intermédiaire
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liposaccharidique (Elbein, 1987a, Elbein, 1987ba découverte d'une telle molécule a
révolutionné les connaissances que nous avionkesbglycoprotéines et reste aujourd'hui

un outil de choix pour I'étude dbkglycanes.

Cependant, il n’existe a ce jour aucune moléculead@cabit pour étudier @-glycosylation.

Le challenge serait de trouver une petite molémhébitrice de la premiere étape deOa
glycosylation. Bien sdr, maintes molécules onts§téthétisées dans cet objectif. Pour ne pas
s’étendre a un nombre trop important de moléculesis nous attacherons uniqguement a
décrire celles relatives a l'inhibition des ppGaliNtkansférases donc ataglycosylation de
type mucine. En d’autres termes, le candidat idérdit un analogue d’'UDP-GalNAc qui soit
inhibiteur de I'enzyme. Des étudessilico ont été réalisées dans notre laboratoire avec la
ppGalNAc-T1 bovine (Duclogt al, 2004). Un modele du site de reconnaissance d@PFU
GalNAc de I'enzyme a été construit dans lequel PUBaINAC et I'ion cofacteur M ont été
fixés (Figure 12). Dans ce modéle, 'UDP-GalNAc@edaune conformation ou le GalNAc se
retrouve en dessous des phosphates et maintenuudansonformation spéciale via des
liaisons hydrogenes avec le résidu Arg193 et diesdations hydrophobes avec deux résidus
leucines. D'autre part, le ribose est lié a I'erewia des liaisons faibles de Van Der Waals.
L'uracile est en interaction avec un tryptophandogne une liaison hydrogene avec une
asparagine. Ce modéle moléculaire du site de éirate 'UDP-GalNAc construit d'apres les
homologies structurales observées avec d'autrescogyjtransférases de structure
tridimensionnelle connue et testé par mutagénésigédi indique qu’'un groupement
hydroxyle (en C-3) et le CO du groupement N-acétideGalNAc sont impliqués dans la
reconnaissance du substrat et que les distancasagépe GalNAc et le site actif sont trés

faibles.

Figure 12 Représentation du modéle moléculaire du sitexaéidn de 'UDP-GalNAc par la
ppGalNAcT1 bovine en présence du substrat et dacafr Mif* (Duclos et al., 2004).
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En 2004, Fritzet al ont reporté la structure cristallographique desnaioes
catalytique et lectine de l'isozyme ppGalNAc-T1.IMaireusement, ils n'ont pas réussi a
cristalliser I'enzyme en présence de substrats,I'smuMn?* étant présent dans la structure,
méme si le cristal avait été formé en présence BYEaINAc. Par conséquent, ces données
cristallographiques n'apportent pas d'informatisnpplémentaires sur la reconnaissance du
substrat accepteur et le mécanisme catalytiqueé€etc démontre une fois de plus l'intérét
de disposer d'un inhibiteur de ces enzymes carisséaltisation serait alors beaucoup plus
informative et permettrait d’avoir des informaticsis le mécanisme réactionnel. Cette méme
équipe a publié des données cristallographiquedivets a la ppGalNAc-T2 dans laquelle
'enzyme a pu cette fois étre complexée avec unige@ccepteur et 'UDP, mais toujours
pas I'UDP-GalNAc (Fritzet al, 2006). Une autre enzyme, la ppGalNAc-T10, a alissi été
cristallisée, en complexe avec 'UDP, le GalNAd¢ien divalent (Kubotaet al, 2006). Une
information significative y a été apportée gracea présence dans le cristal d'UDP et de
GalNAc provenant de I'hydrolyse, durant la crissalion, de 'UDP-GalNAc introduit. La
partie GalNAc est stabilisée dans la poche catplgtipar 8 liaisons hydrogénes avec la
protéine ainsi que par une interaction entréHAcétyle, une histidine et une glycine, ces
interactions marquant la spécificité de I'enzymerpJDP-GalNAc. Il s'agit en fait de la
chaine principale d'un résidu Gly qui reconnaitgieupement carbonyle du GalNAc en
position 2 et le noyau imidazole du résidu His sfabilise le groupement méthyle. La encore,
tout comme dans le modele moléculaire on retrouwedine stabilisée par des liaisons
hydrogenes mais eégalement par des liaisons faildlégpe Van der Waals ou hydrophobe. Le
résidu Glu du motif WGGE, motif particulierementnservé dans la famille des ppGalNAc-
Ts, joue un role crucial dans la reconnaissanceGaiNAc en interagissant avec les
groupements hydroxyles en C4 et C6.

Afin de trouver un inhibiteur efficace qui permattrde disposer de I'enzyme cristallisée dans
sa conformation active, de nombreux chercheurssgnthétisé des molécules dérivées de
'UDP-GalNAc. Nous nous intéresserons uniquementraodifications apportées a la partie
saccharidique. Ces modifications sont diversesmternent majoritairement la chaine en C-2
mais on voit également des changements de groupegidnnels en C-3, C-4 et C-6
(figurel3).
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Parfois méme, les analogues ont une structureétoignée de celle de 'UDP-GalNAc : les

molécules (1, 2 et 3) synthétisées dans I'équip€ dBertozzi sont par exemple de bons

inhibiteurs des ppGalNAc-Ts (figure 14).
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Figure 14.Structures des inhibiteurs développés par I'équipeéC. BertozziHang et al.,

2004b).
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Le tableau IV rassemble les rendements de synthiase que les données enzymologiques

publiées sur les analogues de 'UDP-GalNAc envensplGalNAc-T1. Malheureusement, les

rendements faibles de synthése ainsi que les uliffie rencontrées lors de la purification des

produits ne permettent pas, dans la majorité desdeatester les molécules sur les enzymes.

De maniere générale, la synthése des UDP-sucnegrsoréalisée par voie chimique, s’avere

difficile avec des rendements ne dépassant pas 8&u¥pour le cas des molécules 1 et 2 qui

sont aisément obtenues en une étape a partirldéHiade 3 commercial. Ces rendements de

synthese pourraient étre nettement ameliorés amt ageours a la synthese enzymatique. Les

dérivésO-méthylés ne sont pas donneurs et se sont révékgl€ mauvais inhibiteurs de
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I'enzyme ppGalNAc-T1. Le dérivé @Me montre une inhibition comparable a celle de
I'UDP-GICNAC.

Référence Modification  Rdmt (%) Méthode Ki (uM) IC50 (uUM)
C3-OMe 16 - 300
Buscaet al, 2003 C4-OMe 9 chimique - 750
C6-OMe 5 - 750
Analogue 1 65 - 7,8 21
) chimique
Hanget al, 2004b, figure 12 Analogue 2 67 7.8 24
Analogue 3 a a 34,3 nd
Fenget al, 2004 C4-F 18 enzymatique - nd
Schéfer et Thiem, 2000 C1 spacer <13 chimiqye - nd
_ ) C2-Et sl chimique .
Lazarevic et Thiem, 2002 C2-Pr 32 Produits impurs :
(Khorana)
C2-CHBr 30 Reste UPPU
Hanget al, 2004a C2-azido 23 chimique 7,68 nd
Busca et Martin, 2004 C2-CF3 29 chimique 200-37d0 nd

Tableau IV. Rendements de synthése et évaluation biologigsieléievés analogues d’UDP-
GalNAc . a. vendu par SIGMA-ALDRICH, méthode etleement de synthese non indiqués.

Ces résultats indiqguent que les positions aux cedo3, 4 et 6 ne permettent pas
l'introduction de groupements volumineux ou encgue les groupements hydroxyles sont
nécessaires a la reconnaissance du substrat garmation de liaisons hydrogéenes. Plus
particulierement le OH en C-4 et le groupemisricétyle doivent étre fortement impliqués
dans la reconnaissance puisque ni I'UDP-GIcNAdUDP-Gal ne sont reconnus comme
substrats (Wandadt al, 1997).

Des résultats préliminaires concernanOkglycosylation ont pu étre obtenus avec la
molécule inhibitrice 1 de la figure 12 (Harey al, 2004b): des lignées cellulaires de
fibroblaste d'embryon de souris incubées en préselac I'inhibiteur montrent que 1®-
glycosylation a la surface cellulaire est considkEmment réduite, et qu’'un phénomene
d’apoptose apparait rapidement. Une surexpressodifterentes ppGalNAc-Ts restaure la
O-glycosylation de surface et empéche l'apoptosee Culture d’organes (mandibules de
I'embryon) en présence de l'inhibiteur conduit & dealformations. Tout ceci suggere que la
O-glycosylation de type mucine est nécessaire aeldpgement et que les ppGalNAc-Ts
jouent un role dans la régulation de I'apoptoseariEt al, 2004). D'autres études d'inhibition

de laO-glycosylation ont été réalisées avec des moléalbes la structure est plus éloignée
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de celle de 'UDP-GalNAc. Par exemple, le compos#NBc-O-Bn et ses dérivés sont de
bons inhibiteurs compétitifs de la liaison glycagice GalNA®-Ser/Thr. Contrairement a ce
qgue I'on aurait pu attendre, ces dérivés n'agigsanten tant qu'inhibiteurs de I'addition des
résidus GalNAc aux Ser et Thr mais ils sont detaBles inhibiteurs de la glycosylation
périphérique et particulierement de I'élongation ldmtigene T (Gf1l-3GalNAc). Les
résultats ont montré que dans certaines lignéespservait une accumulation de complexes
oligosaccharidiques contenant le monosaccharid®&&alD-Bn. Ces informations ont pu
mettre en évidence le rble d@sglycanes notamment dans la sécrétion des mucirdzss le

meécanisme d’action des enzymes lysosomiales.

Les molécules inhibitrices analogues d’'UDP-GalNAwipaient également étre utiliséies
vitro en présence de ppGalNAc-Ts pour réaliser de la-SWR. Cette technique permet de
déterminer de maniére qualitative les groupemeaigtionnels du substrat qui sont en
interaction directe avec le site actif de la pr¢€iCette méthode a été par exemple employée
pour déterminer la conformation adoptée par 'UD&-@ans le site actif de I'enzynfiel,4-
Galactosyltransférase (Biet et Peters, 2001, Jiestahai et al, 2004).

Pour conclure, l'utilisation d’inhibiteurs de @&-glycosylation permet d’obtenir bon nombre
d’'informations sur les conséquences d'une aberratians la glycosylation. Elle permet
eégalement de préciser les interactions « substoag¢ipe » ce qui pourra mener a long terme a
I'élucidation du mécanisme de transfert de GalNNéanmoins cet outil ne permet pas la
caractérisation des voies normales de biosyntlifsecontre, I'idée de présenter a la cellule
une molécule voisine de 'UDP-GalNAc et dont le msaccharide modifié pourrait étre
incorporé aux protéines de la méme maniere quer@tde GalNAc, serait un moyen de

caractériser les voies de synthése empruimééso.

l11.2. Recherche d'un donneur

Afin d’étudier plus en détail les glycoprotéines e mucine, une meéthode de
marquage covalent de ces protéines spécifiques dédeloppée (Hanegt al, 2003). Cette
méthode repose sur l'utilisation d’'un analogue @Nac, le GalNAz qui une fois incorporé
dans les cellules est naturellement métabolisé ramgnt les mémes voies biosynthétiques
que le sucre naturel. Les études ont montré quamabgue était pris en charge par les
ppGalNAc-Ts lors de la glycosylation de type mucib&avantage d’un tel substrat est la
facilité de marguage via la ligation de Staudin@gure 15, Saxon et Bertozzi, 2000).
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Figure 15 . Incorporation et repérage du GalNAz (Saxon et Beaitd?000).

Les glycoprotéines portant la fonction azido (GatiNréagissent avec une phosphine portant
un Tag (FLAG). Ce dernier est reconnu par un amganti-FLAG porteur de I'enzyme HRP
(figure 16). Cette derniére enzyme catalyse la emion du substrat ABTS en un produit
coloré dont le maximum d’absorption se situe a AB0 La mesure de I'absorption a cette

longueur d’onde est directement proportionnell@ambre de GalNAz transférés.

Cette méthode a permis la détection de glycopresein
de type mucine dans une étudeez la souris. Les

glycoprotéines marquées ont pu étre repérées dans u

grand nombre de tissus comme le foie, les reins, le
coeur, dans le sérum et sur des splenocytes id@8s.
glycoprotéines des cellules B ont pu étre marquiees

0={ o=PPh;
HN-Yf:ﬂl maniere intense ce qui ne fut pas le cas pour les
o cellules T suggérant une différence dans le prosess
” de glycosylation. En outre, les cellules B ont e é
NeutrAvidin-coated plates sélectivement ciblées avec la sonde phosphine te qu

Figure 16. Détection du GalNAz est prometteur pour [lidentification future de

couplage a la phosphine glycoprotéines &D-glycanes qui seraient associées a
repérage du Tag FLAG pi . .
lenzyme HRP. certaines maladies (Dulet al, 2006).

L’utilisation de monosaccharides modifiés s’avéomdtres utile pour le ciblage de cellules
malignes. D’autre part, le Neu5Gc n’est pas unesanoodifié mais il joue le méme réle dans
le sens ou les humains ne peuvent pas produire wetécule et le reconnaissent comme du
non-soi. Il a été montré que ce sucre exogene tppous forme de glycoconjugués par
lalimentation  (protéines animales) atteint les ossmes via le chemin
pinocytique/endocytique et qu’il est relargué ssagorme libre dans le cytosol ou il est alors
disponible pour étre incorporé aux protéines. Lidage est que les cellules malignes et les
cellules T incorporent ce sucre beaucoup plus eapaht que les cellules saines faisant des
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glycoprotéines portant le Neu5Gc de véritables meues de la malignité des cellules. La
production d’anticorps consécutive a I'incorporatite Neu5Gc permet de tuer sélectivement
les cellules malades (Bardet al, 2005, Nguyeret al, 2005). Un autre travail tout aussi
remarquable utilise un analogue du monosaccharideN¥c portant une fonction thiol qui
se transforme dans les cellules en analogue d'aaligue portant une fonction thiol. En
incorporant ce sucre modifié aux protéines memlasade cellules, leurs propriétés
d’adhésion ainsi que leur morphologie s’en trouveatifiées (Sampathkumat al, 2006).

Les analogues de monosaccharides constituent deeaaxi outils pour étudier le role des
glycanes et contrdler les événements intra et @ditalaires. Une autre stratégie pour étudier
la O-glycosylation consiste a produire des glycopeptginthétiques. Ils sont d’'une part plus
facile @ manier et sont restreints a une partigighgpe minimale ce qui permet d’étudier le

réle de la chaine glycanique en s’affranchissastafiets dus a la glycoprotéine entiére.

[11.3. Utilisation de glycopeptides synthétiques

Les glycopeptides synthétiques facilitent la camasation des enzymes et sont des outils tres
utiles pour étudier les interactions protéine-chylaate (Grogaret al, 2002). lIs facilitent
par exemple la détermination de la spécificité destats des ppGalNAc-Ts ainsi que la
localisation des sites glycosylés (Goletzal, 1997). lls peuvent également servir de source
d’antigenes pour le systeme immunitaire (Hanisthal, 2003) : une variété d'antigenes
associés aux tumeurs sont d@sglycanes (Brockhausen, 1999) et I8sglycopeptides
synthétiques de type mucine constituent des optitentiels pour des vaccins antitumoraux
(Sameset al, 1997, Danishefsky et Allen, 2000).

Nous venons de voir les différentes approches dppékes pour étudier @-glycosylation.
Cela passe par la synthése de mimes glucidique$ sjabisse de glycopeptides, de
polysaccharides, ou bien de sondes (transférablesn) de glycoenzymes impliquées dans
la biosynthése des glycoconjugués. La syntheseslenanes est une étape limitante a I'étude

fonctionnelle des glycoconjugués.
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IV. SYNTHESE DE MIMES GLYCANIQUES

La difficulté majeure est d’obtenir des produitd qaient homogénes. Les glycoconjugués
sont exprimés naturellement sous forme d'un mélamgeglycoformes. Dans le cas des
glycoprotéines, ces glycoformes possedent le mé&mueleaite peptidique mais la nature et la
position des chaines glycaniques different. La dewiig et la grande hétérogéneéité des
glycoconjugués ne permet donc pas leur extractiparéir de sources naturelles. Plusieurs
méthodologies ont été développées pour synthé&esgicomposés glucidiques en quantités
suffisantes pour mener a bien des études biophgsigtibiochimiques. Pendant plus d’'une
trentaine d’années, la voie chimique s’est imposed faut reconnaitre que les avancées
réalisées au cours du dernier siecle ont été pgmdigs. Mais plus récemment, la simplicité
d’utilisation des enzymes a fait de la synthéseymatique, une méthode de choix pour la
production de glycoconjugués (Hanseh al, 2004, Guo et Shao, 2005, Murata et Usuli,
2006).

IV.1. Synthése par voie chimique

IV.1.1. Synthese des polysaccharides

Nous avons vu que les oligosaccharides se carsatérpar des motifs branchés. Chaque
monosaccharide possede plusieurs sites d'attachepossibles et la liaison glycosidique

entre deux unités saccharidiques peut prendre denfigurations. Ceci donne lieu a toutes
sortes de combinaisons possibles et bien que de péegres aient été réalisés dans la

synthese oligosaccharidique, certaines liaisonsdiffitiles a reconstituer.

La réaction de glycosylation consiste a former oétal en condensant deux sucres avec une
perte d’eau. La protection des groupements hydesxgst un challenge dans la synthése
oligosaccharidique. Des groupements protecteurs tmé@sistants, comme les éthers
benzyliques sont installés sur les positions ouhydroxyle libre devra figurer dans la
molécule finale déprotégée. En revanche, des gmepts esters dont la déprotection est
aisée sont utilisés pour masquer les hydroxylessquint exposés a un certain stade de la
synthese. Le groupement hydroxyle libéré peut émsaagir comme nucléophile sur l'autre
partenaire saccharidique contenant un groupe padata position méme ou le lien

glycosidique est souhaité. La figure 17 schémadtseéaction de glycosylation et donne

44



GENERALITES

quelques exemples de groupes partants courammeitisésut pour la synthése

oligosaccharidique.

a OPG

Activating ;-O PG OPG
agent

oFG OFG

LG = leaving group PG = protecting group -~ Glycosidic bond

b Examples of leaving groups

NH o
PO P
cl ~ ~ -\ OBu S
0 CClz OB
Chloride Trichloroacetimidate Phosphate Thioether

Figure 17.Réaction de glycosylation et exemple de différgrdapes partants possibles pour
cette réaction, adapté de Seeberger et Werz, 2005.

La formation de cette liaison résulte en deux farms&eréoisomériquesi (et ) dont la

proportion est contrdlée par les effets stériquds ehoix des conditions de réaction (solvant,
température...) (Seeberger et Werz, 2005). Les méthate contrdle actuelles de la
stéréochimie du centre anomeérique reposent siartecipation d’'une fonctionnalité sur le C2
comme un groupe protecteur ester. La formation éanoxonium intermédiaire protege une
des faces de la molécule conduisant ainsi excloswe a la formation de liens trans-

glycosidiques. Les liaisons cis-glycosidiques sphits difficiles a construire de maniere

spécifique car il n'y a pas de méthode équivalappticable.

En 1971, la synthése oligosaccharidique sur phaskes fait sa premiere apparition (Frechet
et Schuerch, 1971) utilisation de réactifs en excés permet de refdneaction complete, le

lavage aisé de la résine permet d’éliminer rapidenes impuretés et une seule étape de
purification est nécessaire aprés que l'oligosatdbasoit clivé du support. Conscients des
avantages procurés par cette méthode de syntlessecibntifigues ont rapidement cherché
avec succes a automatiser le processus (Kanentitsange, 2002). De telles méthodes de

syntheses sont également applicables a la syndeegigcopeptides.
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IV.1.2. Synthése des glycopeptides

Dans ce chapitre, nous pourrions traiter aussi deta synthese déé-glycanes que des-
glycanes. Cependant, étant donné que le projeh@ketest orienté sur @-glycosylation,
nous décrirons dans cette partie uniquement lesadés relatives a la synthése des
glycopeptides. L'un des développements les plusarguables concernant la chimie des
peptides est la synthése sur support solide (SiPR8Jluite par Merrifield (Merrifield, 1963).

Le développement de nouvelles résines, de nouvagarts de couplages et de nouveaux
groupes protecteurs ont augmenté l'efficacité dSP&PS. Cependant, celle-ci reste dans la
plupart des cas limitée a des peptides d’une cimqirze de résidus. L'étape délicate dans la
synthese chimique d’un glycopeptide est l'introdtuttdu résidu glucidique. Deux stratégies

de syntheses chimiques ont été développées corusieélfigure 18.

OH

Glycosylation
chimique
) @D — O
Penptide nu \ e

2) - Elongation du peptide / @ O séauence pentidiaue

Ser ou Thr glycosylée ~ Déprotection de l'aa @ saccharide

Figure 18.Schématisation des deux méthodes de synthéseydesayijugués.

La premiere méthode consiste a assembler le peptiiee dans un second temps a le
glycosyler par voie chimique ou enzymatique. Cepahda glycosylation chimique n'est que
tres rarement usitée du fait de la difficulté dawit une liaisonO-glycosidique qui soit
stéréosélective. L'utilisation d’enzymes est préséa dans ce cas et ces outils biologiques
particulierement bien adaptés a la formation desdizs spécifiques feront I'objet de la

prochaine partie.

La seconde approche repose sur une glycosylatiéalgle des Ser et Thr. Les « building
blocks » ainsi obtenus sont dans la majorité despcatégés puis incorporés au squelette
peptidique lors de son élongation. Pour cette nuethbétape limitante est la préparation du

synthon glycosylé. Dans le cas de glycopeptidesyge mucine, le premier monomere
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saccharidique fixé sur les résidus est le GalNAe.sinthon le plus simple nécessaire a la
synthese de tels glycopeptides est donc le synBesfThre-GalNAc protégé (Arsequell et
Valencia, 1997, Herzneat al, 2000). La méthode couramment utilisée pour len&dion de
la liaisona-O-glycosidigue du synthon Ser/ThrGalNAc est celle développée par Paulsen et
ses collaborateurs (Paulseh al, 1995). Ceux-ci ont introduit l'utilisation de dogurs de
glycosyles, tels que les halogénures de glycosylessédant une fonction azidos{Non
participante en position 2, permettant la formatmajoritaire de la liaisom. Ce composé,
facilement accessible par une réaction d’azidammnaLemieux et Ratcliffe, 1979) a permis
la glycosylation d’'une thréonine et d’'une sérinet@gées (Schéma 1). Deux voies différentes
de synthése (A et B) ont été comparées a partipdehuits issus de I'azidonitration (Liet
al., 2005b). La méthode A est sans conteste cellevaégier puisque les synthons 13 (Ser
glycosylée) et 14 (Thr glycosylée) sont obtenudreis étapes avec des rendements doubles

(voire triples pour la sérine) de ceux obtenusipaoie B.

OAc 'D‘AC (819 OAc

Aco
42%
m\ e AN N
ONO2 Ac{} * Ac0)

omo 5 Mo

l

Azidonitration Reaction Proeducts

OA 82%
: {DAC aQ OAc “/A 3\4\13% OAc opc
Ny 0% _,OA::D OAc _OAc - ---_i__-a-rﬂ
3 - AcO) N
[} N 7 3
\ 3 N
Br 3 27%
13 Fmoc-Ser-OPf I 23% \
P gy 13/
[ ‘Smﬂ Bu 923;
50 !
AcO A Fmoe-Ser-OPfp —= Fmoc-Ser-OPfp
M
o 9 11

'Bu

| h
Fmoc-Thr-OPfp —— Fmoc-Thr-OPfp
10 95% 12

i
14 Fmoc-Thr-OPfp

Schéma 1Glycosylation de sérine et thréonine via deux ni#BA et B, d’apres Liu et al., 2005b.

Néanmoins, les rendements globaux restent faib8% pour la sérine et 10% pour la
thréonine ce qui fait de la préparation du synttlgaosylé, I'étape limitante dans la synthése
de glycopeptides d’autant plus que l'unité sacchiquie doit encore étre réduite puis acétylée
pour obtenir la fonction acétamido (AcNH).

Une fois que le synthon glycosylé est préparégitaste plus qu'a enchainer les aminoacides
pour obtenir le peptide final glycosylé. Etant déaiefficacité de la synthése en solution, la

stratégie visant a utiliser des synthons Thris&alNAc pour la synthése de glycopeptides a
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été plus tard appliguée en phase solide dont lastages pour la synthese de peptides sont
bien connus. La encore le challenge de la chimimmigue réside dans la déprotection du
sucre. Le lien glycosidique est labile en condgiacides (Kunz et Unversagt, 1988) et il faut
donc bien choisir le groupement protecteur poupa® avoir a utiliser des conditions trop
drastiques pour le retireDe méme, lors de conditions basiques trop fortgseut y avoirp-
élimination du sucre (Sjoliret al, 1996). La synthese de-glycanes de type mucine, est
généralement réalisée sur phase solide avec partdémoc/tBu. Durant I'élongation, les
fonctions alcools du glycosyle sont protégées doume d’ester par des fonctions acétyles.
Le synthon Fmoc-Thr/Sex{Ac,GalNAc)-OH est préparé selon le principe précédiemtst
aujourd’hui commercialisé mais a des prix prohibitiLe 7-mer Ac-Pro-[Thif-D-
GalNAC)]s-Pro-Leu-Lys-NH a récemment été synthétisé par cette méthodesehtama de
synthese est exposé figure 19 (eiual, 2005a).

Fmoc-PAL-PEG-PS

Automated
Synthesizar @9

H-Pro-Leu-Lys(Boc)-RPAL-PEG-PS

Thr' = -Thr{Acg-w-0-GalM g} ar -Thr(Bu)-
Thr¥ = -ThrjAcs-t-0-GalNAC)- or -Thr-
Thr* = -Thriee-o-GalNAc)- or -Thr-

Manual |
SPPS
. ou—

1
Fmoc-Pro-Thr -The'-Thr”-Pro-Leu-Lys{Boc)-PAL-PEG-PS
1. piperidine-DMF (1:4}, 20 min

| 2. AcyO-DMF (1:4), 20 min
Ac-Pro-Thr'-Thr'-Thr'-Pro-Leu-Lys(Boc)-PAL-PEG-PS

1. Heat AcSH, 2-3 days
2. TFA-HO (19:1), 2 h
3. RP-HPLC purification
'

Ac-Pro-Thr¥-Thr¥-Thr¥-Pro-Leu-Lys-NH.
1. NaCMe (1015 mM) In MeOH, 1-10 h
2. RP-HPLE purification

Ac-Pro-The-The*-Thr*-Pro-Leu-Lys-NH.
Figure 19.Processus de synthése d’'un peptide par voie cher(igu et al., 2005a).

On y voit notamment le nombre considérable d'étapésessaires a I'obtention du
glycopeptide et ceci illustre bien la complexitélaeynthése chimique méme lorsqu’il s’agit
de travailler avec des monosaccharides. Un rendetdee% (soit 8 mg de produit récupéré)
a éeté calculé par rapport a la substitution iretidé la résine, mais ceci est sans compter le

faible rendement de préparation de la thréonineoglylée.

L'avantage de la synthése chimique est l'obtemt@glycopeptides qui soient bien définis et
homogenes. Néanmoins, il s'agit d'une synthesealéli Seules les réactions de ligation

chimique qui présentent I'avantage d’étre réalis#ass des conditions douces et sélectives
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semblent compatibles avec la polyfonctionnalité peptides et des saccharides. Plusieurs
méthodes ont été développées pour utiliser laidigathimique pour la synthése de
glycopeptides (Buskas, 2006). Celles-ci consissait a fixer des mono-/oligo-saccharides
sur un peptide ou un glycopeptide (Peri et Nicd2€f)4), soit a assembler deux glycopeptides
afin d’obtenir une glycoprotéine de taille plus ion@ante. Dans les deux cas, la ligation
chimique nécessite la fonctionnalisation des deartepaires par deux groupes fonctionnels
spécifiguement réactifs. La ligation la plus simest réalisée entre un thioester (accepteur du
groupement acyle) et une cystéine en position Ni¢ela protéine. Le mécanisme débute par
une réaction déansthioestérification entre les deux partenaires, édrmtement suivie d'un
réarragement spontanné irréversible conduisantiai$mn amide native. La difficulté est de
synthétiser des glycopeptides présentant une fon¢hioester en N-ter. La stratégie Fmoc
qui est la méthode de choix pour la synthese chienige glycopeptides requiert une
déprotection en conditions basiques non compatiles la liaison thioester. La difficulté a
été contournée avec le développement de bras col@snsulfonamides qui permettent
I'assemblage du glycopeptide thioester par la igoenstandard au Fmoc. Le glycopeptide
fonctionnalisé est récupéré apres un processuslivEge de la résine en deux étapes.
Cependant, I'assemblage peptidique réalisé par 8RR& la taille du glycopeptide thioester
utilisé pour la ligation et par conséquent la ¢ade la protéine résultante. Une autre méthode
appelée "Expressed Protein Ligation" permet d'aobteles glycopeptidesa-thioester
recombinants possédant un grand nombre de résitkite méthode biochimique a été
utilisée au sein de mon équipe pour synthétisepeptide substrat du bioréacteur que j'ai
développé et fera donc l'objet d'une descriptiars plétaillée dans une autre partie de ce
manuscrit. Afin de pouvoir préparer des protéinestaille importante, il est également
possible de réaliser des ligations chimiques nstee tandem en protégeant le thiol de la
cystéine en N-ter avec un groupement orthogonal. grebléme de la ligation
thioester/cystéine est que le résidu cystéine sss#zapeu répandu (1.7 % de tous les résidus
protéiques) et qu'il est trés rare d’obtenir deggines possédant ce résidu en N-ter ftial,
2006a). Ainsi, d'autres groupements fonctionneld été utilisés pour la ligation. Par
exemple, la ligation de Staudinger dans laguell@zide et un phosphinothioester réagissent
pour former un amide permet de coupler de maniése ¢ propre » et avec des rendements
élevés divers peptides ou glycopeptides (&iwal, 2006b). Mais cette méthode n’élude pas
I'étape de synthése préalable de la thréonine glyée. C'est pourquoi une autre voie
s'impose, qui utilise des enzymes pour effectudtecétape de synthése. Néanmoins pour
I'utiliser, il faut disposer des nucléotides-su¢rasbstrats donneurs de glycosyle. Le prochain

chapitre vise a décrire les differentes méthodes pbtenir ces précurseurs.
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IV.1.3. Synthése de nucléotides-sucres

L’étude structurale et fonctionnelle des glycanasspe par une connaissance précise
des voies de biosynthése et des glycoenzymes inda@fy L'étude de la spécificité des
enzymes et de leur mécanisme peut s’effedtueitro a la condition de disposer des substrats
naturels ou éventuellement d’analogues en quaampipéopriée. Pour étudier les enzymes de
type Leloir, il s’agit de produire de maniére sygttque les UDP-sucres qui sont donneurs de
monosaccharide durant la réaction de glycosylatian fait est que la encore la synthése
chimique de ces petites molécules est freinée pdresoin de protection/déprotection et de

régioseélectivité qui rendent la production de ca®poses complexe et surtout colteuse.

Deux méthodes sont couramment utilisées. La premgensiste a faire réagir un
diphospho-nucléotide commercial sur un monosacdbarbnvenablement activé en position
anomerique. Ce processus dit de glycosylation wiratest cependant pas le plus efficace,
conduisant avec de faibles rendements a un méldiag@meéresa/3 inséparables par les
techniques classiques (Uchiyama et Hindsgaul, 19B8)seconde méthode implique la
formation du pont pyrophosphate central par cougp&gre un sucre-1-P et un monophospho-
nucléotide commercial (Moffat et Khorana, 1958, &@wic et Thiem, 2002). Elle est
notamment employée pour la synthése de nucléosideres de configuratiom (schéma 2).
L’étape préliminaire consiste a préparer le synteoare-1-P. En 1982, Shiba propose une
procédure applicable a tous les types de sucreompatible avec un grand nombre de
groupements protecteurs. Cette procédure reposkatiague de I'oxygene anomeérique sur
un phosphate activé comme le chlorure de dibenzgsphate. Il suffit ensuite de réaliser le
couplage avec le monophospho-nucléotide commepeédlablement activé sous forme de
phosphomorpholidate (Rosemeinal, 1961).
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Schéma 2Méthode classique de synthése d’'un UDP-sucre @iarchimique
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Méme si les rendements de couplage sont satistajdarbtention de 'UDP-sucre en
guantité importante est compromise par |'étape wdigation du produit. Il faut pouvoir se
débarrasser d’'un nombre important de sous-produ#avoir le sucre-1-P qui n'a pas réagi,
'UMP-morpholidate sous sa forme d'origine et s@asforme hydrolysée UMP et TUPPU

qui est le produit d’homo-couplage.

Dans I'ensemble, les faibles rendements alliésdiffigulté de synthése ne font pas de la voie
chimique un outil de choix pour la production éacmgue de complexes glucidiques. Face au
manque de méthodes directes pour accéder a descghjugués et molécules glucidiques

d’intérét biologique, la synthése chimio-enzymaticgest révélée comme alternative éludant
les problemes de stéréochimie et de protectiorsthéts.

IV.2. Synthese enzymatique

L’approche enzymatique consistant a glycosylerrgaction enzymatique le peptide ou les
oligosaccharides déja formés est une alternativagtéant de s’affranchir des difficultés liees
a la stéreosélectivité des liaisons glycosidiqoesiées et au grand nombre de fonctionnalités

présentes sur les unités saccharidiques (8bafy 2006).

IV.2.1. Glycosylation enzymatique d'oligosaccharidg de peptides et de protéines

Dans la partie I, nous avons vu que les enzymgmnssables de la biocatalyse de la
liaison glycosidique sont les glycosyltransféerase&®volution des techniques permet
aujourd’hui de cloner ces enzymes et de reprodeireéactions de biosynthésevitro. Il est
alors possible de glycosyler par voie enzymatiquepeptide assemblé par voie chimique.
Contrairement a la synthese chimique, cette méthttise des enzymes tres spécifiques qui
produisent le lien glycosidique dans la configunatattendued ou 3) et dont les rendements
élevés de bioconversion facilitent la purificatidas produits. Ceci permet aujourd’hui de
produire rapidement des molécules naturelles ourde®es synthétiques afin d’étudier plus
précisément le réle biologique de certaines strestwu encore de les utiliser a des fins
thérapeutiques.

La liaison thioglycosidique est par exemple un minés intéressant de la liais@r
glycosidique puisqu’elle adopte une conformatioatisie trés similaire et présente I'avantage
d’étre beaucoup moins sensible a I'hydrolyse par dé/cosylhydrolases. Alors que la
synthese chimique de ces molécules s’avére étikepse, une méthode enzymatique permet

de maniére quasi-quantitative de synthétiser liesligosaccharides (Ricét al, 2004).
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Figure 20. Synthése enzymatique du thiotétrasaccharide 2 panzyme w«1,3-
Galactosyltransferase et hydrolyse sélective du @eglycosydique terminal par I'enzyr
z-galactosidase pour conduire au thiotrisacchar@ie

Cette approche emploie une glycosyltransférase patalyser le transfert du résidu
Gal, a partir du substrat UDP-Gal, sur des sulsstybtcosidiques porteurs de thiols (figure
20). Outre les nombreux bénéfices apportés parplei d’enzymes, cette méthode permet
I'utilisation d’'un agent réducteur dans le mélam§actionnel qui empéche la formation de
ponts disulfures et évite ainsi la perte de mdtéoate de la synthese.

L’équipe de Clausen (Sorensehal, 2006) a combiné I'action de plusieurs de ces
transférasem vitro pour introduire des motifs Tn et STn sur le pp{MUCL1}) (figure 14)
a partir d'UDP-GalNAc commercial.
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Schéma 3.Incorporation enzymatique de divers sucres supeptide accepteuiSorenseret
al., 2006).
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L’introduction des saccharides GalNAc et NeuAc ades rendements respectifs de
85% et 70% permet d’obtenir les glycopeptides awedaux de recouvrement satisfaisant
(Schéma 3). Certains de ces composés ont été éwaluigo pour I'élaboration d’'un vaccin
contre le cancer du sein. Les produits possédamalemum de sites glycosylés induisent la
plus forte réponse humorale contre MUC1 exprimésddas lignées cellulaires de cancer du
sein issues a la fois de souris Balb/c et de stransgéniques pour MUC1. Malheureusement
les faibles quantités de glycoconjugués produiteatrpermis de réaliser I'étude que sur 5
souris injectées avec une trés faible quantitérdeyst (10 pug par souris) démontrant la limite

de la glycosylation enzymatique a partir d’UDP-GatNcommercial.

Une autre approche a été employée pour la synthiesévo de néoglycoprotéines et
glycoprotéines (Wang et Schultz, 2005). Elle repsge l'utilisation d’'une enzyme ARNt
synthétase issue de Methanococcus jannaschii eapdibtcepter et de transférer des
aminoacides modifiés lors de la biosynthese dedtéme (figure 21). Cette nouvelle voie de
synthese originale a permis l'introduction de Thicgsylées a une protéine. Avec un taux de
production avoisinant les 4mg/L, cette méthode mourconduire a la production par
fermentation de glycoprotéines possédant des uséésharidiques bien définies et dont le

positionnement serait contr6lé de maniére génétique

S;DHO (\?AC
HON—=— o)
HO-&—-'T\\,(IJ A%\?ﬂ,—O‘Kﬁ\\,o
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H:N 2], & I
OAc E cofi +
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Figure 21. synthese in vivo de glycoprotéines et néoglycépres catalysée par I'enzyi
ARNT synthétase issue de Methanococcus janna¥¢aind et Schultz, 2005).

Cette méthode permet également d’envisager linicddn d’aminoacides non naturels ou
encore d'unités saccharidiques modifiees, dontdiigt a été discuté précédemment, a la
condition que le matériel puisse pénétrer dansatdaéoie sans dommage pour le systeme et
que les produits modifiés soient transférables Iarzyme M|TyrRS. Cependant, cette
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méthode concerne uniquement I'addition de la preanidité saccharidique sur la protéine et
si I'on souhaite disposer d’'une chaine oligosaddivare a plusieurs maillons, il faut avoir

recours a la catalyse enzymatique classique paiiffésentes glycosyltransférases.

En outre, la glycosylation d’'une protéine est oraification post-traductionnelle qui
a donc lieu sur la chaine peptidique déja repli#ans la voie de synthése décrite ici, les
unités saccharidiques sont introduites avant léemgnt et il n'est pas du tout évident que

dans un systeme procaryotique comme la bacténeotéine puisse se replier correctement.

Tous ces exemples sur 'emploi de la chimie enziyjuat montrent que c’est une
alternative de choix pour la synthese glucidiquenm@ en témoignent les rendements de
glycosylation et de plus en plus, elle offre de vedles possibilités pour la production de
molécules non-naturelles. Cependant, les précwwsder monosaccharides sont parfois
difficiles a obtenir. Plus particulierement, la éommation galacto- pose toujours plus de
difficultés dans la stéréochimie que la structuteq et dans le prochain paragraphe, nous
nous attacherons a décrire les méthodes actuedlesynthese enzymatique du nucléotide

sucre UDP-GalNAc.

IV.2.2. Synthése du précurseur UDP-GalNAc

Différentes méthodes enzymatiques ont été dévessppéur tenter d’améliorer les
rendements de synthese de 'UDP-GalNAc. Dans lgamsmes vivants, diverses voies de
biosynthese permettent d'obtenir ce produit. De ienangénérale, 'UDP-GICNAcC est
transformé en UDP-GalNAc par une épimérase (Pdteal, 1983). Chez les mammiferes il
existe aussi une voie ou le GalNAc de source aliaienest transformé en GalNAc-1-P par
une GalNAc kinase, puis en UDP-GalNAc par une UDEMNAc pyrophosphorylase
(Pastuszaket al, 1996a). L'UDP-GalNAc peut aussi étre formé erlisamt les voies
enzymatiques que l'on connditvivo. Ainsi I'épimérase est I'enzyme la plus courammen
utilisée (Pilleret al, 1982). L'inconvénient majeur de cette méthodeyastle rendement de
la réaction ne peut dépasser 30% a l'équilibre usecal'une réversibilité de la réaction
favorisée vers la production d’'UDP-GIcNAc. En outreent s’ajouter la difficulté de séparer
'UDP-GalNAc formé de I'UDP-GIcNAc résiduel (Pilleet al, 1982). Une autre voie de
synthese, cette fois chimio-enzymatique, utilise galactokinase de levure pour transformer
la galactosamine en galactosamine-1-P avec un metddoutefois tres faible (Carlsen al,
1964). L'osamine-1-P peut ensuite étre coupldg@A'par la technique de Moffat et Khorana

(Moffat et Khorana, 1958) ou par catalyse de laGRI uridyltransférase de levure (Heidlas
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et al, 1992). L'UDP-GalN ainsi formée doit encore éNeacétylée par voie chimique
conduisant a un rendement global de synthése faibiéin une autre voie de synthese
chimio-enzymatique a été reportée a partir d'UME sdcrose et de galactosamine-1-P, en
utilisant une nucléoside monophosphate kinase ided® boeuf, une sucrose synthase de riz
et une Gal-1-P uridyltransférase de levure ain® dlautres enzymes qui permettent la
régénération de 'UTP et du NAD nécessaires adetion. La encore il y a d'abord formation
d'UDP-GalN qui est ensuité-acétylée par voie chimique. Outre la grande gt&adtenzymes

et de produits de départ nécessaires pour cettbodeit ce qui la rend tres onéreuse, le
rendement global est de 34 % apres purificationtéBet al, 2001).

Ainsi, la voie enzymatique ouvre de nouvelles valessynthese de 'UDP-GalNAc
mais les rendements ne sont pas encore compatbbxs une utilisation de I'UDP-sucre
comme substrat de réactions enzymatiques. Le d@wetoent de bioréacteurs avec un
systeme de régénération de I'UDP-sucre donneuréaugé révolution dans la synthése

oligosaccharidique.

IV.2.3. Syntheses oligosaccharidiques avec régéaton de I'UDP-sucre

L’évolution des techniques concernant la synthéseyraatique consolide notre
savoir-faire quant a la production de glycoconjugyuen 1982, Whitesides et son équipe ont
mis au point un bioréacteur (figure 2) pour régéndUDP-Gal qu’ils utilisent comme
substrat donneur de galactose dans la syntheseNdadétyllactosamine (Wongt al, 1982).
L’'UDP formé lors du transfert de sucre est immésiisnt pris en charge par une pyruvate

kinase qui régénére 'UTP et dans une deuxiemeedidpP-Gal précurseur.

Glmid Glml PEA
GleH-E-P Gleh=1-P I GlcHAC-1-P PP, 2P
Ac-Cof Cod Glmu
>
p uTP UDP-GlcHAc
P Ac-p | YTUVAR
PykF Whgl!
FEP uDp UDP-GalNac
LgiD
GalNAci1, IGale 1 4Galf1 4Gl Gale1,4Galp1,4Glc
or ar
GalMacii,3Gale1,3Galf1,4Glc Gala1,3Galf1,4Gke

Overall:

GleN-6-P + Gby | Iso-Gby + Ac-P + PEP —= Gb, / Isa-Gb, # Pyruvate + 3Pi

Figure 22.Synthése chimioenzymatique de tétrasaccharidesragéaération in situ de 'UDP-
GalNAc (Shao et al., 2002).
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Ce systeme de régeénération peut largement s’a@pligud’autres nucléotides-sucres
donneurs et laisse apparaitre une stratégie effipaar la synthese de glycoconjugués (David
et al, 1991). En 1987, la découverte du nickel Il conuhélateur de protéines possédant des
résidus histidines (Hochudt al, 1987) permit le développement d’'une nouvelle me¢hde
purification pour les enzymes recombinantes. AiRsz. Wang et collaborateurs ont mis au
point un systeme de régénération de I'UDP-GalNic vitro faisant intervenir 8
enzymes possédant une étiquette 6-Histidines @ogymthése de globotétraose (figure 22)
(Shaoet al, 2002). L'inconvénient de ce cycle reste néanmbétape d’épimérisation dont
I'équilibre est fortement déplacé vers la synthd8dDP-GIcNAc. A ce probleme vient
s'ajouter la difficulté de séparer 'UDP-GalNAc BdDP-GIcNAc.

La caractéristique chélatante du nickel enversréssdus His fut plus largement
exploitée lorsque Il'on tenta dimmobiliser les em®s sur un gel d’agarose nickel-
nitrilotriacétate (Ni-NTA) et d'utiliser directemerce gel lors de la réaction enzymatique
(Chenet al, 2001, Liuet al, 2002, Nahalkat al, 2003). L’avantage est d’éviter I'étape de
purification des enzymes, d’accroitre leur stabildt de les utiliser en batches multiples
(lvannikova et al, 2003). Les rendements atteints sont de l'ordre7d%. Bien que le
bioréacteurin vitro ait été un réel succes, I'idée d'un bioréactEurivo est encore plus
séduisante (Luzhetskyy et Bechthold, 2005). C’éssiaqu’'un cycle de régénération de
'UDP-Gal (figure 23) fut transféré dans la baadfi coli dans le but de synthétiser a grande
échelle divers polysaccharides (Zhagtgal, 2003a). Un plasmide contenant tous les genes

d’intéréts dan&. colifut construit pour la synthése de globotriose (f&gp4).

Sal |
ATP._  _ Galactose gall ’ﬁ# AN ga!;' Sac
Xba | . —
e I"-.I'Ig PkuPXaam rbs Va V
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.
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UDP-Gal : - i p
UDP-Glc T lergi:'llator . ~ 9 kb . PREDDR v
’%,G!c-uﬁ Mne | LOtC ;{\‘
PPi Gal / ¢l 857
UTR - g UDP  Galu1 4GalpOR \\ / reprassor
KF Amp "R
Pyruvate wy FEFP pMEB1
Figure 23. Synthese chimioenzymatique Figure 24. Construction plasmidigt
Galal,4GajfOR avec régénération in situ contenant lesgenes codant pour |
'UDP-Gal. protéines du cycle.

Les rendements observés sont de maniere généualdaibles que ceux obtenus dans le cas
du systémein vitro. Cependant, pour certains substrats accepteurs lesguels la
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glycosylation fonctionnait tres mah vitro (5-10%), les rendements sont doublés dans le
systéman vivo. De plus, cette perte au niveau du rendementoespensée par la réduction
des colts de production que peut apporter ce sgstienx cellule entiére ». En effat,vitro,
tous les réactifs nécessitent d’étre introduitgj@antité stoechiométrique alors iquvivo, une
quantité catalytique de ces produits (souvent eodjtsuffit, la majeure partie de I'énergie
nécessaire a la glycosylation étant apportée panéebolisme cellulaire. En outre, ce
systéme garantit une meilleure stabilité des engymeur que le bioréacteur soit encore plus
efficace, il est possible d'immobiliser les celkilentieres. C’est ainsi que le nucléotide sucre
CMP-NeuAc a été produit a raison de 60-120 g/L wluce dans des cellulds coli piégées
dans de l'alginate de calcium. Bien que les rendgsngoient moins élevés que ceux observés
in vitro, il est avantageux d’un point de vue économiqusque la synthesa vitro avec les
enzymes purifiées a partir d’'1 L de culture ne parpas d’obtenir plus de 8 g de produit
(Nahalkaet al, 2004).Un cycle de régénération de 'UDP-Gal a égalemé&himds au point
dans la levurePichia pastorisdans le but d’améliorer la production du trisacictea
(Gall,3Gapl,4Glc) (Shacet al, 2003), I'expression dans la levure permettantudér le
probleme d’endotoxine souvent rencontré avec lesébas. En outre, la levure parvient a
réaliser des modifications post-traductionnelles gpnt souvent nécessaires a l'activité des

glycosyltransférases.

La régénération de nucléotide-sucres est un exedylecours croissant a la chimie
enzymatique. L’inconvénient est qu’il est difficide glycosyler de facon homogene un
peptide nu. Le produit de réaction correspond tmgja un mélange hétérogene du produit
glycosylé a divers degrés. Ceci n’est pas toujgérsant et il peut méme étre avantageux de
disposer d’'un mélange de glycoformes par exempis tiacadre de I'élaboration d’un vaccin
anti-cancéreux du moment que I'on a correctemeracterisé le mélange. Il reste toutefois
'option de pouvoir séparer les différents produglycosylés par chromatographie. Si
vraiment, on voulait s’affranchir de cette étape pigification, I'emploi de la synthese

chimio-enzymatique s’avere prometteuse pour lah®s# controlée de glycoconjugués.

IV.3. Synthese chimio-enzymatique

Que ce soit pour la synthése de nucléotides-su@maturels ou non) ou encore de
glycoconjugués, combiner les avantages de la syatbBimique avec ceux de la synthese
enzymatique reste la meilleure alternative.

Par exemple, dans le but de synthétiser des iehilsit de glycosyltransférases,
I'équipe de Nishimura a eu recours a la synthésmiokenzymatique pour élaborer des

57



GENERALITES
analogues fluorés d’'UDP-GIcNAc (Fengt al, 2004). La synthése chimique permet
d’accéder a des petites molécules non naturelbesi€s sucres-1-P modifiés) qui, utilisées
comme substrats d’'une pyrophosphorylase, conduisgpidement et efficacement au
nucléoside diphosphates. L’insertion d'une étapymatique dans la voie de synthese limite
la décomposition du diphosphate et conduit a deslerents plus élevés. En outre, la
propreté de I'étape enzymatique permet de pudfisEment le nucéotide-sucre afin d’évaluer
son pouvoir inhibiteur. La pyrophosphorylase eshru@ pour accepter des sucres non
naturels dans son site actif (ke al, 2005) et il va de soi que I'emploi de la synthese
enzymatique ne s’applique gu’a des molécules dostrlcture est proche du substrat naturel
ou encore a des enzymes de spécificité tres |Mges le panel d’enzymes disponibles est
vaste et I'évolution des techniques permet aujdwidde réaliser des mutants d’enzymes dans

le but d’élargir leur spécificité de substrat.

Un autre exemple des bénéfices de la synthese @lein@ymatique concerne la
production de glycopeptides qui soient bien défidi faut alors utiliser la glycosylation
chimique pour introduire les premieres unités saaddigues sur le peptide, ce qui permet de
choisir les résidus qui vont étre glycosylés. Etesuies chaines peuvent étre aisément
allongées par I'action consécutive de diversesaglyitransférases et permettre rapidement la
construction d’une bibliotheque de produits synthéts (Matsushitat al, 2006).

Nous venons de voir dans ce chapitre les difféesemé&thodes couramment employées pour la
synthése de glycopeptides. Il s’avére que la sgett@himique se trouve confrontée a de
nombreuses difficultés lors de la formation du lggycosidique et reste de maniére générale
limitée a de petites molécules. La synthése enZgomgt au contraire, semble

particulierement bien adaptée a la production deogholécules comme en témoigne le

nombre croissant de publications. La synthése chanzymatique combine les avantages des
deux méthodes et I'emploi d’enzymes modifiées conmmatlyseurs pour la synthése de
molécules actives est a I'heure actuelle en plssoreau niveau industriel comme dans la

recherche académique.
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DEFINITION DES OBJECTIFS

Dans la partie introductive, nous avons démonirééfét de disposer de quantités
importantes de glycanes synthétiques (glycoconmigue polysaccharides) tant pour mener
des études structurales et fonctionnelles surliesiges que pour un usage thérapeutique. La
synthese purement chimique de ces composeés esiuselét peu rentable. La glycosylation
enzymatique réalisém vitro a partir d’enzymes recombinantes permet d’obtenirpeu
d’étapes les produits dans la configuration soébkadtu carbone anomérique. Les facilités de
purification et les rendements élevés de cette oaéthen font un outil de choix pour la
synthese oligosaccharidique. Cependant, la plupad enzymes impliguées dans la
glycosylation utilisent des UDP-sucres comme sourmmosaccharidique et la difficulté
d’'obtenir de maniére aisée et substantielle cextdences nucléotides sucres est un frein a la
production de glycoproduits. Notamment, 'UDP-GaliNArécurseur dans de nombreuses
étapes clé de la glycosylation, pose probleme. Cend@&a évoqué précédemment, la
synthese de cette molécule requiert une stérédmiéciet une regioseélectivité qui
handicapent la méthode de synthése par voie chérdignduisant a des rendements faibles et
des produits impurs.

La découverte de deux nouvelles enzymes permevidager une nouvelle voie de
synthése enzymatique efficace de 'UDP-GalNAc (fege5). Premierement, la GalNAc
Kinase GK2 permet la formation de GalNAc-1-P a ipatt GalNAc (Pastuszakt al,
1996a). L'UDP-HexNAc pyrophosphorylase AGX1 catalynsuite la phosphorylation du
GalNAc-1-P a partir UTP (Szumilet al, 1996).

ATP ADP UTP PPi

2+ 2+

Mg Mg
GalNAc GalNAc-a-1-P. UDP-GalNAc
GK2 AGX1

Figure 25. synthése enzymatique ddDP-GalNAc

La purification et la caractérisation de la GalNRinase GK2 de rein de porc a permis
d'identifier I'enzyme homologue chez I'homme (Psdidet al, 1996b) et de comprendre que
cette enzyme catalyse spécifiquement la phosphmmylalu GalNAc. Les GK2 d'origine

humaine ou bovine ont été étudiées soit apres aixtnade tissu, soit par expression de
I'ADNc de la forme humaine dans la levusaccharomyces cerevisiaBPlus récemment,

'enzyme a été cristallisée ce qui permet une e@ié compréhension de la spécificité de
substrat de cette enzyme (Thoden et Holden, 200&).deuxieme enzyme eégalement
découverte dans I'équipe d'Elbein est une UDP-Hexlyrophosphorylase qui catalyserait &
la fois la formation d'UDP-GIcNAc et d'UDP-GalNAcpartir d'UTP et des osamines-1-P
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appropriées (Szumileet al, 1996). Cependant I'étude d'une enzyme homologaigomd
trouvée chez I'homme (Diekman et Goldberg, 19949 plonée (Mioet al, 1998) a permis
de montrer que cette phosphorylase était en faitliomere composé de deux protéines de
séquences trés voisines nommées AGX1 et AGX2 dterent seulement par l'insertion
(pour AGX2) de 17 aminoacides dans la région CHteata (Wang-Gillamet al, 1998) :
exprimées séparément dans les bactéries, les detéines AGX1 et AGX2 montrent une
différence de spécificité qui est reliée a l'ineeride la séquence peptidique. L'enzyme AGX1
s’est avéree spécifique de la formation de I'UDMNBa alors qu'AGX2 forme
principalement de 'UDP-GIcNAc. I'enzyme d’origimammifere a été cristallisée (Wang-
Gillam et al, 1998, Penefét al, 2001).

Nous avons envisagé dans un premier temps de @@ezlane production efficace de ces
deux enzymes (GK2 et AGX1) de maniére recombinahtez E. coli afin de disposer du

nucléotide sucre UDP-GalNAc donneur de GalNAc mimultiples GalNAc-transférases.

Un autre probléme lié a l'utilisation des enzymesLéloir pour la productiom vitro
de glycoconjugués concernéinhibition du transfert au fur et a mesure deftmmation
d’'UDP dans le mélange réactionnel. Un volet de hnésd a été consacré a la mise au point
d’un bioréacteur dans lequel I'action combinée g @nzymes permet la glycosylation de
divers substrats accepteurs (saccharidiques oudjpms) avec régénération de I'UDP-
GalNAc (figure 26).

2 P
' PPast
PPi Accepteur
UDP GalNAc
GalNAc
transferase
AGX1
Accepteur
GK2 |
GalNAc GalNAc1P
GalNAc
uTpP ubpP uTP UDP
CK
Phosphocréatine créatine
créatine phosphocréatine

GalNAc + phosphocréatine + asmteur ——  glycoconjugué + 2 Pi +eatine

Figure 26. Bioréacteur pour la glycosylation de divers sulbdratcepteurs avec régénération
nucléotide-sucre UDP-GalNAc.
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Les enzymes GK2 et AGX1 décrites précédemmentysatal la synthese d’UDP-GalNAc a
partir de GalNAc et d’'UTP commercial. La pyrophoagase inorganique PPA tire la réaction
dans le sens de formation de 'UDP-GalNAc qui estngdiatement consommeé et clivé par
une GalNAc transférase responsable du transferGa®Ac sur la molécule acceptrice.
L’'UDP libéré lors de la réaction est régénéré erPlpar une créatine kinase CK et n’est plus

un frein a la glycosylation.

Puis nous avons voulu voir si ce bioréacteur paanae glycosyler efficacement différents
substrats d'intérét thérapeutigue comme par exeuagsepolymeres de MUCL1 ou encore la
substance H. Le pouvoir immunogéene des glycocosigegynthétiques peut ensuite étre
évaluéin vivo par une titration en anticorps spécifiques aphasigurs immunisations. Nous
envisageons également d'utiliser ce bioréacteun dfévaluerin vitro la spécificité de
glycosylation de trois ppGalNAc-Ts recombinantes, (T2 et T13) sur le peptide (MUGIgt

de dégager éventuellement des différences danpolgitions glycosylées ou encore dans

I'efficacité du transfert.

Nous avons vu dans la partie introductive que d&tién de glycosylation et en particulier le
mécanisme de transfert du monosaccharide n’étpatoujours bien maitrisés. Les sondes
de glycoenzymes constituent des outils permettaatéiude structurale et mécanistique des
enzymes impliquées dans la biosynthese oligosadaipae. Dans le processus particulier de
O-glycosylation, les ppGalNAc-Ts sont les premieeggymes a intervenir. Dans ce cas
précis, I'élaboration de sondes repose sur la sgetlid’analogues de 'UDP-GalNAc. Bien
gue de nombreux chercheurs se soient adonnés yatlaese de telles molécules, tres peu
d’entre elles ont été évaluées biologiquement les gouvent faute de matériel. Dans une
derniere partie de ma thése, jai donc tenté dsatil les enzymes GK2 et AGX1 -
normalement congues pour la synthese d’UDP-GalNéur [gynthétisein vitro différents
analogues de 'UDP-GalNAc, ceci afin d’étudier ansfert de GalNAc par la ppGalNACT1.
Les modifications de structure concernent le stlssii porté par le carbone 2 du
monosaccharide et sont schématisées par un gronpeRedans la figure 27. Nous
envisageons également de synthétiser les analagsesy UDP-GalNAc aux positions 3, 4
et 6 du motif GalNAc.
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OH OH

Figure 27. Modifications envisagées pour la synthése d’anatsgd’UDPGalNAc. Le
groupement R représente différentes chalaéphatiques ou non. Nous envisage
également la synthése des analogues désoxy-GalNAc aux positions 3, 4 et |

Ces sondes gu’elles soient transférées ou non peomted’en apprendre davantage sur
I'étape de transfert ainsi que sur la poche catplgtde I'enzyme. L'utilisation de la STD-
NMR, une méthode a la pointe de la technologie mpéraujourd’hui de déterminer
précisément les atomes du ligand qui sont en ictiera directe avec I'enzyme. Nous
tenterons d'évaluer par cette méthode les moléquiesious aurons synthétisées en espérant
obtenir une réponse quant aux positions du sulesatlus impliquées. Les sondes qui sont
transférées trés lentement jouent le role d'indilb en occupant le sire actif suffisamment
longtemps pour ralentir le transfert du donneuurgt Ces molécules non clivées sont des
outils tres utiles notamment pour la cristallisatides protéines puisqu’elles permettent
d’obtenir I'enzyme dans sa conformation « activeCes inhibiteurs devraient en outre
contribuer a déterminer le r6le des glycanes Idused étuden vivo des répercussions de

I'inhibition.

64



MATERIEL ET METHODES

MATERIEL & METHODES

65






MATERIEL ET METHODES

|. MATERIEL

Les solvants utilisés en synthese chimique et/olHELC (MeOH, EtOH, ACN,
DCM, Toluéne, AcOEt) proviennent de chez Prolaberdd ou Sigma-Aldrich, les feuilles
d’aluminium pour la CCM recouvertes de gel de sil6® ks, (épaisseur 0,2 mm) et la silice
40-70 pum (230-400 mesh) pour la purification paroomatographie flash ont été achetées
chez Merck. Pour la synthése enzymatique, les eegy@K et PPA proviennent de chez
Sigma, I'enzyme CIP, de chez New England BiolalisB)\ et les protéases Arg-C et Asp-N,
de chez Roche Applied Bioscience. Pour les enzymascommerciales et petites protéines,
les ADNc ont été achetés chez Open Biosystemsartesces pour les PCR chez SIGMA-
Genosys, le vecteur d’expression IMPA®Tsystem chez NEB, les vecteurs pCR2.1 et
pTrcHisB chez Invitrogen, les bactéries hotes ER266 Rosetta chez NEB et Novagen
respectivement, et le produit de lyse Y-PER Pfushez Pierce. Pour les Western-blots, les
anticorps anti-6His et les anticorps anti-anticadpssouris couplés a la phosphatase alcaline
proviennent de chez Qiagen et Bio-Rad respectivenkaur la purification des enzymes et
produits, le gel de NI-NTA superflow est vendu gaagen, les résines échangeuses d’ions
DOWEX et MR-3 par Sigma-Aldrich, la colonne Hi Tr&p XL ainsi que la résine de
Sephadex G10 par Amersham Biosciences / GE etolesrees Sep-Pak® C18 par Waters.
Pour les Western-Blots, les membranes de nitrdosBuproviennent de chez Schleicher et
Schuell BioScience et le réactif de révélation WesBlué" dechez Promega. Le logiciel
ImageQuant pour la quantification des bandes su8-BBGE est issu de chez Molecular
Dynamics. Les sources radioactivési]] GaINAc et fH] UDP-GalNAc sont fournies par
American Radiolabelled Chemicals (ARC), & ATP par Amersham et IéH] UTP ainsi
que le }'C] CH;COONa par Perkin-Elmer. Pour les synthéses enzgoesij la majorité des
produits provient de chez Sigma, le trisaccharide é1é acheté chez Dextra Laboratories. Le
papier pour la chromatographie provient de chez tWha. Pour les calibrations en
spectrométrie de masse, les calibrants Pepmix3eptide Calibration Standard ont été
achetés chez LaserBio Labs et Bruker Daltonics eadsmment. Pour les essais
d'immunisation, les souris consanguines C57BI6 iprment de la société IffaCredo,
I'adjuvant Imjeac®Alum provient de chez Pierce, les plagues de micatibn ELISA de chez

NUNC et les anticorps de chévre anti Ig de sowigpEs a la peroxydase de chez Bio-Rad
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Il. SYNTHESE ET CARACTERISATION DES ANALOGUES
DE GalNAc

Les protocoles de synthése sont décrits pour chdearanalogues du GalNAc et la
caractérisation chimique des produits par RMN efpectrométrie de Masse est également
reportée. Les spectres de RMN pour le proton (Ri¥)MNt été enregistrés par Hervé Meudal
(CBM, Orléans) sur un spectrometre Varian a 500zMid a I'lCOA (Orléans) sur un
spectromeétre de la marque Bruker ADVANCE DPX a RBffiz. Les spectres de RMN pour
le carbone (RMRFC) ont été enregistrés a 32,89 MHz (ICOA). Les étilans sont dissous
dans RO ou CDC} (environ 0,5 a 2 mg/600 pL) et les expériences stiactuées a 25 °C.
Les déplacements chimique8) (sont mesurés en ppm par rapport a la référerteenin
appropriée a chaque type de solvant et de noyawr: Ip proton, RO (HOD, 4,79 ppm) et
CDCl; (TMS, 0 ppm) et pour le carbone,@ (ACN additionnel, 119,68 ppm et 1,47 ppm) et
CDCl; (raie centrale a 77,1 ppm). Les constantes delagefJ) sont exprimées en Hz et la
multiplicité des signaux est représentée par lidetes (singulet), d (doublet), dd (doublet de
doublet), t (triplet), g (quadruplet), m (multipledt peut étre précédée de la lettre b (broad)

qguand le signal n’est pas suffisamment bien résolu.

Les composés ont été obtenus sous forme d’un meéldiagomeéres en équilibre (donc
non séparables). Quand la résolution des spedrggrimettait, les différents signaux des
protons ont été attribués en se référant par rappoerdonnées de la littérature obtenues pour
desa-glycosides (Wieruszeslt al, 1990, Streckeet al, 1992, Streckeet al, 1995) ou des
B-glycosides (Streckest al, 1994).

Les analyses par Spectrométrie de Masse ont diséesapar Corinne Buré et Rémy

Puppo (CBM, Orléans) par électrospray (ESI) sutrighe quadripble (Quatro I, Waters) en
mode positif ou négatif.
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[*“C] GaINAc

OH OH

o]
HO
H “OH

o:<*

Masse molaire :225,21

La source radioactive d'actétate de sodium (0,44ff $18 pmole, 46 mCi/mmole)
préalablement évaporée a sec est reprise avec @bupé solution tamponnée d'HEPES pH
7,0 (100 mM) contenant de l'acétate de sodium ftbjd14 mg, 12,3 umol). Un mélange de
chlorhydrate de galactosamine (5,8 mg, 26,9 umot'EEDC (4,1 mg, 21,4 pmol) dans la
solution tamponnée d'HEPES est ajouté et la soluéist agitée la nuit a température
ambiante. Une étape de chromatographie échangtmers (colonne MR-3, 2,5 mL) suivie
d'une purification sur Sep-Pak (1 mL) permet deiedtir le [**C] GalNAc (7,2 pmol, 40 %).
L'expérience réalisée dans les mémes conditions @ed'acétate de sodium non radioactif
permet de caractériser le produit par RMN.

RMN-'H (500 MHz, D,O), mélange d’anoméreset (0,65 : 0,35) :

o (anomeéren) : 5,23 (d,J12,=4,0, H1), 4,13 (dd, 1HL; = 3,6,J, 3= 11,2, H2), 4,10 (bt, 1H,
J=6,0, H5), 4,00 (d, 1Hl, 3= 3,2, H4), 3,90 (d, 1H; 4= 3,1, H3), 3,82-3,65 (m, 2H, H6a et
H6b), 2,05 (s, E3).

o (anomereB) : 4,64 (d, J;» = 8,0, H1), 3,92 (dd, 1H, H4), 3,86 (dd, 1H, H2)82-3,65 (m,
4H, H3, H5, H6a et H6b), 2,05 (sHA).
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N-propionylgalactosamine (1)

OH OH

HO
NH ~OH

Masse molaire :235,24

Un mélange de chlorhydrate de galactosamine (508 mmole) en solution aqueuse
alcaline (NaCOs/NaHCQ; 0,2 M (2 mL)) et d'anhydride propionique (40uL3 dpmole) est
agité 1h a température ambiante puis retraité aetanhydride propionique (40uL, 0,3
mmole) avant d'étre agité 2h a température amberde un pH maintenu entre 9,0 et 11,0
par addition répétée de solution alcaline (0,2 M\Q@&/NaHCQ;). Puis, le mélange est
acidifié par addition de HCI 5N (0,5 mL), et apfidsd'agitation a température ambiante, est
chargé sur une colonne échangeuse d'ions (MR-&1L50 puis purifié sur Sep-Pak (1 mL)
pour conduire au compo4g13,2 mg, 0,056 mmole, 24 %).

RMN-*H (500 MHz, D,O), mélange d’anoméresetf (0,63 :0,36):

5 (anomeére) : 5,23 (d,J; o= 3,7, H1), 4,14 (dd, 1HL 1 = 3,6,J,5= 11,1, H2), 4,11 (bt, 1H,
J=6,1, H5), 4,00 (d, 1Hl, 3= 2,9, H4), 3,94-3,65 (m, 3H, H3, H6a et H6b),2(§, 2H,J =
7,6, H2), 1,13 (t,J = 7,6, G13).

o (anomeref) : 4,66 (d, J;» = 8,0, H1), 3,94-3,65 (m, 6H, H2, H3, H4, H5, H&aH6b),
2,31 (q, 2HJ =7,63, G12), 1,13 (t,J = 7,64, G13).

SM (pos): (M + H)", 236,1, (M + Na), 258,1.
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N-butyrylgalactosamine (2)

Masse molaire :249,27

Une solution de 1,3-Dicyclohexylcarbodiimide (45@,n2,18 mmole) dans du DCM sec
(1mL) est lentement ajoutée sous agitation a ummgé froid d'acide butyrique (200 uL, 2,18
mmole) et de N-hydroxysuccinimide (251 mg, 2,18 rehalans du DCM sec (5 mL). Le
mélange réactionnel est agité la nuit a TA et umalyge sur couche mince (9:1;
DCM/MeOH) montre que la réaction est terminée. Agikration, la solution est séchée sous
vide. Le N-hydroxysuccinimidyl butyrate brut (400 mg) ainécupéré est engagé dans une
deuxiéme étape sans purification. Le chlorhydraegdlactosamine (150 mg, 0,7 mmole)
dans l'eau (1,5 mL) est activé par addition de N@gICL16 mg, 1,39 mmole) suivie de
I'addition de la solution filtrée de NHS-butyrats8% mg, 1 mmole) dans du THF (2 mL).
Apres agitation la nuit a TA, le mélange séché sades conduit a une huile jaune (500 mg).
Une partie de cette huile brute (138 mg) purifiée Sep-Pak (6 mL) et sur colonne
échangeuse d'ions (MR-3, 4 mL) permet de recutlinélange d'anomeres Aeous forme
d'une poudre blanche (11,8 mg, 0,047 mmole, 24&6é6)enant 13% w/w de NHS résiduel.
RMN-*H (250 MHz, D,O), mélange d’anoméresetf (0,6 : 0,4) :

o (anomeéren) : 5,25 (d,J1 2= 3,7, H1), 4,15 (dd, 1HL; = 3,7,J,3= 11,8, H2), 4,12 (bt, 1H,
J=6,1, H5), 4,01 (d, 1Hl, 3= 2,7, H4), 3,91 (d, 1H 4= 2,9, H3), 3,84-3,66 (m, 2H, H6a et
H6b), 2,80 (s, 0,84H, NHS), 2,30 @ = 7,22, Gi2CH2CH3), 1,64 (m, 2HJ = 7,2,
CH2CH2CH3), 0,93 (t, 3HJ = 7,5, GH3).

0 (anomereB) : 4,66 (d, J;» = 8,4, H1), 3,94 (bd, 1H, H4), 3,87 (bs, 1H, H2B4-3,66 (m,
4H, H3, H5, H6a et H6b), 2,80 (s, 0,56H, NHS), 229 = 7,2, GH2CH2CH3), 1,64 (m, 2H,
J=7,2, CH2B2CH3), 0,93 (t, 3HJ = 7,52, ¢i3).

SM (neg): (M — H), 247,5, (2M — H) 497,06.
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N-isobutyrylgalactosamine (3)

OH OH

HO
NH ~ OH

Masse molaire :249,27

Un mélange de chlorhydrate de galactosamine (40 Gyigd6 mmole) dans 1 mL d’une
solution tamponnée avec de 'HEPES-NaOH pH 7,0cid& isobutyrique (22,4 pL, 0,24
mmoles) et d'EDC (46,2 mg, 0,24 mmoles) est agit@ulit & TA. La solution passée sur
colonne échangeuse d’ions (MR-3, 25 mL) et purifgeSep Pak (1 mL) permet de recueillir
le composes (35,7 mg, 0,143 mmole, 77 %).

RMN-'H (500 MHz, D,O), mélange d’anoméresetp (0,44 : 0,56):

0 (anomeéren) : 5,23 (d, J1 2= 3,7, H1), 4,16-4,10 (m, 2H, H2 et H5), 4,01 (HI, 1,3 = 2,6,
H4), 3,93 (d, 1HJs 4= 3,2, H3), 3,81-3,69 (m, 2H, H6a et H6b), 2,6852(m, 1H,J = 2,85,
CH), 1,1-1,15 (m, 6H, CH2(83)2).

0 (anomereB) : 4,67 (d, J12 = 8,4, H1), 3,95 (bd, 1H, 3= 3,1, H4), 3,90-3,85 (m, 1H, H2),
3,81-3,69 (m, 4H, H3, H5, H6a et H6b), 2,61-2,55 tH, J = 2,85, G4), 1,1-1,15 (m, 6H,
CH2(CH3)2).

SM (neg): (M — H), 247,5, (2M — H) 497,06.
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2-chloroacétamido-2-désoxy-D-galactopyranogd)

OH OH

HO

Masse molaire :255,66

Le produit a été synthétisé selon la méthode aedans la littérature (Hargt al, 2003). A
partir d'un mélange de chlorhydrate de galactosanii®b0 mg, 0,7 mmole) et d’anhydride
chloroacétique (179 mg, 1 mmole), le compdsést récupéré sous forme de solide blanc
apres chromatographie sur gel de silice (éluanD&21:MeOH) (150 mg, 0,587 mmole, 84
%).

RMN-*H (250 MHz, D,O), mélange d’anomeéreset (0,6 :0,4):

o (anoméren) : 5,26 (d,J1 2= 3,7, H1), 4, 20 (s, G2-Cl), 4,15-3,7 (m, 6H, H2, H3, H4, H5,
H6a et H6b).

5 (anomered) : 4,72 (d, J.» = 8,4, H1), 4,05 (s, B2-Cl), 4,15-3,7 (m, 6H, H2, H3, H4, H5,
H6a et H6b).

SM (pos): (M + H,0+H)", 273,5, 275,5.

2-azidocétamido-2-désoxy-D-galactopyranose (5)

OH OH

%
HO
OH

NH

P

3

Masse molaire :262,22

Le produit a été synthétisé selon la méthode aedens la littérature (Hargg al, 2003). Un
mélange du compogg (150 mg, 0,59 mmole), dissous dans du DMF anhginal), et de
NaN; (226 mg, 3,48 mmole) est agité la nuit a 50°Cmdange réactionnel est co-évaporé
avec de l'acétone provoquant la précipitation @gitle résiduel. Le produli est isolé par
filtration (137 mg, 0,52 mmole, 88 %).
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RMN-*H (250 MHz, D,O), mélange d’anomeéresetf (0,7 :0,3):
o (anoméren) : 5,27 (d, 1= 3,4, H1), 4,21 (dd, 1H),; = 3,6,J,3 = 10,7, H2), 4,10 (s,
CH2), 4,15-3,5 (m, 5H, H3, H4, H5, H6a et H6b).
o (anomereB) : 4,72 (d, J; » = 8,4, H1), 3,83 (s, B2), 4,15-3,5 (m, 5H, H3, H4, H5, H6a et
H6b).
SM (pos): (M + Na)’, 285,5.

6-désoxy-2-N-Acétylgalactosamine (6)
10()13 0

%\\/@ :}?\QHDHN\/@ m\/@

PML28 PML31 PML34

Masse molaire :205,21

Le composéPML34 a été synthétisé par Mathieu Laurent (ICOA, équiiaivier Martin,
Orléans). Le composé 2-Acétamido-2-désox@-@midazol-1-yl-thiocarbonyl)-3,4-d®-
pivaloyl-a-D-galactopyranoside de benzyle (1,14g) synthé&een la méthode décrite dans
la littérature (Busca et Martin, 2004)PNIL28) est dissous dans 60 mL de toluéne et
préalablement dégazée a I'Ar. L’'AIBN (0,32 g, 1,9nple) et le TTMSS (0,6 mL, 1,9
mmole) sont ajoutés au mélange et le milieu réapgbest chauffé a 90°C pendant 1h puis
ramené a température ambiante pendant 30 min. lizandaest évaporé sous pression réduite
pour donner 1,73 g d'une huile jaune purifiée plaromatographie sur colonne de silice
(gradient d’élution : éther de pétrole/AcOEt 3:1:4). Le produit d’intérét, 2-Acétamido-2,6-
didésoxy-3,4-di©-pivaloyl-a-D-galactopyranoside de benzyl®ML31) est isolé sous la

forme d’un solide blanc (0,49 g; 1,1 mmole; 58 %les 2 étapes).
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RMN-*H (250 MHz, CDCl) : &: 7,40-7,30 (m, 5H, H11), 5,57 (d, 1= 10,1 , H10), 5,24
(dd, 1H,J=3,1; 10,7, H9), 5,22 (s, 1H, H8), 4,93 (d, TH3,7 , H7), 4,72 et 4,51 (2d AB,
2H,J=11,9, H5), 4,64 (dt, 1H= 3,5 ; 10,2 , H6), 4,12 (m, 1H, H4), 1,87 (s, 3#3), 1,30
et 1,12 (2s, 18H, H2), 1,11 (d, 3H, H1).
RMN-°C (62,9 MHz, CDC}) : 8 16,4 (CH; C-a); 23,6 (CH, C-b); 27,4 et 27,7 (CH C-c);
39,2 et 39,6 (C-d); 48,1 (CH; C-e); 66,0; 69,3@5743CH; C-f); 70,4 (CH C-g); 97,9 (CH;
C-h); 126,3; 128,4 et 129,0 (CH; C-i); 137,5 (C3y0,0 (C-k); 178,4 et 178,8 (C-I).
Une solution dé°ML31 (0,14 g, 0,3 mmole) est ajoutée a une solutiosaditum (0,04 g, 1,7
mmole) dans 10 mL de MeOH. Le mélange est maintagit¢ pendant 18 h. Aprés avoir
ajouté 2 mL d’eau, la solution est concentrée e¢salu est extrait au MeOH pour donner une
huile jaune correspondant au produit 2-AcétamidieeRdésoxyea-D-xylo-hexopyranoside de
benzyle(PML34) (79 mg, 0,267 mmole, 89 %).
RMN-H (250 MHz, D;O) : &: 7,42 (m, 5H, H7), 4,95 (d, 1H,= 2,5, H6), 4,80 et 4,52 (2d,
2H,J = 11,9, H5), 4,10-3,90 (m, 2H, H4), 3,80-3,50 (rHi, 43), 1,90 (s, 3H, H2), 1,20 (d,
3H,J=6,6, H1).
Le produitPML34 a été débenzylé par Sophie Front-Deschamps (IG&Aipe d’'Olivier
Martin, Orléans). 27 mg du produit (0,091 mmole)ntsalissous dans un mélange
Isopropanol/DCM (6:2 v:v). Apres addition de 1 mhalde acétique, le milieu réactionnel est
dégazé sous vide puis mis sous pression atmospkéatifjydrogene. Le mélange est agité 72
h & température ambiante avant d'étre filtré sumbrane Millipore (Nylaflo 25 pm),
concentré puis coévaporeé 2 fois avec du toluers@té sous vide. Le résidu est repurifié
dans le pentane et récupéreé sous forme d'un peenpant d’étre purifié par chromatographie
sur colonne de silice (gradient d’élution : DCM/Amée 3:1 a 0:1) pour donner le prod@it
(18,6 mg, 0,091 mmole, 100 %).
RMN-'H (250 MHz, CD;0D), mélange d’anoméresetf (0,58 : 0,41):
0 (anomeéren) : 5,06 (d, J; .= 2,2, H1), 4,20-3,20 (m, 6H, H2, H3, H4, H5, HGaHE&b),
1,99 (s, 3H, NH-CO-83), 1,40-1,10 (m, 3H, CH-B3).
o (anomeref) : 4,51 (d, J;» = 7,8, H1), 4,20-3,20 (m, 6H, H2, H3, H4, H5, H&=aH6Db),
1,99 (s, 3H, NH-CO-83), 1,40-1,10 (m, 3H, CH-B3).
SM (pos): (M + H)*, 206,02.

Rendement global de synthese pour 6 : 51 %
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4-désoxy-2-N-Acétylgalactosamine (7)
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Le composé PML33 a été synthétisé par Mathieu InaUii€OA, équipe d’Olivier Martin,
Orléans). Le composé de départ 2-Acétamido-2-déede@y(imidazol-1-yl-thiocarbonyl)-
3,6-di-O-pivaloyl-a-D-galactopyranoside de benzyRML27) (1,32 g, 1,9 mmole) synthétisé
par M. Laurent selon la méthode décrite dans té@réiture (Busca et Martin, 2004) et dissous
dans 40 mL de toluene est préalablement dégaz&rallAIBN (0,32 g, 1,9 mmole) et le
TTMSS (0,6 mL, 1,9 mmole) sont ajoutés au mélarige eilieu réactionnel est chauffé a
90°C pendant 1h puis ramené a température amipantant 30 min. Le solvant est évaporé
sous pression réduite pour donner 1,74 g d’'uneshailne séparée par chromatographie sur
colonne de silice (éluant: éther de pétrole/Ac@HEt vers 1:1). Le produit d’intérét, 2-
Acétamido-2,4-didésoxy-3,6-@-pivaloyl-a-D-xylo-hexopyranoside de benzyld®NIL30)
est isolé sous la forme d’une huile transparentb(g, 1,2 mmole, 61 % sur les 2 étapes).
RMN-'H (CDCl3, 250 MHz) : & : 7,20-7,40 (m, 5H, H11), 5,66 (d, 1BI= 9,7 , H10), 5,17
(dt, 1H,J=5,0; 10,9, H9), 4,93 (d, 1K,= 3,5 ,H8), 4,73 et 4,46 (2d AB, 28l= 11,9, H7),
4,24 (dt, 1HJ = 3,5 ; 10,3, H6), 4,11 (m, 3H, H5), 2,01 (dd, DH; 3,1 ; 11,6, H4), 1,89 (s,
3H, H3), 1,65 (d, 1H) = 11,6 , H2), 1,23 et 1,15 (2s, 18H, H1).

RMN-C (CDCl3; 62,9 MHz) : 5 23,2 (CH; C-a); 26,9 et 27,2 (CHC-b); 32,8 (CH; C-c);
38,7 et 38,8 (C-d); 52,1 (CH; C-e); 65,7 (£18-f); 66,2 et 68,1 (2CH; C-qg); 69,3 (GHC-h);
97,3 (CH; C-i); 128,0; 128,1 et 128,6 (CH; C-));613 (C-k); 169,7 (C-I); 178,2 et 178,7 (C-

m).
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Le produitPML30 (0,25 g, 0,54 mmole) est ajouté a une solutiorsagium (0,04 g, 1,7
mmole) dans du MeOH (15 mL). Le mélange est maintgité pendant 18 h. Aprés avoir
ajouté 2 mL d’eau, la solution est concentrée e¢salu est extrait au MeOH pour donner une
huile jaune du produit 2-Acétamido-2,4-didésmap-xylo-hexopyranoside de benzyle
(PML33) (140 mg, 0,47 mmol, 88 %).
RMN-*H (D,0, 250 MHz) : & : 7,41 (m, 5H, H8), 4,94 (d, 1H,= 3,5, H7), 4,80 et 4,50 (2d,
2H,J= 11,9, H6), 3,95 (m, 1H, H5), 3,69 (dd, 1Hs 3,8 ; 10,7, H4), 3,56 (m, 1H, H3), 2,01
(dd, 1H,J=4,7; 12,6, H1"), 1,93 (s, 3H, H2), 1,42 (q, 1H; 11,6, H1).
RMN-'C (D,0; 62,5 MHz) : & 23,2 (CH; C-a); 36,7 (Ch C-b); 56,8 (CH; C-c); 65,0
(CHy; C-d); 66,4 (CH; C-e); 70,6 (CH; C-f); 70,8 (@HC-g); 97,8 (CH; C-h); 129,6; 129,9 et
130,0 (CH; C-i); 138,4 (C-j); 175,0 (C-k).
Le produitPML33 a été débenzylé par Sophie Front-Deschamps (IG&Aipe d’Olivier
Martin, Orléans). 27 mg (0,091 mmole) du produihtsdissous dans dans un mélange
Isopropanol/DCM (6 : 2 v :v). Aprés addition de 1 dliacide acétique, le milieu réactionnel
est dégazé sous vide puis mis sous pression atérigpd d'hydrogéne. Le mélange est agité
72 h a température ambiante avant d'étre filtré rm@mbrane Millipore, concentré puis
coévaporeé 2 fois avec du toluéne et séché sous hedeesidu est repurifié dans le pentane et
récupéré sous forme d'un précipité avant d'étréfigysar chromatographie sur colonne de
silice (éluant : DCM/Acétone 1/1 puis 1/2 puis Opbur donner le produit (19 mg, 0,092
mmole, 100 %).
RMN-*H (250 MHz, CD;0OD), mélange d’anoméresetf (0,47 :0.53):
0 (anomeéren) : 5,10 (bs, H1), 4,10-3,40 (m, 6H, H2, H3, H4,6a et H6b), 1,95 (s, 3H,
NH-CO-CH3), 1,45-1,10 (m, 2H, H4a et H4b).
5 (anoméreB) : 4,45 (d, J1» = 6,7, H1), 4,10-3,40 (m, 6H, H2, H3, H4, H5, H&aH6b),
1,95 (s, 3H, NH-CO-83), 1,45-1,10 (m, 2H, H4a et H4b).
SM (pos): (M + Na)', 228,5.

Rendement global de synthése pour 7 : 53 %
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Ill. PRODUCTION DES ENZYMES ET PEPTIDES

I1l.1. Clonage et expression des enzymes

Milieux

Milieu SOB: 20 g de peptone, 5 g de d’extrait de levure,de NaCl et 0,186 g de KCI
pour 1L. Juste avant utilisation, le milieu est@@menté avec du Mge(10 mM). Milieu
LB : 10 g de peptone, 5 g de d’extrait de levurkOegy de NaCl. Tous les milieux sont ajustés

a pH 7,0 avant d’étre autoclavés et avant utitisatile I'ampiciline 100 uM est ajoutée.

Lyses

Lyse douce les cellules récoltées sont resuspendues dati¥-8&ER plus™ (200 pL pour
100 mg de cellules) et 1 mM de PMSF, puis agitmscement a température ambiante
pendant 30 min. Le surnageant de lyse est sépatgsdt par centrifugation a 5 000 x g
pendant 10 min. Lyse forteles cellules récoltées sont resuspendues daisisitHCI (116
mM, pH 6,8), SDS (2 %), glycérol (10 %) et contendn bleu de bromophénol (Laemmli,
1970) avec du DTT (0,1 M), puis bouillies a 100%h@ant 5 min.

GK2 et AGX1.

Pour cloner les inserts en phase avec une séquedemt pour six His dans un vecteur
d’expression procaryote, les séquences codantasAfeXM1 et GK2 ont été amplifiées par
PCR. Une seule PCR est réalisée pour AGX1 alors dpix PCR avec deux couples
d’amorces différents ont été effectuées avec GK2mpttant d'obtenir deux constructions
pour la protéine recombinante. Dans tous les &asfragments d’ADN ont été amplifiés,
munis de deux nouvelles extrémités BamHI. La PCRr gaGX1 et la premiére PCR pour
GK2 (cas 1) ont conservé un codon stop (TGA) ere3jui a conduit a une forme "courte"
des protéines alors que la seconde PCR pour GK22)ca supprimé ce codon stop générant
une forme "longue" de la protéine. Les mélanges R@Rime total, 15,1 uL) contenaient
100 ng d'ADN, les amorces (20uM), les dNTP ((71K), du MgC} (1,5mM) et de la Taq
polymérase (0,5 U) le tout dans le tampon recom@aulr 'enzyme. Apres chauffage a
95°C pendant 1 min, 30 cycles (60°C pendant 3@%; pendant 1 min, 95°C pendant 30 s)
ont été programmeés, suivis de 10 min a 72°C. Ugettibn des morceaux d’ADN amplifiés
par PCR avec le vecteur pCR2.1 a permis ensuitbt#nir ces morceaux en plus grande

quantité. Le vecteur pCR2.1 ne possédant pas de BiamHI, une digestion avec cette
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enzyme a permis de récupérer les fragments diimé@iéont ensuite été insérés par ligation

dans le vecteur d'expression pTrcHisB inductibléPa G.
STOF
1

\L Digestion BamHI ou Hot]

peR | D

ewx couples d'amorces différents
extrémités sites BamHI
Ligation avec pCRZ 1(TA cloning)

] ]
T7T pre
pCR21
Digestion BamHI
Ligation avec pTrcHis
Hizd Hizf
tre pre tre pre
pTreHis pTrcHis
Construction courte Consiruction longue
Cas1 Cas 2

Figure 28. Sratégie utilisée pour obtenir les constructionsip&K2.
Des bactérie€.Coli DH5a ont ensuite été transformées par les plasmidesfigsgour le
clonage et des digestions par ECORI pour la forcoarrte” de GK2, par Bglll pour la forme
"longue"de GK2 et par Xhol pour AGX1 ont confirmérientation de l'insert dans les clones
sélectionnés. Ensuite, les plasmides sélectionmigété introduits dans désColi Rosetta et
ER2566 pour l'expression des protéines d'intérés quression de sélection a I'ampicilline
(100 pg/mL). Pour le plan d'expérience réalisé a@#2, le clone d’E.Coli ER2566
sélectionné pour la forme "longue" a été cultivampchaque essai dans un volume total de 10
mL dans un tube Falcon de 50 mL stérile. Les difiées cultures ont été incubées a 15°C ou
37°C et I'expression a été induite avec 0,5 ou 1 IRVIG. Une fois la DO finale souhaitée
atteinte, une biomasse équivalente pour chaque rierRpé a été prélevée. Apres
centrifugation, les culots ont été lysés avec guantité appropriée d'YPER-S et agités sur
une roue pendant 20 minutes. Apres centrifugatto@00 x g pendant 10 min), les lysats

protéigues ont été récuperes pour preparer leséibbras de SDS-PAGE.
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Forme courte GK2: 54 kDa

Amorce sens CGGGATCCAATGGCTACAGAGAGCCCTGCTAC

Amorce antisensGCGGATCCTTCAGGCCTCAAGCAAAACCAAAGC

Séquence :
MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRVIATESPATRRVQVAEHPRLLKLKEMFENSKFGSI
PKFYVRAPGRVNIIGEHIDYCGYSVLPMAVEQDVLIAVEPVKTYALQLANT NPLYPDFSTSANNIQIDKT
KPLWHNYFLCGLKGIQEHFGLSNLTGMNCLVDGNIPPSSGLSSSSALVCGALVTLTVLGRNLSKVELA
EICAKSERYIGTEGGGMDQSISFLAEEGTAKLIEFSPLRATDVKLPSGAVFIANSCVEMNKAATSHFNIR
VMECRLAAKLLAKYKSLQWDKVLRLEEVQAKLGISLEEMLLVTEDALHPEP YNPEEICRCLGISLEELR
TQILSPNTQDVLIFKLYQRAKHVYSEAARVLQFKKICEEAPENMVQLLGELMNQSHMSCRDMYECSCP
ELDQLVDICRKFGAQGSRLTGAGWGGCTVSMVPADKLPSFLANVHKAYYQRSDGSLAPEKQSLFATKP
GGGALVLLEA

Forme longue GK2: 57 kDa

Amorcesens GGATCCAATGGCTACAGAGAGCCCTG

Amorce antisensSSGATCCGGCCTCAAGCAAAACC

Séquence :
MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDPMATESPATRRVQVAEHPRLLKLKEMFNSKFGSI
PKFYVRAPGRVNIIGEHIDYCGYSVLPMAVEQDVLIAVEPVKTYALQLANT NPLYPDFSTSANNIQIDKT
KPLWHNYFLCGLKGIQEHFGLSNLTGMNCLVDGNIPPSSGLSSSSALVCGALVTLTVLGRNLSKVELA
EICAKSERYIGTEGGGMDQSISFLAEEGTAKLIEFSPLRATDVKLPSGAVWIANSCVEMNKAATSHFNIR
VMECRLAAKLLAKYKSLQWDKVLRLEEVQAKLGISLEEMLLVTEDALHPEP YNPEEICRCLGISLEELR
TQILSPNTQDVLIFKLYQRAKHVYSEAARVLQFKKICEEAPENMVQLLGELMNQSHMSCRDMYECSCP
ELDQLVDICRKFGAQGSRLTGAGWGGCTVSMVPADKLPSFLANVHKAYYQRSDGSLAPEKQSLFATKP
GGGALVLLEAGPSSRSAAGTIWEFEAWLFWRMRENFQPDTD

AGX : 64 kDa

Amorce sensCGGGATCCAATGAACATTAATGACCTCAAACTCCG

Amorce antisenSSCGGATCCTTCAAATACCATTTTTCACCAGCTCATG

Séquence :
MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDPMNINDLKLTLSKAGQEHLLRFWNELEEAQQVE
LYAELQAMNFEELNFFFQKAIEGFNQSSHQKNVDARMEPVPREVLGSATRRDQLQAWESEGLFQISQ
NKVAVLLLAGGQGTRLGVAYPKGMYDVGLPSRKTLFQIQAERILKLQQVAE KYYGNKCIIPWYIMTSG
RTMESTKEFFTKHKYFGLKKENVIFFQQGMLPAMSFDGKIILEEKNKVSMAPDGNGGLYRALAAQNIV
EDMEQRGIWSIHVYCVDNILVKVADPRFIGFCIQKGADCGAKVVEKTNPTEPVGVVCRVDGVYQVVEY
SEISLATAQKRSSDGRLLFNAGNIANHFFTVPFLRDVVNVYEPQLQHHVA®KIPYVDTQGQLIKPDKP
NGIKMEKFVFDIFQFAKKFVVYEVLREDEFSPLKNADSQNGKDNPTTARHALMSLHHCWVLNAGGHFI
DENSSRLPAIPRQATNGKSETITADVNHNLKDANDVPIQCEISPLISYAGELESYVADKEFHAPLIIDEN
GVHELVKNGI
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Calcul des contrastes pour le plan d’expérience

On teste différents paramétres : la température IRAPO atteinte a I'induction (B), la DO
atteinte a I'arrét de la culture (C), le milieu ddture (D) et la concentration en IPTG (E). Le
calcul des contrastes s’effectue en colonnes : pbagque paramétre, on additionne les
valeurs d’intensités obtenues pour les difféerestais en prenant soin d’avoir préalablement
multiplié ces valeurs d’intensité par un signe aafd dans I'essai, le paramétre prend son
niveau inférieur) ou par un signe + (quand danssB& le paramétre prend son niveau

supérieur). La valeur calculée est ensuite divis@de nombre d’essais (ici 8).

Exemple pour le constrate du parametre A dansgmier plan d’expérience (plan initial) :
La =(-7,34+4,89-10,54+8,23-11,77+23,75-16,39+1789)0,99

Exemple d’analyse d’'un plan d’expérience avec & phitial :
La=A+CE=0douA=0etCE=0

Le=B+DE=0OdouB=0etDE=0

Lc=C+AE =475

Lb=D+BE=0douD=0etBE=0

Le=E+AC+BD=2,17

ppGalNAc-Ts et GTA.

Les glycosyltransférases ppGalNAc-T1 bovine, et gpldc-T2, ppGalNAc-T13, et GTA
humaines ont été produites et purifiees par Véranigiller sous forme soluble dans la levure
P. pastoris Les séquences codant pour les protéines corrapbadx aminoacides 54 a 559
pour la ppGalNAc-T1 (Duclost al, 2004), 51 a 571 pour la ppGalNAc-T2, 52 a 556r pau
ppGalNAc-T13 et 40 a 353 pour la GTA ont été inegrén 3' de la séquence du signal
facteur du vecteur d'expression pPt@¥modifié pour introduire une séquence 6His en N-te
et un tag FLAG en C-ter.
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l11.2. Synthese des peptides

Les peptides (STEAG, MUC1 (PPAHGVTSAPDTRPAPGSTA), (MUC1)et
PADRE chimique (aKXVAAWTKaA, X étant la cyclohexyémine) ont été synthétisés dans
le laboratoire d’ Agnes Delmas par Philippe Margceagnés Delmas et Isidore Decostaire,
respectivement (CBM, Orléans). La production du @A) recombinant et de ses dérivés
ainsi que leur purification ont été réalisées pagol Bureaud avec un kit IMPAC'-
system (Intein-Mediated Purification with an Affipi Chitin binding Tag, Chonget al,
1997).

T7 Promaolar
e It Tcs] ez o)

H Fusion de l'intein en C-ter

T7 Pramatar

Clonage et expression

Chargement sur les
hilles de chitine et
ringages
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de thiol
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L]

"“’ SR \)\@
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Cys

Figure 29. Méthode de I'« expressed protein ligation ».
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Dans ce systéeme (Figure 29), le gene synthétiquantopour la protéine (MUC4d)ou
(MUC1)s PADRE biologique (Mélanie Duneau et Friedrich étilinon publié) est cloné dans
le vecteur pTwinl en 5’ de la séquence codant pioéine MxeGyrA. Pour I'expression de
la protéine de fusion, les bactéries ER2566 samsformées avec ce vecteur. Apres lyse a
I'Y-Per, la protéine de fusion est purifiée pari@fé sur Ni-NTA grace a I'étiquette 6His
présente sur la protéine. La présence d’'un domaéndéxation de la chitine, permet une
seconde purification par chromatographie d'affinii protéine de fusion est immobilisée sur
chitine et les peptides (MUGlpu (MUC1}y PADRE biologique sont libérés par clivage
induit par un excés de thiol (incubation 16h a 493 pureté des protéines ainsi obtenues
(>95%) est estimée par SDS-PAGE.

Pour la synthése du (MUGLPADRE chimique, le peptide (MUGlpbtenu aprés
coupure au MESNA est mis en présence de I'épitdfBRE obtenu par synthése chimique
(dans le laboratoire d’A. Delmas) et possédant @ge en N-ter. Le groupement thiol du
résidu Cys effectue une premiére attaque nucléapsuilr le carbonyle du groupement
thioester. La conformation qui en résulte favorseréarrangement spontané dans lequel le
groupement Nhklattaque le groupement carbonyle et libere le tliohant ainsi une liaison
peptidique (figure 30).

NH.

Etape 1: mélange des réactifs ‘5 3
Cys
l.,- S-UHE-CHQ-SUS' or
Q 4HHE :

s Peptide
Cys

Etape 2 : attaque nucléophile U
“NH
Goonn;
s ) 501" Cys
l,(ji l.'_:H2 '!JHE 5'33
0

Etape 3 : réarrangement spontané H

NH, _
. EH s
&0

Figure 30. Mécanisme de ligation entre le peptide (MUgHt)le PADRE chimique
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(MUC1)8 : 16500 Da
MHHHHHHAS(APDTRPAPGSTAPPAHGVTS)8MRM
(MUC1)8 intéine : 44582 Da
MHHHHHHAS(APDTRPAPGSTAPPAHGVTSMRMCITGDALVALPEGESVRIADIVPGARPNSDNAIDL
KVLDRHGNPVLADRLFHSGEHPVYTVRTVEGLRVTGTANHPLLCLVDVAGVPTLLWKLIDEIKPGDYA
VIQRSAFSVDCAGFARGKPEFAPTTYTVGVPGLVRFLEAHHRDPDAQAIAELTDGRFYYAKVASVTD

AGVQPVYSLRVDTADHAFITNGFVSHATGLTGLNSGLTTNPGVSAWQVNTA' TAGQLVTYNGKTYKC
LOPHTSLAGWEPSNVPALWQLQ

(MUC1)8 PADRE biologique: 18261 kDa
MHHHHHHAS(APDTRPAPGSTAPPAHGVTSAKFVAAWTKAAKETS MRM
(MUC1)8 PADRE chimigue : 17887 Da
MHHHHHHAS(APDTRPAPGSTAPPAHGVTSMRCaKXVAAWTKaA
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IV. SYNTHESE ENZYMATIQUE DES DERIVES
SACCHARIDIQUES

IV.1. Synthese enzymatique des sucres-1-P et desRJBucres

Pour les sucres-1-P, les mélanges réactionnelemaient de I'ATP (3 mM), du Mggl(5
mM), de la SAB (0,1%), I'enzyme GK2 (28 ng/mL) e différents analogues de GalNAc (3
mM) dans une solution de Tris HCI (75 mM, pH 8]8s mélanges ont été incubés la nuit a
37°C et les produits ont été purifiés par chromaplgie échangeuse d’anions (DOWEX)CI
puis dessalés par gel filtration (G10). Pour lesPHdcres, les mélanges réactionnels
contenaient de I'UTP (4 mM), de I'ATP (4 mM), du K (5 mM), de la SAB (0,1%) et les
différents analogues de GalNAc (3 mM) dans unetswiude Tris HCI (75 mM, pH 8,8). La
reaction enzymatique est initiee par I'additionl@mzyme AGX1 (9,4 pg/mL), de la PPA
(4U/mL), et de I'enzyme GK2 (28 pg/mL). Les mélangat été incubés la nuit a 37°C. Une
purification par FPLC (échange d’anions) suivierduetape de chromatographie liquide sur
C18 (HPLC) et d'un dessalage sur G10 permettenecigeillir les UDP-sucres sous forme de
sels de triethylammonium. Le 3d-UDP-GalNAc a étatlsgtisé par voie chimique par
Patricia Busca (ICOA, équipe d'Olivier Martin, Calgs) selon la méthode décrite dans la
littérature (Busca et Martin, 2004). Pour plus derté, les dérivés saccharidiques ont été

numeérotés (tableau V). Les masses molaires exai#eses composés sont également

reportées.
Nature du substituant du Sucres-1-P UDP-sucres
galactose
2-désoxy-2-Acétamido GalNAc -1-P (301) UDP-GalNAc
2-désoxy-2-Propionamido 9 (315) 16 (621)
2-désoxy-2-Butyramido 10 (329) 17 (635)
2-désoxy-2-Isobutyramido 11 (329) 18 (635)
2-désoxy-2-Chloroacétamido 12 (335) 19 (641)
2-désoxy-2-Azidoacétamido 13 (342) 20 (648)
C6-désoxy-2-désoxy-2-Acétamido 14 (285) 21 (591)
C4-désoxy-2-désoxy-2-Acétamido 15 (285) 22 (591)
C3-désoxy-2-désoxy-2-Acétamido - 23 (591)

Tableau V.Numérotation des différents dérivés saccharidiqeasres-1-P et UDP-sucres)
dont il est question dans le travail de these etgaa nominales associées.
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GalNHCOCH ,CI-1-P (12).

RMN'H (500 MHz, D;0) & 5,45 (dd, 1HJu1p= 7,0 ;J1o= 3,2 ; H1), 4,25 (bd ; 1HJ 3=
10,8, H2), 4,20 (s, 2H, G| 4,17 (ddd, 1HJs6a= 6,3 ; H5), 4,04 (d, 1H ; H4), 4,00 (dd, 1H,
J3,2: 10,7 ;33,4: 3,1; H3), 3,78 (dd, 1HJGa,6b: 11,4 ; H6a), 3,75 (dd, lH]ﬁb,ea: 11,5 ;
H6b).

SM (pos): (M - H), 334,03 et 336,11; (2M - H)669, 15 et 671, 04

GalNAz-1-P (13).

RMNH (500 MHz, D,0) & : 5,46 (dd, 1HJuip= 7,7 ;J12= 3,5 ; H1), 4,27 (ddd ; 1HJ 5=
11,2 :3,p=2,6, H2), 4,17 (ddd, 1Hlss.= 6,0, H5), 4,09 (d, 2H] = 8,6, CH), 4,04 (d, 1H,
J4y3: 2,7 H4), 3,99 (dd, 1H.]3,2: 10,9 ;J3,4: 2,9; H3), 3,78 (dd, 1H-]6a,6b: 11,2 ;J6a,5:
7,3, H6a), 3,75 (dd, 1Hlgs 6a= 11,8 :Jeps= 5,1, H6D).

IV.2. Synthese enzymatique des glycopeptides

Les glycopeptides ont été synthétisés en incubamdant 16h a 37°C un mélange réactionnel
(50 pL) contenant du GalNAc (3,9 mM), de 'UTP (&), de la phosphocréatine (20 mM),
du MnCL (5 mM), du glycérol (5%, vol/vol), de la SAB (0,200 mL), les difféerentes
enzymes, 20 ng d'AGX1 (0,6 mU), PPA, (100 ng, 19 nppGalNAc-T1 (254 ng, 0,8 mU),
CK, (530 ng, 150 mU) et GK2 (700 ng, 1,26 mU) aimpseé les différents peptides accepteurs
(STP) (0,4 mM) MUC1 (0,53 mM), (MUC1) (0,26 mM), (MUC1} (0,4 mg/mL), (MUC1Y
PADRE biologique (1 mg/mL), (MUC3)PADRE chimique (1 mg/mL) dans de l'imidazole
pH 7,0 (75 mM). Les glycosylations a plus grosskeefie ont été réalisées en incubant des
volumes réactionnels plus importants (1 a 2 mLjespectant les proportions de substrats et
enzymes. La synthése du tétrasaccharide A du greapguin a été réalisée a 37°C avec un
mélange réactionnel (50 puL) contenant du GalNA® (M), de I'UTP (0,2 mM), de la
phosphocréatine (20 mM), du MnGb mM), du glycérol (5%, vol/vol), de la SAB (0,100
mL), les différentes enzymes, 20 ng d'AGX1 (0,6 mRPA, (100 ng, 100 mU), GTA (1,2
uL, 0,63 muU), CK, (530 ng, 150 mU) et GK2 (700 @6 mU) ainsi que le trisaccharide H
(Fua(1-2)Gap(1-4)GIcNAc, 1,2 mM) dans de l'imidazole pH 7,0 (). La purification
des glycopeptides porteurs d’'une étiquette 6HiSU(M ) et ses dérivés) a été réalisée par
chromatographie d'affinité sur Ni-NTA.
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V. PURIFICATION DES ENZYMES ET PRODUITS

V.1l. Chromatographie d’affinité sur Ni-NTA

Les peptides et protéines qui ont été produits tEmbactéries ou les levures sont tous munis
d'une étiquette 6His en N-ter qui rend possibler leurification par chromatographie
d’affinité sur résine Ni-NTA. Le surnageant de lykmice est dilué par deux et ajusté avec du
NaCl (300 mM), du tampon phosphate pH 8.0 (50 miM))'imidazole (10 mM) (= tampon
de chargement) auquel est ajouté dans le cas dWCI¥MUWPADRE chimique, du DTT (0,5
mM). L’incubation sur le gel de Ni-NTA en présendémidazole permet de réduire la
fixation non spécifique. Le gel est préalablementé avec le tampon de chargement puis
incubé en «batch» avec le lysat pendant deux heufieSC sous une agitation douce. Le gel
est ensuite rincé avec le tampon de chargemerg.|®iienzymes ou peptides d'intérét fixés
au gel sont élués avec une solution d’imidazole @80 ajustée a pH 7 en présence de
glycérol 30% dans le cas des enzymes GK2, AGX1 wetpdptide (MUCl9 PADRE
chimique. Du PMSF (1 mM) et du DTT (0,5 mM) somwgs a chaque fraction éluée pour
les enzymes GK2 et AGX1. Les protéines sont ensai@ysées par SDS-PAGE et les
fractions d'intérét sont réunies. L'enzyme AGX1ststkée a -20°C a raison de 0,78 mg/mL
en présence de DTT (0,5 mM), de PMSF (1 mM), dEOTANM), d'azide (0,05 %) et de
glycérol (30 %) dans du tampon Tris HCI pH 7,5 (2M). L'enzyme GK2 est d'abord
dialysée contre 1L de tampon phosphate pH 8,0 (8I) avant conservation a -20 °C (0,35
mg/mL) en présence de MgQll mM) et de glycérol (30 %). Les glycosyltransfs sont
soit lyophilisées et stockées a -20 °C, soit coréss a 4°C en présence d'imidazole pH 7,0
(200 mM), DTT (1 mM), et de PMSF (1 mM) a raisonZa 10 mg de protéine par mL.

V.2. Chromatographie échangeuse d’'ions

Résine DOWEX Type | (1 x 8, forme C)

La purification des sucres-1-P est réalisée sunrom échangeuse d’anions DOWEX. Les
produits porteurs de charges négatives sont retaumuka colonne et élués progressivement
avec un gradient en bicarbonate d’ammonium. Lactiéte du sucre-1-P est effectuée par
radioactivité ou par révélation d’'un spot sur cauahince avec une solution d’acide

sulfurique (5% dans I'EtOH).

Résine DOWEX Marathon MR-3 (formes H et OH)

La purification de plusieurs analogues de GalNAét@a effectuée sur colonne échangeuse

d’ions mixtes MR-3 DOWEX. Les mélanges sont chargés la colonne et les produits
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d’intérét de charge neutre sont immédiatement éwés de I'eau alors que les impuretés
résiduelles chargées comme le chlorhydrate de tgakmine et les sels restent fixés au
support. La détection des analogues saccharidiegtesffectuée par révélation d’'un spot sur
couche mince avec une solution d’acide sulfuridi% (lans 'EtOH).

FPLC
Les purifications FPLC des nucléotides-sucres dgt effectuées sur un appareil Akta

(Pharmacia / Amersham Biotechniques / GE) avecctdétre UV a 254 nm et une colonne
échangeuse d’anions HiTrap Q XL (5 mL). Les réadigsynthese des UDP-sucres) sont
stoppées puis diluées 7 fois avec une solutionMe@DH 50 :50. Les phases A et B
contiennent respectivement de I'eau et une solu®rbicarbonate d'ammonium (1 M). Le
chargement du mélange est réalisé en présenc&«B & 3mL/min. Gradient : de 5% B a 25
% B sur 400 mL. Les fractions collectées sont résiet concentrées avant d’étre purifiees par
HPLC.

V.3. Chromatographie liquide sur C18

Sep-Pak.

Pour une purification rapide sur support C18, lmmposés sont chargés sur colonne Sep-Pak.
Les produits polaires comme les saccharides samséavec une solution aqueuse de
bicarbonate d’ammonium (25 mM) alors que les cormdposioins polaires comme les
peptides et glycopeptides sont élués apres ringdigau avec un mélange ACN/eau 50 :50.
HPLC.

Pour les nucléotides-sucres, les fractions cokectn sortie de FPLC ont été purifiées par
HPLC en phase inverse sur une colonne C18 (nutl&8§ A, 5 um, 250 x 10,5 mm) avec
une pompe Merck-Hitachi L7100, un détecteur a li@me diode Merck-Hitachi L-7455 et
une interface Merck-Hitachi D-7000. Les solvantet®B contiennent respectivement de I'eau
avec 20 mM d’ATEA et une solution ACN/eau (10 :90)avec 20 mM d’ATEA. Gradient &

3 mL/min : isocratique 0 % B pendant 15 min puisOd® B a 20 % B pendant 25 min. La
purification a été suivie sur une gamme de longaieiondes (214-350 nm), la détection des

produits d’intérét étant réalisée a 262 nm.

V.4. Gel filtration

Il s’agit d’'une chromatographie d’exclusion ou emca’un tamisage moléculaire. Cette
technique permet la séparation des molécules astidonde leur taille et de leur forme. Par

cette étape, les produits sucres-1-P et UDP-swgolt dessalés. On utilise pour cela des
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résines de gel poreux, ici Sephadex G10 (25 mlyraelde séparation entre O et environ 700
Da). Les échantillons (200 pL) sont injectés dansdlonne sous un faible débit d’eau (15
mL/h). Les grosses molécules comme les UDP-su&@@ & 648 Da) sont exclues et sont
donc éluées les premieres, au niveau du volume. rhest petites et moyennes molécules
(triéthylacétate d’ammonium) sont éluées plus vemlient, car leur inclusion dans les mailles

du gel freine leur migration.

VI. CARACTERISATION DES PEPTIDES ET PRODUITS

VI1.1. Chromatographie sur papier

Pour le suivi de la glycosylation enzymatique deptiglesin vitro, les sources radioactives
[*H] UTP ou PH] GalNAc ont été utilisées. A la fin de I'incubati, la répartition en espéces
radioactives (donc porteuses d'un groupemit firidique dans le cas de I'emploi d#]
UTP ou porteuse d'urifi] GalNAc dans I'autre cas) dans le mélange réangbest analysée
par chromatographie sur papier. La cuve est saamr@&@olvant et pour chacun des échantillons
a analyser, la totalité du mélange réactionnelt@want 10.000 cpm) est déposée sous forme
de «spot» sur du papier Whatman (3 MM). Les comgpaségrent dans une solution
EtOH/acétate d’'ammonium 1M 70 :30 v:v pendant 2@cacomme témoin de migration le
bleu de toluidine. Pour chaque produit, la band@ajg@er correspondant a la migration est
découpée en morceaux identiques qui sont compiéslgar teneur en radioactivité. Pour le
cycle enzymatique, I'échantillon avait été inculid B 37°C dans les conditions standard de
glycosylation.

VI.2. Spectrométrie de masse et RMN

Toutes les analyses de spectrométrie de massécargtafisées par le service de spectrométrie
de masse du CBM. Les petites molécules (< 800 Daonwe les UDP-sucres, ou les dérivés
saccharidiques (sucre modifiés et sucres-1-P) @namalysées par ESI en mode négatif. Les
échantillons (4 pL) qui contiennent les espécesséms en solution dans un mélange
ACN/eau 50:50 avec 0,1 % de TEA sont injectés dangbe capillaire sous un faible débit
(20 pL/min). Sous l'application d'un fort champ ateque (ddp = -2.6 kV) et d’'un flux
d’azote chaud coaxial au capillaire, il se forme"électrospray" dont les espéeces chargées
pourront étre séparées en fonction de leur rappasse/charge (m/z) lors de leur passage
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dans l'analyseur de masse quadripolaire. La masdguée est dans ce cas la masse

monoisotopique de I'ion étudié.

Pour les molécules de plus grande taille (polypegtiet glycopeptides), les analyses ont été
réalisées par spectrométrie de masse MALDI-TOF (iMafssisted Laser Desorption
lonisation / Time Of Flight) en mode linéaire pdsitu mode réflectron positif sur un
Autoflex (Bruker Daltonics) équipé d'un lasey &mettant & 337 nm. Cette méthode (Karas et
Hillenkamp, 1988) consiste a analyser les molécateprésence d’'un exces de matrice. ICi
0,5 puL d’échantillon sont dilués dans 4,5 pL d'wwdution saturée d'acide-cyano-4-
hydroxycinnamique dans un meélange de solvants sante2:1 HO : ACN et 0,1% de TFA.
Un aliquot de 0,5 pL de la solution résultante degposé sur la cible MALDI (cible en or
prétraitée selon la méthode en couche ultra-migceitd dans la littérature (Cadene et Chait,
2000)). Un co-cristal de matrice et d’analyte ogaglanc commence a se former au niveau
du dépbt en quelques secondes. Dés que ce dépéntdkemogene, I'excés de liquide est
éliminé par aspiration sous vide. La plagque échantiest transférée a lintérieur du
spectrométre de masse dans la zone ou la sourcea@genue sous vide (~3:i6nbar). La
matrice absorbe a la longueur d'onde utilisée pauadiation laser, ce qui a pour effet
d’énergiser et de sublimer la matrice, créant utiemia haute énergie/température qui
favorise la désorption et I'ionisation de I'analyte&s molécules de matrice ionisées en phase
gazeuse transférent un ou plusieurs protons augaulels de I'échantillon. Aprés un délai de
guelques centaines de nanosecondes, les ions m@tér@s en direction d’'un tube de vol et
du détecteur, eux aussi maintenus sous vide. loram/z des ions est fonction du temps de
vol qui est facilement mesuré par chronométragd'atevée des ions au détecteur. Le
détecteur est de type hybride : une plague a ntanaux sensible aux particules (ici les ions
moléculaires) émet des électrons, qui sont amglifigr un scintillateur émetteur de photons
couplé a un photomultiplicateur de type channeltidens le cas des petits peptides (MUC1)
et (STP3AG), la masse indiquée correspond a la masse naopigue. Pour les autres
peptides de masse plus élevée, la masse indigtiée ®ssse moyenne. Dans un souci de
précision, les masses moyennes indiquées pour (NHHEE kes dérivés ont été recalculées a
partir des ions multi-chargés.
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VII. TESTS ET ANALYSES BIOCHIMIQUES

VIl.1. SDS-PAGE et Western-Blot

L’analyse des protéines se fait par SDS-PAGE (Lakni®70) avec un gel séparatif a 8, 9
ou 12% d’acrylamide, selon la taille de la proténanalyser, aprés réduction en DTT 100
mM pendant 5 min dans I'eau bouillante. Une foisnigration terminée, les protéines sont
soit colorées au bleu de Coomassie, soit trangééae membrane de nitrocellulose avant
'immunodétection. Apres le transfert, la membrase préalablement rincée 2 x 6 min avec
du TBS puis saturée en SAB 3 % (w/v) pendant 1AaTbus les rincages ont une durée de 6
min et sont effectués a TA. Apres deux rincage$weeen 20 (0,05 %), Triton X 100 (0,2 %)
dans du TBS, puis deux ringages en TBS, la memlasin@cubée pendant 1h a TA avec une
solution d’anticorps Anti-6His (1/1000), en présemie BSA (3%) dans du TBS. Apres deux
rincages en Tween 20 (0,05 %), Triton X 100 (0,2%&hs du TBS, suivi d’'un rincage en
TBS, la membrane est incubée pendant 45 min a BA axe solution d’anticorps de chevre
anti-anticorps de souris et couplé a la phosphatiasdine (1/) en présence de Tween 20 (0,05
%) dans du TBS. Apres deux rincages en Tween 26 @), Triton X 100 (0,2 %) dans du
TBS et un rincage en TBS, la révélation est effsetavec un substrat commercial de la

phosphatase alcaline, le Western Blle

VIl.2. Dosages enzymatiques et détermination des ameétres
cinétiques

Pour toutes les enzymes, une unité est définie comme pmole de produit transférée par
minute. Le dosage enzymatique utilise des substadisactifs comme I€¥H] GalNAc pour
GK2, le PH] UTP pour AGX1 ou encore |€H] UDP-GalNAc pour les différentes GalNAc
transférases. Le dosage repose sur la mesurerddidactivité incorporée ou transférée lors
de la réaction enzymatique. La réaction est inclt®enin a 37°C au pH approprié et en
présence des substrats et cofacteurs nécessaitesisiiert. Chaque test est effectué en triple
exemplaire.

Détermination des constantes cinétiques

Les constantes catalytigues Km et Vmax des enzyGi€2® et AGX1 pour les différents
substrats saccharidiques sont déterminées en véaiaoncentration de ces substrats. Pour
l'enzyme GK2, les mélanges réactionnels contenant*&®] ATP (3 mM, 500-1000
cpm/nmole), du MgGl(5 mM), de la SAB (0,1%), I'enzyme GK2 (100-26§ 0,18-0,36 mU

selon le saccharide) et les différents analogue&alBlAc (0-30 mM) dans une solution de
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Tris HCI (75 mM, pH 8,8) sont incubés pendant 2@wites a 37°C. La réaction est stoppée
par addition d'eau et le mélange est chargé surcalmmne DOWEX. Le sucre-1-P formé
retenu sur la colonne est radiomarqué et les fnastile ce produit éluées avec du bicarbonate
d'ammonium (100 mM) permettent d'évaluer sa quariour I'enzyme AGX1, les mélanges
réactionnels contenant dtH] UTP (4 mM, 400-1000 cpm/nmole), du Mg&b mM), de la
SAB (0,1%), I'enzyme AGX1 (31 ng, 0,9 mU) et leffétents sucres-1-P (0-10 mM) dans
une solution de Tris HCI (75 mM, pH 8,8) sont inéstpendant 20 minutes a 37°C. Aprés
dénaturation de I'enzyme AGX1 par chauffage a 8@8adant 6 minutes, I'enzyme CIP (0,8
U) est ajoutée au mélange qui est incubé penda3 ah37°C. La déphosphorylation est
stoppée par I'ajout de 725 pL d'une solution de Mie@u 50:50 et le mélange est déposé sur
une colonne échangeuse d'anions DOWEX. L'UDP-sestela seule espéce marquée
résistante a la CIP et donc retenue sur la coletnae élution rapide avec du bicarbonate
d'ammonium 1M permet d'évaluer la quantité de ptddumé par comptage radioactif. Dans
les deux cas, les expériences sont réaliséespdindte et |'utilisation de la représentation de
Lineweaver Burk permet de calculer les paramétregiques.

Evaluation des analogues de 'UDP-GalNAc comme suibgts de la ppGalNAc-T1

Les mélanges réactionnels (25 pL) contenant leigeepiccepteur (STEAG (0,4 mM), de la
SAB (0,1g/100 mL), du MnGI(15 mM), la ppGalNAc-T1 (25,4 ng, 0,08 mU), la GEES U)

et les différents analogues d’'UDP-GalNALS, 19, 20, 22 et 23)1 mM) dans une solution
tamponnée de MES pH 6,5 sont incubés 16 h a 374€éaction est stoppée par I'addition de
250 pL d’'une solution eau/MeOH 50 :50 puis I'éclibont est analysé par spectrométrie de

masse.
VI1.3. Essais d'immunisation et titration en anticaps

Ces expériences ont été réalisées par Nicole Bdreau

Essai de fixation sur I'alum

Les deux composées (MUGI8t (MUC1} glycosylé repris dans le PBS sont mis en présence
d’alum (4 % dans une solution aqueuse d’hydroxyelendgnésium a 40 mg/mL) a raison de
25 pL pour 6 pg de produit et laissés en contaet diadjuvant 30 min a température
ambiante avec agitation réguliere. Apres centrifioga les surnageants sont récupérés et
analysés par SDS-PAGE afin d’évaluer la quantitpraduit fixée.

Immunisation des souris

Chacun des immunogénes a été dialysé contre 11B&eld@ nuit a 4°C. Les souris utilisées

pour l'immunisation sont toutes de sexe féminiragées de 2 a 3 mois au moment des
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immunisations. Pour chaque souris et pour chaqueumsation, 25 pug de produit ont été
dissous dans 200 pL de PBS puis mélangés a 100allmd La totalité de la solution (soit
approximativement 0,8 ppm du poids de la souripreduit immunogene) a été injectée en
sous-cutané a chaque souris préalablement anégthE%ipération a été répétée a 3 semaines
d’intervalle. Une quinzaine de jours apres les imisations, le sang a été prélevé dans le
sinus rétro-orbital de chaque souris puis laiss@gl® avant d’étre centrifugé. Les sérums ont
été congelés a —20°C en attente des analyses ELISA.

Tests ELISA

Le (MUC1lyg ou le (MUC1} glycosylé (50 ng par puits) en solution dans lmgan
carbonate/bicarbonate 200 mM pH 9,6 (BDont étéincubés dans les puits des plaques de
microtitration pendant la nuit a température amigiabes plaques ont ensuite été rincées trois
fois avec du PBS. Les sites non recouverts onsaiérés en ajoutant la gélatine 1% dans le
PBS (150ul par puits). Les plaques ont été mises a incubani® a 37°C puis rincées trois
fois avec du PBS contenant 0,25 % de Tween 20saksions de sérum diluées dans le PBS
(50 ul) ont été déposées dans trois puits chacunegplagaes recouvertes d’un film plastique
ont été mises a incuber 1h a 37°C ou a tempéraimitgante selon I'analyse avant d'étre
rincées trois fois avec du PBS contenant 0,25 % wleen 20. La solution d’anticorps de
chevre anti-lgG ou anti-lgM de souris couplés apkroxydase (1/3000 dans du PBS
contenant 0,1% de BSA ; 30 par puits) a alors été incubée 1h a 37°C. Amas tincages

de cet anticorps secondaire avec du PBS conter2;®0 de Tween et deux rincages avec du
PBS, le substrat de I'enzyme peroxydase, I'ABTS2 (Gng/ml, tampon acétate de
sodium/acide acétique (100 mM) pH 5, 1@0par puits), a été ajouté. Apres 20 min a
température ambiante, la réaction a été bloquée laade oxalique a 0,2 % dans I'eau (50
pul par puits). La lecture de l'absorbance a 405 nmrmet d’évaluer le taux

d'immunoglobulines retenues sur le MUC et de tréegicourbes de titration.
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VIl.4. Expériences de STD-NMR

Cette technique permet d'étudier les interactiordémes-ligands en solution (Meyer et
Peters, 2003). Pour cela, les signaux de résordada protéine sont sélectivement saturés
par application d’'un champ de radio fréquence surtype de proton (méthyles ou
aromatiques) de la macromolécule qui n’existe passde ligand. Par diffusion de spin,
I'effet de saturation est rapidement propagé asémble de la protéine puis transféré aux
atomes du ligand en interaction avec la protéineffitacité du transfert dépend de la
distance entre les atomes d'hydrogene du ligaidefixa protéine. Le ligand fixé a la protéine
s'échangeant avec le ligand libre dans la soluti@ffet de saturation est observé sur le
ligand libre. Dans les conditions de saturatioms, peotons les plus proches de la surface
protéique voient l'intensité de leurs signaux din@n La soustraction du spectre obtenu dans
les conditions de saturation au spectre obtenu sangation aboutit au spectre de différence
STD (figure 17). Ce spectre STD fait apparaitrequament les signaux correspondant aux

protons du ligand en interaction avec la protéine.

Molecules non fixees Ligand

H K., H
! R

Saturation
sélective

W/

q Conditions
H off-resonance spactrum sans

saturation

Conditions

1
H on-resonance spectrum de
saturation

=

H

difference spectrum (3TD)

Figure 31. Principe de la méthode de STD-NMR (Neubacher.e80D§. La protéine es
saturée de maniere sélective et l'effet de satmadist rapidement propagé aux atome:
ligand en interaction. La soustraction du specteesaturation (orresonance) au spectre
référence (offésonance) conduit au spectre de différence STDesprel apparaissent ¢
signaux des protons du ligand en contact avecyisez
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L’étude de STD-NMR a été realisée par Hervé Meet&@éline Landon (équipe de Francoise
Vovelle, CBM, Orléans) avec un spectrométre de M6z de la marque Varian équipé d’'une
sonde a triple résonance et de gradients sur fakes échantillons (650 pL) contiennent les
différents ligands (UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-GalNAODP-GalNAc 4 désoxy, UDP-
GalNAz ou UDP-GalNHCOCELCI (0,9-1,1 mM)) et la protéine ppGalNAc-T1 (0,04fV,

500 pg) dans du tampon Tris-DCI pH 7,4 (20 mM) al2enM de NaCl et 1 mM de CdgCl
Toutes les solutions ont été préparées dans I'eatéée pour diminuer au maximum le
signal parasite de I'eau. La séquence STD est@émessce 1D incorporant une impulsion de
saturation et un filtre {f. La saturation est réalisée a 0,5 et 25 ppm parimplusion de 40
pulses Gaussiens de 50 ms pour donner un tempsiéosaturation de 2s et un filtrg,Tde

10 ms est appliqué pour éliminer le signal pargsitevenant de la protéine. Pour obtenir un
rapport signal sur bruit correct, les spectres $INDR sont accumulés pendant 4h (2k scans).
lIs ont été réalisés avec une largeur spectrale500 Hz et 16k points de données. Pour tous
les ligands, les spectres 1D proton de référentétéracquis dans les mémes conditions avec
un nombre d’accumulation de 32. De plus, les spsdtt-'H COSY,*H-'H TOCSY, *H-*C
HSQC et'H-*C HMBC ont été réalisés pour attribuer tous lesasir.

Caractérisation RMN de 'UDP, des UDP-sucres commeraux utilisés en STD-NMR et

du GalNAc-1-P :la calibration a été effectuée sur le signal rédidie I'eau. (sup = signaux

SUPErposes).
UDP-Gal UDP-GIcNAc UDP-GalNAc GalNAc-1-P UDP
proton | ppm (25°C) ppm (5°C) ppm (5°C) ppm (5°C) ppM(5°C)
1 5,563 5,14 5,16 5,01 -
2 3,70 3,61 3,87 3,80 -
3 3,80 3,43 (sup) 3,58 3,56 ; 3,58 -
4 3,91 3,17 3,65 3,62 -
5 4,06 3,55 3,81 (sup) 3,83 -
6 3,64, 3,61 3,49, 3,43 (sup 3,36 ; 3,38 3,36 ; 3,40 -
T 5,87 5,61 5,61 - 5,58
2 4,26 sup 3,99 sup 3,99 sup - 4,02 sup
3’ 4,26 sup 3,99 sup 3,99 sup - 4,02 sup
4 4,17 3,91 3,91 - 3,88 sup
5’ 4,14, 4,10 3,87, 3,83 3,81 (sup) - 3,88 sup
5” 5,85 5,58 5,57 - 5,58
6" 7,84 7,61 7,59 - 7,60
NCOR - 1,70 1,70 1,69 -
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Pour chaque ligand testé, on obtient donc un speldrréférence 1D et un spectre STD
comme illustré figure 32 pour le compak@ Les protons du ligand les plus impliqués dans
I'interaction sont ceux pour lesquels I'intensité pic se rapproche le plus de celle observée
sur le spectre 1D. En évaluant le rapport d'intéssentre les deux spectres pour chaque

signal, on peut déterminer la proximité relatives derotons vis-a-vis de la protéine.

Spectre de référence de I'UDP-Gal-NHCOCHZ2CI

COCH2CL
H5'a
H2'
H3'
' H2
1 H4l H5'b
OH OH
H5
He"
Héa
: Héb
HTY »
H1
Spectre STD de I'UDP-Gal-NHCOCH2C]
\II‘IIII|\\II‘II\I|\III|I\\Il\ll\||\||‘||\||||||
7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 3.50

ppm (t1)

Figure 32. Exemple d’analyse STD-NMR pour le ligand UDP-GalMdCHCI. Les
échantillons sont analysés & 5°C en présence daipp&-T1, de Cd, de NaCl dans ur
solution tamponnée de Tri3€l pH 7,4. Les spectres de référence et le sp&iii@ son
représentés.
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|. SYNTHESE DU NUCLEOTIDE-SUCRE UDP-GalNAc

La stéréospécificité de la liaison glycosidiqgudaepolyfonctionnalité des sucres rendent la
synthese chimique de I'UDP-GalNAc fastidieuse edstrpeu rentable. La synthese
enzymatique de ce composé n’a jusqu’alors guer@lég performante. Le peu d’exemples
décrits dans la littérature montrent les difficaltéencontrées pour purifier les produits et

déplacer les réactions dans le sens souhaité.

Dans le souci d’obtenir des quantités substansiedl&/DP-GalNAc, nous avons développé
une méthode efficace de production qui combingibacde trois enzymes GK2, AGX1 et
PPA. L'enzyme GK2 de mammifére catalyse la phosghation du GalNAc utilisant 'ATP
comme source de phosphate. Ensuite, 'enzyme A@4dleénent d’origine mammifere utilise
'UTP pour convertir le GalNAc-1-P en UDP-GalNAc.

OH OH OH OH OH O o
0 GK2 0 AGX1 %
HO N :’ HO A 07t> HO A% B o ‘ )N
LTl T T e e L
o)

o

O—1u—>0

o

OH OH

La PPA de levure déplace la réaction dans le sensagé en hydrolysant le sous-produit
(PPi). Les deux enzymes GK2 et AGX1 n’étant pasmengiales, une premiére étape a

consisté a les produire de maniére recombinanteEleeli.

|.1. Optimisation de la production des enzymes recobinantes

La premiere année de cette these a été consacltéep@duction des enzymes
nécessaires a l'obtention d’'UDP-GalNAc. NotammknGalNAc kinase GK2 a nécessité de
nombreuses étapes d’optimisation. Une premiéreticartion limitée a la taille de la protéine
(50 kDa) et que nous appellerons « GK court » aréafisée a partir de 'ADNc humain.
Différentes conditions de culture (température éiemn de culture) ont été testées sur deux
souches bactériennéscoli. Dans chacun des cas, la protéine formée se fitangalubilisée
sous forme de corps d’inclusion ce qui ne permetas son extraction par lyse douce. Afin
de rendre la protéine plus soluble, une secondstreanion plasmidique a été réalisée (forme
longue). Cette construction de 57 kDa est compodséta séquence entiére de la protéine
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supplémentée d’'une partie a caractere hydrophitaéés en C-ter) provenant du vecteur
pTrcHisB utilisé pour le clonage. Le Western-blotd la figure 33 réalisé grace a I'étiquette
6His des constructions montre la différence d'etiocm entre les deux formes protéiques.
L’extraction de la forme courte est représentéelgmtravees 2,3 et 4. La lyse forte en SDS
(2) constitue un témoin de la quantité protéiqualéoqui peut étre extraite. Le culot (3) et le
surnageant (4) d’extraction aprés lyse douce iratgeffectivement que toute la protéine
reste dans le culot. En revanche, pour la formguenla lyse forte (6) et le surnageant apres

lyse douce (7) témoignent de la quantité non néglhte de protéine extraite dans ces

conditions.
1 2 3 4 5 6 7Kkba 1 234 5 6 7 8
A B
-112.5
- 86
-62.5
-53
-33.5
-315

Figure 33. Analyses Western-blot avec A6kHs de deux formes protéiques de I'enzyme
humaine exprimée chez E.cd\.: Puits 1, lyse forte des cellules sans vectdRuits 2, lyse
forte des cellules transformées avec la forme e@uRuits 3, culote lyse douce des cellu
transformées avec la forme courte; Puits 4, suesay de lyse douce des celll
transformées avec la forme courte; Puits Igse forte des cellules transformées ave
forme longue ; Puits 7, surnageant de lyse dale= cellules transformées avec la fol
longue.B : Puits 1 a Puits 8 surnageants de lyse douce des cellules transfes avec |
forme longue et cultivées dans différentes conustio

C’est donc la forme longue de GK qui semble la pligge a produire. A partir de cette forme
protéigue, une étude d’'optimisation de la productcété réalisée en tenant compte des cing
parameétres que nous avons jugés les plus crucimaxair la température, la DO atteinte a
I'induction, la DO atteinte a l'arrét de la cultu(®O finale), le milieu de culture et la
concentration en inducteur (IPTG). Pour pouvoirdéu tous ces parametres, il faudrait
envisager 2 soit 32 expériences. La mise en place d'un plaxmbrience (Goupy, 1988)
nous permet de réduire le nombre d'essais a 16.eRpériences ont été réalisées par
Adélaide Leveau dans le cadre d'un stage de BTSs[mtte méthodologie du plan
d’expérience, les différents parametres testésedbiprendre deux niveaux (un niveau
inférieur et un niveau supérieur). Ainsi, les déempératures choisies ont été 15°C et 37°C,
les cultures ont été réalisées en milieux riché3B®u LB) en présence de 0,5 ou 1 mM
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d’'IPTG. L'ajout de I'inducteur s’est faite a deubades de la phase exponentielle (DO = 0,5 et
DO = 1) et les cultures ont été arrétées a diftéreamps correspondant a des biomasses plus
ou moins importantes. Sur le Western-blot B deidaré 33 sont représentés les 8 premiers
essais de ce plan d’expérience dont les condiBons réeunies dans le tableau 3. On voit par
exemple tres nettement sur le Western blot quededitions de I'essai 6, 7 et 8 sont les plus
favorables. Grace au logiciel Image Quant, I'intendes bandes apparaissant sur le Western-
blot a pu étre quantifiée puis comparée (TableguRbur chaque parameétre, on peut calculer
la valeur du contraste, constante qui représeeféet’ du parameétre sur la production en

tenant compte des interactions éventuelles ergrdifiérents parametres testés (voir matériel

et méthodes).

DO induction _DO Milieu IPTG  Intensité reIa@ive de la
finale (mM) bande extraite (UA)
1 15°C 0,56 1,55 SOB 1 7,34
2 37°C 0,59 15 LB 0.5 4,895
3 15°C 0,96 2,9 LB 1 10,54
4 37°C 1,1 1,61 SOB 0.5 8,23
5 15°C 0,53 3,3 LB 0.5 11,77
6 37°C 0,53 3,3 SOB 1 23,75
7 15°C 1 3,2 SOB 0.5 16,39
8 37°C 0,95 2,9 LB 1 17,09
Contrastes (L) 0,99 0,56 4,75 -1,43 2,18 -

Tableau VI. Matrice d’expérience des 8 premiers essais du plaxpérience. Les valeu
des différents paramétres ainsi que l'intensit@tigk des bandes extraites évaluée par In
Quant sur le Western-blot y sont précisées. Ces@mspermettent de calculer les valeurs
contraste pour chaque paramé

Les interactions d’ordre 3 (interactions entre &dars ) ont été négligées. Compte tenue de
I'erreur d’estimation sur I'intensité des bandeas peut considérer que tout contraste de valeur
absolue inférieure a 2 est nul. Ainsi, il appacgi¢ la température, la DO atteinte au moment
de linduction ainsi que la nature du milieu detoré ne sont pas des facteurs influents. Par
contre les deux autres parameétres (biomasse ré&mipglr concentration en inducteur)

semblent étre importants et plus particulieremartlibmasse récupérée si on en juge par la
valeur du contraste, mais on ne peut pas étre waqég tant que I'on ne sait rien des

interactions entre les facteurs. Une seconde s@gsais permet de lever 'ambiguité et de
déterminer les conditions idéales pour la product©e plan complémentaire permet avec le

plan initial, de calculer les effets principauxfau VII).
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Intensité relative de

T DO induction DO finale Milieu [IPTG (mM) la bande extraite

(UA)
1 15°C 0,59 2,2 SOB 0,5 12,06
2 37°C 0,53 1,67 LB 1 7,095
3 15°C 1,09 3,3 LB 0,5 10,95
4 37°C 0,97 1,55 SOB 1 7,56
5 15°C 0,53 3,5 LB 1 8,64
6 37°C 0,74 3,3 SOB 0,5 21,23
7 15°C 1,03 3,6 SOB 1 13,58
8 37°C 1,1 3,3 LB 0,5 7,4
Contrastes (L") -0,24 -1,19 1,65 -2,54 1,84 -
Moyenne des C(')ntrastes 0,37 032 3.2 19 201 i
(Letl)
Interaction avec le
paramétre [IPTG] 1,55 0.55 0.6 0.9 i )

Tableau VII. Matrice d’expérience de la deuxieme série d’essaigplan d’expérience. ds
valeurs a@s différents parametres ainsi que l'intensite tiglades bandes extraites évaluée
Image Quant sur le Western-blotspnt précisées. Ces données permettent de cal=d
valeurs de contraste pour chaque parametre.

D’aprés la moyenne des contrastes, les deux dffetplus influents sont la DO finale et la
concentration en IPTG. L'interaction entre ces ddagteurs est nulle et la meilleure
extraction est celle ou la DO finale est élevé@aeatoncentration en IPTG est de 1 mM. Le
milieu de culture étant moins influent, nous ava@h®isi le SOB pour lequel on obtient
toujours une croissance plus rapide. Une incubati@i°C, température a laquelle on atteint
une DO finale élevée en 5-6h d'incubation (au tlel23h a 15°C) est également préférable.
La DO d'induction n‘ayant pas d'influence, nousnavdécidé d’induire le plus rapidement
possible (DO 0,5-0,6) avec 1mM IPTG. La producttdAGX a posé moins de probléme
puisqu’'une culture de la forme courte de cette mmzya 15°C permet d’éviter

I'insolubilisation.

Les deux enzymes ont été produites a grande échagflertir d'un litre de culture et les
guantités récupérées ont été suffisantes pourrdedde ma these. Dans un premier temps,
disposant de ces deux enzymes, nous avons optiaiggoduction d’'UDP-GalNAc et

identifié le produit par spectrométrie de masgeeetRMN.

1.2. Production et caractérisation du nucléotide scre UDP-
GalNAc

[.2.1. Article | : « Two-step enzymatic synthesisfdJDP-N-acetylgalactosamine »
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Abstract—UDP-GalNAc has been synthesised with high yield from GalNAc, UTP and ATP using recombinant human GalNAc
kinase GK2 and UDP-GalNAc pyrophosphorylase AGX1. Both enzymes have been prepared in one step from 1 L cultures of trans-
formed Escherichia coli and the UDP-GalNAc produced has been purified by a simple procedure. The method described is a rapid
and efficient means to produce UDP-GalNAc as well as analogues like UDP-N-azidoacetylgalactosamine (UDP-GalNAz).

© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

UDP-GalNAc is the donor substrate of many N-acetyl-
galactosaminyltransferases, enzymes which transfer
GalNAc from the nucleotide sugar to a saccharide or
peptide acceptor. Glycoconjugates synthesised by those
enzymes are of particular interest in therapeutic
approaches which require the production of blood
group or tumour antigens or of glycosaminoglycans.!
Understanding the precise mechanism of action of N-
acetylgalactosaminyltransferases would facilitate the
production of glycans with GalNAc residues crucial
for their biological activity. However, the main limita-
tion to most studies is the limited availability of labelled
sugar nucleotides and of sugar nucleotide analogues and
derivatives due to the difficulty of their synthesis.

UDP-GalNAc can be prepared in several ways. The
pure chemical approach?? is long, fastidious and yields
are low. As an alternative, enzymatic biosynthesis
avoids the use of protection and deprotection steps re-
quired for chemical synthesis and circumvents the diffi-
culties inherent to the formation of a pyrophosphate
bond. One of the enzymatic routes used starts from
UDP-GIcNAc which is converted into UDP-GalNAc
by a mammalian Gal-4 epimerase.* The main drawback
of this method is the rather low yield (30% at the equi-
librium) and the difficulty to separate UDP-GalNAc
from the excess UDP-GIcNAc. Another biosynthetic
route starts from galactosamine and uses yeast moult
galactokinase to form galactosamine-1-phosphate (Gal-

Keywords: UDP-GalNAc; Enzymatic synthesis.
* Corresponding author. Tel.: +33 238 257 643; fax: +33 238 257
807; e-mail: pillere@cnrs-orleans.fr

0960-894X/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.bmcl.2005.08.088

NH,-1-P) although with low yield.> Then the GalNH,-
1-P is purified and can be coupled to UDP chemically?
or enzymatically® using a yeast UDP-Glc uridyltransfer-
ase. In both cases, the UDP-GalNH, formed has still to
be chemically N-acetylated and moderate overall yields,
not exceeding 20% of the starting product, are obtained
after purification. Another chemoenzymatic synthesis
was reported from UMP, sucrose, and GalNH,-1-P
through the help of seven enzymes and two cofactors
and a final step of N-acetylation.” Besides the require-
ment of many enzymes, the overall yield was only
34%. Finally, an enzymatic method using a partially
purified GalNAc kinase (GK?2) from pig kidney allowed
GalNAc-1-P formation with good yield.® But the subse-
quent use of a bacterial GIcNAc pyrophosphorylase
(GImU) with a poor specificity for GalNAc-1-P gave
only 10% UDP-GalNAc.

In order to obtain substantial amounts of UDP-Gal-
NAc, we developed a new low-cost strategy easier and
more efficient than the previous ones. Starting from Gal-
NAc, ATP and UTP we combined the activities of three
enzymes. The mammalian GK2 catalyses the phosphor-
ylation of GalNAc using ATP as phosphate donor.
Then, the mammalian UDP-GalNAc pyrophosphory-
lase (AGX1) uses UTP to convert GalNAc-1-P into
UDP-GalNAc. Yeast inorganic pyrophosphatase
(PPA) drives UDP-GalNAc production forward
(Scheme 1) by preventing the reverse reaction.

While PPA is commercially available, the two other en-
zymes have been produced by bioengineering. GK2 of
human or porcine origin had been previously extracted
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ATP ADP UTP PPi —p 2P
PPA
Mg Mg
GalNACc GaNAc-1-P UDP-GalNAc
GK?2

Scheme 1. Two-step enzymatic synthesis of UDP-GalNAc.

from tissues or expressed in Saccharomyces cerevisiae.® !

In this study, we expressed the GK2 of human origin
in Escherichia coli as a tagged protein which allows its
rapid and efficient purification. For AGXI1, previous
studies had established that addition of a tag to the re-
combinant form of the enzyme reduced its activity and
expression without tag imposed the use of several protein
purification steps.!?"' Here, we describe the expression
of AGXI1 in E. coli as a tagged protein which is as active
as the enzyme isolated from tissues and which was easily
purified through its tag.

Both ¢cDNAs encoding the enzymes GK2 and AGXI
were cloned into a high expression plasmid, the proteins
were expressed in E. coli and purified by Ni-NTA affin-
ity chromatography.!'> SDS-PAGE (Fig. 1) and Western
blot analysis (not shown) confirmed that the main pro-
teins obtained after purification were the expected ones
with an apparent molecular weight of 57 kDa for GK2
and of 61 kDa for AGX1. From 1L cultures we ob-
tained 2.2 mg GK2 (82% purity) and 3.4 mg AGXI
(70% purity).

Enzymatic assays'® indicated that the specific activities
of the recombinant enzymes and the K, values for sub-
strates were close to those described in the litera-
ture!®12:13 for the enzymes purified from tissues (Table
1). Both enzymes were kept at 0.5 mg/mL in a buffered
(pH 7.5) solution containing 30% glycerol and showed
no loss of activity after one year at —20 °C.

The purified GK2 and AGX1 enzymes were used to syn-
thesise in one-pot UDP-GalNAc from GalNAc, ATP
and UTP. Small-scale assays were first performed to
optimise the reaction.!” The reaction catalysed by
AGXI1 being reversible, addition of PPA was necessary
to drive the synthesis in the forward direction and to
reach maximum yield (68 * 10%) after ion exchange

1 2 3 4 kDa
- 200.0

-974
- 66.2

- =

-45.0

-31

Figure 1. Coomassie-stained gel after SDS-PAGE of the soluble
proteins extracted from transformed bacteria by gentle lysis (lanes 1
and 3) and purified on Ni-NTA resin (lanes 2 and 4). Lanes 1 and 2:
GK2; lanes 3 and 4: AGX1.

Table 1. K, of the recombinant enzymes

Ky (mM) Specific activity (nmol/pg/min)
GK2 0.22 (0.14)'° 1.80 (1.40)'°
AGX1 0.67 (1.1)!? 29.0 (14.9)'>1?

Values from the literature are in parentheses.

chromatography. The optimal quantity of PPA was
determined to be 2 U/mL. Another adjustment was nec-
essary due to the difference in K, values (Table 1).
Experiments presented in Figure 2 indicate that the opti-
mal concentration of GalNAc engaged in the mixture is
3 mM. In addition, we determined optimal quantities of
enzymes for maximal formation of UDP-GalNAc in 6 h:
0.8 pg/mL AGXI1 and 6.0 pg/mL GK2.

Finally, we evaluated optimal concentrations of other
substrates and found out that 3 mM GalNAc, 3 mM
ATP and 3 mM UTP were the lowest concentrations re-
quired to obtain after purification maximal amounts of
UDP-GalNAc. Apparition kinetics of UDP-GalNAc
under those conditions are presented in Figure 3. A
2 mL production of UDP-GalNAc was performed start-
ing from 1.33mg GalNAc.'® Both purified enzymes
were incubated with substrates, necessary cofactors
and PPA for 6 h. After a two-step purification by ion ex-
change and gel filtration, the pure desired product,
UDP-GalNAc ammonium salt, was characterised by
mass spectrometry and NMR spectroscopy.'®

Products (nmol)

012 3 456 7809
GalNAc (mM)

Figure 2. Kinetics of GalNAc-1-P (open squares) and UDP-GalNAc
(filled squares) production as a function of GalNAc concentration.

UDP-GalNAc

Products (nmol)

GalNAc-1-P

0 2 4 6 8 10
Incubation time (h)

Figure 3. Time kinetics of UDP-GalNAc (filled squares) and GalNAc-
1-P (open squares) formation and of GalNAc consumption (triangles).
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In order to test whether this enzymatic synthesis was
applicable to GalNAc derivatives, we chose N-azi-
doacetylgalactosamine (GalNAz)?° as starting sub-
strate since it was recently used to enable the
detection in the cells of mucin type GalNAc-bearing
glycoproteins.?! First, we determined the K,, of GK2
for GalINAz to be 0.50 mM,'® a value in the same or-
der of magnitude as for GalNAc (0.22 mM). Under
the conditions described above!® GalNAz was very
efficiently converted into UDP-GalNAz (99% yield).
Previous studies had suggested?' that GalNAz was
processed in cells by the hexosamine salvage pathway
enzymes.!! Here, we provide evidence that GalNAz
and GalNAz-1-P, respectively, are substrates for
GK2 and AGXI1 in vitro.

The paper describes an efficient method for the enzymat-
ic synthesis of UDP-GalNAc (68 * 10%) from the inex-
pensive substrates GalNAc, ATP and UTP. With the
amount of enzymes isolated after 1 L E. coli cultures,
it is possible to obtain up to 500 mg of UDP-GalNAc.
The method proposed here was also successfully em-
ployed on GalNAz, showing that both GK2 and
AGXI1 can accept substrates with modified N-acyl
groups. Surprisingly, GalNAz appeared to be an excel-
lent substrate for the three-enzyme system. Considering
the K, value of GK2 for GalNAz and the high specific-
ity of this enzyme for GalNAc, AGX1 must be respon-
sible for the high conversion into UDP-GalNAz
suggesting a broad acceptance for this latter enzyme.
Procedures using the same enzymatic system for the syn-
thesis of other UDP-GalNAc analogues are currently
under investigation. The same efficient method was also
applied to the synthesis of radioactive UDP-GalNAc, a
very useful substrate for enzymatic tests of N-acetyl-
galactosaminyltransferases and which is no longer com-
mercially available. By this procedure we have produced
[*H]-labelled UDP-GalNAc with the same overall yield
using [*H]GalNAc. It is noteworthy that the method
presented here offers, for the synthesis of radioactive
UDP-GalNAc, an appreciable alternative to a pure
chemical approach.
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anion exchange column. The column was washed with
25mM NH4HCO; (3x1.5mL) to remove unbound
material, and then GalNAc-1-P was eluted with 250 mM
NH4HCO; (3 x 1.5mL). All fractions were analysed by
scintillation counting. For GalNAc-1-P preparation, the
same protocol as above was scaled up to 23 mL with
nonradioactive GalNAc; after DOWEX, fractions were
pooled, concentrated and applied to a gel filtration column
on G10 Sephadex (Amersham) gel (60 mL, flow rate
30 mL/h) before NMR analysis: GalNAc-1-P  (53%,
3.59mg). '"H NMR (500 MHz, D,0) d: 5.46 (dd; 1H;
JH_],p = 75, J|’2 = 35, H-l); 4.205 (ddd, IH, J2q3 = 110,
szp = 23, H-Z), 4.155 (ddd, lH, JS,Ga = 75, J5,6b = 51, H-
5); 4.04 (d; 1H; J4 5 = 3.0; H-4); 3.96 (dd; 1H; J3, = 11.0;
J3.4=3.0; H-3); 3.785 (dd; 1H; Jea 6 = 11.9; Jsa.5s = 7.5; H-
6a); 3.745 (dd; 1H; Jep.6a = 11.8; Jep s = 5.0; H-6b); 2.09 (s;
3H; CH3). For K, calculation, 70 ng of GK2 was used
with 5mM ATP and various amounts of GalNAc from
25uM to 1400 uM in 25 pL total volume. The same
method was used with GalNAz but with [*’P]ATP
(Amersham). All assays were performed in triplicate.
AGXI1 assays: reaction mixtures (25 uL) contained
PHJUTP (ARC) adjusted to 4 mM and 250 cpm/nmol,
5mM GalNAc-1-P, 5 mM MgCl,, 0.1% BSA and various
amounts of AGX1 in 75mM Tris-HCI pH 8.8. After
30 min at 37 °C, the samples were diluted with water/
methanol 50:50 and applied to DOWEX 1 x 8 as described
for GK2, except that UDP-GalNAc was ecluted with
300 mM NH4HCO; (10 x 1.5 mL) and non-reacted UTP
with 1 M NH4HCO;. All fractions were analysed by
scintillation counting. For Km calculations, 1.6 pg of
enzyme was used with 4 mM UTP and various amounts of
GalNAc-1-P from 0.275mM to 6.6 mM in 25 uL total
volume. All assays were performed in triplicate.

Combined GK2-AGX1 assays: optimisation tests were
performed at 37 °C. Reaction mixtures (25 pL) contained
PH]GalNAc (3 mM, 50 cpm/nmol), 5mM ATP, 4 mM
UTP, 5mM MgCl,, 0.1% BSA, yeast PPA (0.05 U) and

18.

20.

21.

. UDP-GalNAc ammonium

various amounts of GK2 and AGX1 in 75 mM Tris-HCI,
pH 8.8. After 2h, samples were diluted with water/
methanol 50:50 and applied to DOWEX 1 x 8, the column
washed with 25 mM NH4HCO; (3 x1.5mL) to remove
unbound material, non-reacted GalNAc-1-P was eluted
with 100 mM NH4HCO3; and UDP-GalNAc with 300 mM
NHHCO:s.

For UDP-GalNAc synthesis a 2mL reaction mixture
contained 3mM GalNAc, 3mM UTP, 3mM ATP,
SmM MgCl,, 0.1% BSA, GK2 (12 pg), AGX1 (1.6 pg)
and PPA (4U) in 75mM Tris-HCl, pH8.8. The
reaction was left at 37 °C for 6 h, stopped by addition
of methanol/water 50:50 (13 mL) and applied to DOW-
EX 1x8 (4mL). After extensive washing first with
25mM then with 100 mM NH4HCO;, UDP-GalNAc
was eluted with 300 mM NH4HCO;. After evaporation,
the sample was applied to a gel filtration column as
described in Ref. 16. Detection was performed by
absorbance reading at 260 nm.

salt (68%, 2.62mg). 'H
NMR (500 MHz, D,0) é: 7.96 (d; 1H; Jg s = 8.1; H-
6”); 598 (d; 1H; Jy»=4.8; H-1); 597 (d; 1H;
JS”,6” = 81, H-SH); 5.55 (dd, lH, JH—I,P = 73, JI,Z = 33,
H-1); 44543 (m; H-2'; H-3'); 4.3-4.16 (m; H4
H5’a; H5'b; H2; HS5); 4.05 (br d; 1H; J=2.1; H-4);
3.97 (dd; 1H; J3, =10.9; J34 = 3.0; H-3); 3.78 (dd; 1H;
Joaop = 11.8;  Jeas=7.3; H-6a); 373 (dd; 1H;
Joaob = 11.8; Jep s =5.2; H-6b); 2.09 (s; 3H; CHj); MS
(ESD): (M+H)*, 608.13; (M+NH,)", 625.25; (M+Na)",
630.5; (M+K)™*, 646.00.

GalNAz was synthesised according to Ref. 21. For UDP-
GalNAz formation, the same conditions were used as for
UDP-GalNAc.'® UDP-GalNAz was characterised directly
from the 25 pL reaction mixture after protein precipitation
in MeOH/H,0 50:50 by mass spectroscopy. MS (ESI):
(M—H)™ 647.08.

Hang, H. C.; Yu, C.; Kato, D. L.; Bertozzi, C. R. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2003, 100, 14846.



RESULTATS ET DISCUSSION
1.2.2. Synthése de'fC] UDP-GalNAc

Malgré le danger et les contraintes de manipulatiés a I'emploi de composés
radioactifs, les chercheurs continuent d'y avogorgs n'ayant pas trouvé d’alternative aussi
sensible pour les études enzymologiques (suiviédetion, calcul de constantes cinétiques)
ou encore pour le marquage moléculaire. La syntdessomposés radioactifs est difficile a
réaliser par voie chimique : d’'une part parce @seréndements sont faibles et que la synthése
chimique nécessite de nombreuses étapes ce gpeestompatible avec les précautions de
sécurité a prendre lorsque I'on manipule de tetglpits; d’autre part parce que les produits
radioactifs commerciaux contiennent tres peu deenght(de I'ordre de 500 pg) et si I'on
souhaite conserver une radioactivité spécifiqugédleles méthodes classiques de chimie ne
permettent pas de travailler avec des quantités &ibles. En revanche, la synthése chimio-
enzymatique est bien adaptée a ce type de situdi@oocatalyse enzymatique permet en effet
de travailler avec des quantités infimes de produid’obtenir en peu d’étapes le composé
d'intérét dans la conformation souhaitée. 4C] UDP-GalNAc n'étant depuis peu plus
commercialisé, jai réalisé, pour mes besoins exca#une autre équipe travaillant sur les
GalNAc transférases, la synthése du nucléotideesU®P-GalNAc radiomarqué selon la

méthode décrite dans le chapitre précéedent.

1.2.2.1.0Optimisation de la production de GalNA€

Le [*'C] GalNAc n'étant pas un produit disponible dansctmmerce, nous avons di
synthétiser chimiquement ce précurseur radiomar@ampte tenu du prix élevé de la
galactosamine radiomarquée, nous avons décidéetienerde la galactosamine non marquée
et d’introduire la radioactivité par I'agent dleAcétylation qui doit donc contenir un carbone
14 sur le groupement Acyle. Toujours dans un sécgnomigue, nous avons testé différentes
conditions « a froid » pour |&-Acétylation (tableau VIII). Tous les essais ord étalisés

dans un mélange réactionnel de 1 mL.

La synthese de GalNAc en deux étapes (essai Igautille chlorure d’oxalyl pour générer le
chlorure d’acétyle ainsi que I'essai 5 utilisantmélange EDC/NHS donnent de trés mauvais
rendements (< 15%). En revanche,Nacétylation réalisée avec I'anhydride acétique, le
chlorure d’acyle en milieu organique ou encoredtate de sodium en présence d’EDC donne
des rendements satisfaisants. Bien que I'on ater@®% de rendement avec I'essai 2, nous
n'avons pas retenu cette méthode car 'emploi ddride acétique radiomarqué oblige a

« jeter » 50% de la radioactivité.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Réactifs Solvant (1 mL) Conditions Rdmt RMN
_ CH;COONa | Clcococl THF 2h RT
Essai 1 9 %
CH,;COCI GalNH, Pyridine HO 3h RT
*
Essai2 | (CHCOLO | GalNm, D";"gés_l 8 H,0/MeOH 1h30 0°C 72%|  propre
Essai 3 ChcocCl GalNH TEA DMF/MeOH/THF 2h RT 46 % DMF
0,

Essai4 | CHCOONa | GalNH EDC HO 100 MM MES pH6|  6h30 RT 31 % ng\/lon
Essai 5 CHCOONa GalNH EDC/NHS HO 100 mM MES pH 6 6h30 RT <15% -

Tableau VIII. Différentes condiions opératoires et réactifs de départ pour lathgse di
GalNAc a partir de galactosamine. Pour chacun desaes, le rendement de la réaction a
gue la pureté évaluée d’apres le spectre RMN suahtués.

Dans l'essai 3, le mélange n’était pas bien solwelequi peut poser probléme lors de la
reproduction de la synthése et le spectre RMN modés traces résiduelles de DMF qui
peuvent géner la réaction enzymatique qui suit.pOuarrait éventuellement lyophiliser a
plusieurs reprises le produit pour se débarrass&®MF mais il est plus prudent de réaliser la
synthése le plus rapidement possible. Ainsi, cé Bmconditions de I'essai 4 qui se sont
révélées les plus adaptées a cette synthése. teespdIN indique qu'il reste 8% de GalNH

n'ayant pas réagi mais cette impureté sera aisééieninée lors du couplage enzymatique.

L’équation de la premiére étape de la synthese @@aINAc est donc la suivante :

CH3COONa* + EDC + GalNH, - GalNAc* + CH3;CH,NHCONH(CH ,);N(CH3), + NaCl

Afin d’optimiser la réaction, différents essais @ié réalisés a « froid » en faisant varier le
pH, le volume réactionnel ainsi que la quantitégaéactosamine introduite (Tableau IX).
Tous les essais contenaient 14,6 mg d’acétatediersql eq) et ont été agités pendant 15h a
TA.

Réactifs Solvant Rdmt
CH3;COONa GalNH (1,5eq) | EDC] 4 mL pH 5 12 %
CH3;COONa GalNH(1,5eq) | EDC| 4 mL pH 6 13 %
CH3COONa GalNH (1,5eq) | EDC] 4 mL pH 7 20 %
CH3;COONa GalNH (3 eq) EDC| 4 mL pH 7 34 %
CH3;COONa GalNH(1,5eq) | EDC] 1mL pH 7 43 %

Tableau IX.Rendements de synthése obtenus pour la synth&aMAc a partir de
galactosamine, d’actétate de sodium et d’'EDC &dkfiits pH et différents volumes réactionnels.
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L’étude a montré qu’il était préférable de trawailh pH 7 dans un volume minimal de solvant
(1 mL) en engageant 1,5 eq de galactosamine. Laujircadioactif de départ (GEOONa

commercial) ne représente que 400ug et on ne peguk @giter un volume réactionnel de
moins de 100 pL. Il faut donc ajouter de I'acé@desodium froid au produit radioactif pour

se placer dans les conditions de synthese optimales

[.2.2.2. Couplage enzymatique et purification dé&dP-GalNAc radiomarqué

La synthése enzymatique en deux étapes est rédbséeles mémes conditions que dans le
chapitre précédent sur un volume réactionnel den2,3Apres avoir précipité les protéines au
méthanol, le produit est purifié sur une colonneViEX échangeuse d’anions (4,8 mL). Afin
de suivre précisément I'élution des produits, OL6dw mélange réactionnel sont purifiés a
part sur une colonne de volume proportionnel efriestions récupérées sont comptées pour
leur teneur en radioactivité. La figure 27 mongetofil d’élution des especes radiomarquées
donc porteuses du monosaccharide GalNAc. Apres &lioniné le GalNAc résiduel et le
GalNAc-1-P sous-produit de la réaction, 'TUDP-GaliNAast élué en 300 mM NHCO:.
L'UTP et 'ATP qui n'ont pas réagi restent fixésadcolonne a cette molarité en sel.

25 mM

l
16000 - N

20000 -

300 mM

12000

cpm

8000

4000

0 4
0 5 10 15 20 25 30

Volume d'élution (mL)

Figure 34. Profil d’élution du mélange réactionnel de synthedUDP-GalNAc sul
colonne échangeuse d’anions. L’élution des prodaegs réalisée avedu bicarbonate
d’ammonium

Le produit est ensuite dessalé par gel filtratiGd, rdt = 90 a 95 %). Le rendement global
de synthese calculé sur les trois étapes est eatR0o, I'étape limitante étant la synthése de
GalNAc marqué. La radioactivité spécifique du pribdst estimée a 14uCi/umole ce qui

reste raisonnable par rapport aux produits anciraenecommercialisés. La pureté du produit

a été évaluée a 98% par chromatographie sur pémenptage radioactif) et un dosage
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enzymatique avec la ppGalNAc-T1 et le peptide aecep(STPJAG a montré une
incorporation similaire au®H] UDP-GalNAc commercial dont nous possédons encore

guelques échantillons.

|.3. Conclusion

Les enzymes GK2 et AGX1 d'origine humaine ont pre giroduites dans les bactéries en
quantités substantielles compatibles avec de lathéga chimio-enzymatique. La
détermination des caractéristiques et des parasnétrétiques de ces deux protéines a permis
leur utilisation pour synthétiser de I'UDP-GalNAcpartir d'ATP, de GalNAc et d'UTP.
L'UDP-GalNAc produit a été purifié en deux étapesaracterisé par RMN et spectrométrie
de masse. Le rendement de synthése élevé démefiieatité de la méthode enzymatique
qui pallie les problémes de stéréospécificité &€k synthése chimique de ce composé et

permet en outre d’obtenir le produit radiomarqué.
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Il. SYNTHESE ENZYMATIQUE DE GLYCOCONJUGUES

Un grand nombre de transférases utilisent le ntidésucre UDP-GalNAc comme
substrat pour greffer des unités monosaccharidiquesdiverses molécules accepteuses
comme les polypeptides ou encore les oligosacatmridomme nous I'avons déja mentionné,
le colt prohibitif de ce nucléotide-sucre ne perpest son utilisation pour des productions
importantes de glycoconjugués. La méthode dévelpgens le chapitre précédent qui
propose une synthése efficace de I'UDP-GalNAc péwe étendue a la synthese de
glycoconjugués. D’un point de vue immunologiquéndorporation d’épitopes Tn sur une
cible anti-tumorale telle que (MUC1) est trés ipt&ante. Les carbohydrates sont dans
certains cas connus pour augmenter le pouvoir inegeme de la molécule peptidique et ce
mélange d’épitopes peptidique et saccharidique Ifaibtjet de recherches accrues en
vaccinologie. Dans le but détudier la potentialid@ ces molécules pour I'immunité
humorale, nous avons mis au point un systéme maitrees pour la glycosylation des

peptides qui peut aussi s’appliquer a la synth&smdsaccharides.

II.1. Développement du systeme multienzymatique paua
glycosylation

[1.1.1. Article Il : «Efficient enzymatic glycosylation of peptides and oligosaccharides
from GalNAc and UTP » .
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Efficient Enzymatic Glycosylation of
Peptides and Oligosaccharides from
GalNAc and UTP

Vanessa Bourgeaux, Martine Cadéne, Friedrich Piller,
and Véronique Piller*®

Carbohydrates play a major role in a variety of biological pro-
cesses,"™ and synthetic glycoconjuguates are increasingly
used to study the different roles of glycans in vivo and in
vitro.”! Several approaches have been developed for their pro-
duction, ranging from pure chemical to pure enzymatic meth-
0ds.”'¥ Large-scale production using only chemical methods
is difficult being both long and inefficient because of multiple
protection/deprotection steps. Enzymatic synthesis of glyco-
conjugates is advantageous being fast and gives generally
good yields. However, whenever Leloir-type glycosyltransferas-
es are used, large amounts of sugar nucleotides are required.
In addition, most of these enzymes are inhibited by the free
nucleotide reaction product (Scheme 1).

Glycosyltransferase

N7y
—_

+ cofactor

sugar-nucleotide + acceptor

Scheme 1. Glycosylation of an acceptor catalyzed by a glycosyltransferase.
The enzyme is specific for both substrates: the sugar nucleotide and the
acceptor. Most glycosyltransferases require metal ions as cofactors.

Thus, to improve enzymatic methods involving glycosyl-
transferases a concomitant regeneration of the sugar nucleo-
tide is needed. In 1982, Wong et al." developed the first gly-
cosylation cycle with regeneration of UDP-Gal for N-acetyllac-
tosamine synthesis. Since, several teams have been working on
in vitro regeneration systems of UDP-Gal,"*""¥ UDP-GIc, 822"
CMP-N-acetylneuraminic acid, and GDP-Fuc."® More recently,
engineered bacteria or yeasts were developed which allow
large scale synthesis of oligosaccharides with the recycling of
some of the necessary sugar nucleotides.”>** GalNAc-contain-
ing glycoconjugates are among the most thoroughly studied
blood group, oncofetal, or bacterial antigens and are in high
demand for in vivo studies. In the method described by Shao
et al.”? UDP-GalNAc regeneration was achieved in a bacterial
system employing six enzymes including an epimerase to con-
vert UDP-GIcNAc into UDP-GalNAc. However, such a prokar-

[a] V. Bourgeaux, Dr. M. Cadéne, Dr. F. Piller, Dr. V. Piller

Centre de Biophysique Moléculaire
CNRS UPR4301 affiliée a I'Université d'Orléans et a 'INSERM
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http ://www.chembiochem.org or from the author.
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yote-based method does not allow the use of glycosyltransfer-
ases which need posttranslational modifications for activity.
Here we present a well-defined in vitro synthetic system with
purified recombinant enzymes based on the alternative in vivo
pathway of UDP-GalNAc biosynthesis®?” which decreases the
number of enzymes involved in UDP-GalNAc regeneration
from six to four and replaces the less efficient epimerase path-
way.

In a previous work we have shown that two recombinant
enzymes of human origin could be used for the efficient pro-
duction of UDP-GalNAc.”® The present study employs these
enzymes in combination with glycosyltransferases and a UTP-
regenerating enzyme for the synthesis of glycopeptides and
oligosaccharides starting from GalNAc and catalytic amounts
of UTP. In this UDP-GalNAc regenerating cycle (Scheme 2)

2 Pi
] PPA
PPi Acceptor
UDP-GalNAc
GalNAc
transferase
AGX1
Acceptor
oK GalNAc-1-P |
alNAc-1-
GalNACN GalNAc
UTP UDP uTP
‘>C§<A >—<UDP
creatine et
phosphate creatine CK .
creatine creatine
phosphate

Scheme 2. Multiple-enzyme system for in vitro glycosylation with in situ
regeneration of UDP-GalNAc.

GalNAc is first phosphorylated by the human GalNAc kinase 2
(GK2) with UTP as phosphate donor. The GalNAc-1-P produced
is transformed into UDP-GalNAc by the human UDP-GalNAc
pyrophosphorylase (AGX1) also using UTP as substrate. UDP-
GalNAc then serves as substrate for different GalNAc transfer-
ases which transfer the GalNAc moiety onto peptide or oligo-
saccharide acceptors. Finally the UDP which is formed during
that transfer reaction and during the phosphorylation of
GalNAc is regenerated to UTP from creatine phosphate by the
rabbit creatine kinase (CK). Since UDP is a potent inhibitor of
GalNAc transferases its elimination by conversion to UTP and
quickly to UDP-GalNAc greatly improves the glycosylation reac-
tion. A yeast inorganic pyrophosphorylase (PPA) drives the
AGX1 reaction forward by hydrolyzing the PPi formed during
that step.

First we worked out the conditions allowing the different
enzymes to function together optimally. For that purpose, we
chose to test the cycle with the recombinant bovine polypep-
tide: a-N-acetylgalactosaminyltransferase T1 (ppGalNAcT1) pro-
duced in yeast® and used a synthetic 17 aa peptide with the
sequence STPSTPSTPSTPSTPAG ((STP);) as an acceptor sub-
strate. AGX1 and GK2 have an optimum pH between 8.5 and
9.0 whereas the other enzymes are most efficient at pH 6.5 to
7.0. In addition, all enzymes require either Mg®>*™ or Mn** as co-
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factor for highest activity. The optimal conditions determined
were 75 mm imidazole, pH 7.0, and 5 mm Mn?*. Moreover, al-
though the phosphate donor for GK2 is generally ATP, its use
was precluded by ATP’s inhibitory effect on ppGalNACTs, lead-
ing to poor transfer of GalNAc to the peptide acceptor. We no-
ticed that GK2 uses UTP quite efficiently as phosphate donor
and that a catalytic amount (0.2 mm) of UTP in the cycle was
sufficient to supply both the GK2 and the AGX1 reactions. The
levels of GK2 and AGX1 for the highest glycosylation of (STP),
were determined by keeping the other enzymes at saturation
levels (as reported in the Supporting Information). Results
show that maximum glycosylation of the peptide was reached
within 12 h at 37°C with 12 mUmL™" of GK2 and 6 mUmL™" of
AGX1 in combination with 2UmL™" of PPA, 3UmL™' of CK,
and 16 mUmL™" of ppGalNACT1, and with 3.9 mm GalNAc and
0.2 mm UTP.

The efficiency of the UDP-GalNAc regeneration cycle in gly-
cosylating a peptide was compared with a standard enzymatic
glycosylation reaction without regeneration of the donor sub-
strate. Again the ppGalNAcT1 transferase and the acceptor
(STP)s were used with a twofold excess of commercial UDP-
GalNAc (3.6 mm) over the available Ser/Thr acceptor sites, and
calf intestine phosphorylase (CIP) was added for the removal
of UDP (Table 1). Under those conditions incorporation of
3.9 mol of GalNAc per mol of peptide was obtained after 36 h
incubation with addition of fresh enzymes at 16 h. The peptide
could also be glycosylated from GalNAc and high levels of UTP
(4 mm) in the absence of UTP regeneration. However, the pro-
duction of glycoconjugate was limited by the inhibitory effect
of UDP on ppGalNACT1 leading to a much lower incorporation
(1.2 mol of GalNAc per mol peptide, Table 1). The addition of
CK (Table 1) allows the regeneration of UTP and thus com-
pletes the enzymatic cycle. Although the concentration of UTP
has been lowered to 0.2 mm, the incorporation of GalNAc
reached 3.2 mol per mol peptide. The use of pyruvate kinase
instead of CK (data not shown) did not improve these results.
The usefulness of PPA in the cycle which drives the reaction
catalyzed by AGX1 in the forward direction was verified by an
incubation without PPA (Table 1), which yielded lower GalNAc
transfer (2.2 mol per mol peptide). Under the optimal condi-
tions determined for the UDP-GalNAc regenerating glycosyla-
tion cycle, different peptides and a small protein were glycosy-
lated and the glycosylation efficiencies compared to the stan-

dard glycosylation reaction by MALDI-TOF mass spectrometry
(Table 1). Although the standard glycosylation employs a large
excess of UDP-GalNAc and long incubation times, the regener-
ation cycle performed at least as well with much less substrate
and shorter incubations.

The glycosylation efficiency of three ppGalNAcTs (ppGal-
NACT1, T2, and T13) in the cycle was compared using the
40 aa peptide (MUC1), as acceptor substrate (Table 2). Again,

Table 2. Glycosylation of (MUC1), in the UDP-GalNAc regeneration cycle
by using different ppGalNAc transferases.

Polypeptide aGalNAc transferases

T T2 T13 T1+T2 T14+T13
Incorporation of GalNAc [mol per mol peptide]

35 3.9 34 39 38
Ratio of peptides with 3 and 4 GalNAc residues per peptide [%]
47:53 13:87 55:45 7:93 21:79

the glycosylated products were analyzed by MALDI-TOF mass
spectrometry.”® The enzymatic cycle is very efficient with all
three ppGalNACTs yielding 100% of glycosylated peptide pres-
ent as triglycosylated and tetraglycosylated forms with respec-
tive m/z values of 4366.9 and 4569.8 (Figure 1) in various pro-
portions depending on the glycosyltransferase used. For
ppGalNACT1 and ppGalNAcT13 the two glycoconjugates were
present in similar amounts (47:53 and 55:45 respectively) but
with ppGalNAcT2, mass spectra clearly showed the tetraglyco-
sylated peptide as the major product (ratio tri/tetra=13:87). To
characterize more precisely the glycopeptides, proteolysis was
performed on the glycoconjugates. Protease Arg-C cleaved all
the glycopeptides synthesized by the enzymes into three frag-
ments carrying 1, 2, and 3 GalNAc residues. The results shown
in Figure 2 are only for the ppGalNACT2 transferase product,
but the same was seen for the products of the two other
transferase reactions. PpGalNAcT2 products were further di-
gested by Asp-N and the results revealed Thr7, 19, and 27 as
well as Ser18 as the most likely attachment points for the
GalNAc residues. This is in agreement with published data
showing a clear preference of Thr over Ser for all three ppGal-
NAc transferases used here®'=? as well as the higher ability of
ppGalNACT2 to glycosylate Ser adjacent to an already glycosy-

lated Thr.*® The combination of

two enzymes in the glycosyla-

and different acceptor peptides.

Table 1. Comparison of UDP-GalNAc regeneration cycle and other glycosylation conditions with ppGalNAc T1

tion cycle did not significantly
change the amount of GalNAc
incorporated suggesting that all

Enzymatic method Nucleotides Incorporation of GalNAc [mol per mol peptide] h | di hi
(STP); 17aa MUC1 20aa (MUC1),40aa (MUC1), 172aa | (Nree enzymes employed in this
— study glycosylate the same posi-
standard conditions®  UDP-GalNAc 3.6 mm 3.9 0.9 3.2 19.2 . .
w/o CK® UTP 4.0 mm 1.2 n.d.® n.d.® n.d.© tions on the (MUC1), peptide
cycle w/o PPA® UTP 0.2 mm 22 n.d.® nd® n.d.® with T2 glycosylating Ser18 most
optimized cycle UTP 0.2 mm 3.2 1.0 34 213 efficiently. For all three enzymes

[a] No cycle: ppGalNAcT1, CIP, and commercial UDP-GalNAc for 36 h. [b] No cycle: GK2, AGX1, ppGalNAcT1,
PPA, and GalNAc for 15 h. [c] Cycle: GK2, AGX1, ppGalNAcT1, CK, and GalNAc for 15 h. [d] Optimized cycle:
GK2, AGX1, ppGalNACT1, CK, PPA, creatine-P, and GalNAc for 15 h (see the Supporting Information). GalNAc in-
corporation was determined by mass spectrometry. [e] n.d.=not determined.

the C-terminal sequence GSTA is
not glycosylated probably be-
cause of the proximity of the
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PPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVTSAPDTRPAPGSTA (average mass : 3756.06)
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Figure 1. Glycosylation of (MUC1), peptide by ppGalNACT1 or T2 or T13 in the enzymatic cycle and determination of O-glycosylation sites by mass spectrome-
try analysis (MALDI-TOF). Closed circles mark the positions of glycosylation in the peptides.

The results obtained with ppGalNAcT1 for (MUC1), could be
extrapolated to a small protein of 172 aa composed of 8 MUC1
tandem repeats and a 6His tag, (MUC1)*¥ The UDP-GalNAc re-
generating cycle allowed the glycosylation of more than 20

A) B)
1 2 KDa

200

116
97 21

10386.6
66 A

22
45

20
31 L

EERE

23

14.4

10000 10250 10500 10750 11000
mlz—>

Figure 2. A) Coomassie-stained gel after SDS-PAGE of (MUC1); (lane 1) and
glycosylated (MUC1); (lane 2); lane 3: molecular weight markers. B) Mass
spectrum of glycosylated (MUC1); with a representation of the [M+2H]**
ions.
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positions with the ppGalNAcT1, as reported in Table 1 [d] and
in Figure 2. As for (MUC1),, every Thr except the one in the
PDTRP motif are glycosylated (16 positions) in the protein as
well as half of the Ser in GSTA (four positions).

The bioreactor functions well with other glycosyltransferases
utilizing UDP-GalNAc as sugar donor. The only condition for a
transferase to be compatible with the regeneration cycle is to
have K, constants for UDP-GalNAc in the micromolar scale. As
illustrated in Figure 3 the cycle developed here allows com-
plete transformation of the blood group H-trisaccharide into
the blood group A-tetrasaccharide using the human blood
group A GalNAc transferase (GTA) as a purified recombinant
enzyme produced in yeast (Supporting Information). On the

1 2 3 4 5 6 7
- .
- —
=
(E S
GalNAc Lac H Oh 3h30 6h 19h

trisaccharide

Figure 3. TLC plate analysis of the tetrasaccharide formation with enzymatic
cycle at different incubation times (lanes 4 to 7). Standards: GalNAc, lactose
(Lac), and H trisaccharide in lanes 1, 2, and 3 respectively.
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other hand, glycosyltransferases with K., constants in the milli-
molar range like LgtA, a N-acetyl glucosaminyl/galactosaminyl
transferase from Neisseria meningitidis, give only very low
yields (not shown).

In conclusion, the method developed here uses inexpensive
substrates and low amounts of easily obtainable specific en-
zymes for the extensive glycosylation of peptides, proteins,
and oligosaccharides. The cycle can be easily scaled up and
several mg of highly glycosylated (MUC1); have been obtained
which may be utilized for immunological studies in mice. The
UDP-GalNAc regeneration cycle can probably be used by all
GalNAc transferases with K, constants below 500 um including
EXTL2 and GM2 synthase. In addition, analogues of GalNAc
can be tested in the cycle for transformation into UDP-sugar
and for their potential as donor substrates for various GalNAc
transferases.
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RESULTATS ET DISCUSSION

[1.1.2. Essais d'optimisation du cycle enzymatique

Nous venons de voir que le cycle enzymatique fonag efficacement pour la glycosylation
des peptides et des oligosaccharides et permetediiolavec de bons rendements les produits
avec un nombre maximal de positions occupées. Na@asmplusieurs analyses menées sur
différents peptides ((STRAG et (MUC1)), ont montré qu'il y avait une concentration
optimale en peptide a introduire dans le mélangeti@nnel. Au dela de cette concentration,
le nombre de GalNAc incorporés par peptide dimietie€ette diminution est inversement
proportionnelle a la quantité de peptide acceptengagée dans la réaction. Afin de
déterminer si le GalNAc est le réactif limitantuscavons mené en paralléle trois expériences
en introduisant différentes quantités de GalNAcsdarréaction et avons estimé la quantité de
chacune des especes porteuses de GalNAc apreats@paar chromatographie échangeuse
d’anions (tableau X). L’essai 1 correspond aux d@omts standards avec 3,9 mM de GalNAc.
Alors que les essais 1 et 2 permettent I'incorpomatie 5 GalNAc/peptide, I'essai 3 dans
lequel on a introduit la plus grande quantité déN@Ba ne conduit qu’a 3,5 GalNAc/peptide.
Ce résultat est surprenant d’autant plus que osesait attendu a une incorporation similaire
voire meilleure que pour les deux autres essadlyse des especes présentes a I'équilibre
montre que dans les trois cas de figure, le GalNsiduel est environ de 20%. Ce résultat
prouve que I'enzyme GK2 catalyse le transfert desphate avec le méme rendement,
indépendamment de la quantité de GalNAc introdetter’est donc pas la cause de cette

baisse d’'incorporation.

GalNAc GalNAc GalNAc-1-P UDP-GalNAc | GalNAc Incorporé
1 3,9 mM 22 % 24 % 4% 50 %
2 5,2 mM 15% 40 % 4% 41 %
3 6,5 mM 21 % 53 % 4% 22 %

Tableau X. Bilan en especes pour des mélanges réactionnelsydesylation du peptic
(STPYAG (0,4 mM) incubés la nuit a 37°C en présencedifférentes quantités de GalN/
La quantité des produits présents en fin de réacii@té estimée par comptage radioagés
fractions obtenues apres séparation sur colonnaggeuses d’'anions.

En revanche, a la fin de l'incubation, il y a urte@mulation de GalNAc-1-P dans le milieu.

Cette accumulation est d’autant plus grande qugigatité de GalNAc est importante (24 %

pour I'essai 1 et 53 % pour I'essai 3). Tout perteroire que le cycle s’'arréte aprés un certain

nombre de tours et qu'un des partenaires implicags da conversion du GalNAc-1-P en

UDP-GalNAc n’est plus actif. Les essais d’additioividuelle d’enzymes fraiches ou
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d’'UTP au bout de 7h30 d’incubation ont été vains’ent pas permis le redémarrage du cycle
(quantité similaire de GalNAc incorporée au peptidsfin de déterminer la raison de la
glycosylation limitée pour les grandes quantités mlptide, nous avons réalisé une
chromatographie sur papier (figure 35). Cette a®lgermet d’évaluer les quantités des

especes contenant de l'uridine radiomarquée a ldefi’'incubation.

1600 | UDPGalNAc

—1— Cycle with UTP*
—a— UTP* treated with CIP
—e— UDPGaINAc

1200

cpm

800 -

Uridine

A

400 -

d
(o) @
<

=1l

0 5 10 15 20 25 30 35 40

migration (cm)

Figure 35. Analyse par chromatographie sur papier d'un mgirenzymatique pour
glycosylation de STP5AG incubé pendant la nuitrésgnce d'UTP radiomarqué.

Les courbes témoins (carrés ouverts et fermés) gitent d’identifier les produits présents
dans le mélange réactionnel (losanges), a savdild®, de 'UDP-GalNAc et de l'uridine.
L’accumulation de GalNAc-1-P et I'apparition d’uine pourraient provenir de la dégradation
de 'UDP-GalNAc en présence de MaGn UMP et GalNAcl-P. La quantité catalytique
d’'UDP nécessaire au bon fonctionnement du cyclepesgressivement dégradée en UMP
puis en uridine ce qui doit avoir pour conséqueticehiber une voire plusieurs enzymes et

de stopper la biosynthése du glycopeptide.

Ceci limite la capacité du cycle a glycosyler dessges quantités de peptides. Un moyen de
pallier ce probleme serait d’ajouter une nucléogidase spécifique capable de phopshoryler
le produit de dégradation UMP en UDP. D’'un autrééc@eci augmenterait le prix de la
synthése inutilement puisque I'on peut glycosylerpius larges quantités en incubant des
volumes réactionnels plus conséquents. Pour dammeidée chiffrée, pour obtenir 20 mg de
produit glycosylé, il faudrait incuber un mélangactionnel de 50 mL, ce qui est tout a fait

envisageable.
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L'utilisation du systeme multi-enzymatique pour $gnthése de glycoconjugués est une
méthode de choix et la glycosylation a grande éetdds peptides (STHAG et (MUC1},
dont les rendements respectifs aprés purificationt sle 59 % et 34 %, en témoigne.
Contrairement a la synthese chimique qui condégudemment a un mélange d’anomeres
indésirables et utilise des conditions souvent tiogstiques pour le saccharide, I'emploi
d’enzymes stéréospécifiques permet d’obtenir deiénartrés propre le produit dans la
configuration souhaitée sans difficulté majeure paeification. Malgré les améliorations
constantes de la synthése par voie chimique datjisse de la réduction du nombre d’étapes,
de l'utilisation de catalyseurs et réactifs pluficates ou encore de l'automatisation des
procédés, la polyfonctionnalité des molécules saidigues oblige une mise au point au cas
par cas. L'emploi d’'une enzyme spécifique ne perpast non plus de synthétiser un panel
large de molécules. Cependant, la simplicité dewigues de clonage et d’expression permet
de disposer rapidement des enzymes adaptées atl®sy que I'on souhaite réaliser a la

condition toutefois que ces enzymes se produiss@irent sous forme recombinante.

I1.2. Synthese de glycopeptides et évaluation immuatogique

Nous avons vu dans la partie introductive que lptige MUC composé de 20
aminoacides constitue une cible anti-tumorale d&ices cancers et les publications portant
sur I'élaboration d’'un vaccin anti-cancéreux a baseMUC se multiplient. Certains travaux
ont également montré que les peptides glycosykiergtde meilleurs immunogéenes que les
peptides nus. Dans ce contexte, nous avons uglisgcle enzymatique pour la glycosylation
de 3 peptides d'intérét thérapeutique a savoir (M}JC(MUC1l)y PADRE biologique,
(MUC1)s PADRE chimique, ceci afin de tester le pouvoir iamogéne invivo des produits
glycosylés ou non et de déterminer la construcl@nplus adaptée a un procédé de

vaccination.

La taille de lantigene peptigue est un facteuredéinant pour la réponse
immunologique. Bien que le motif APDTR soit I'épi® immunodominant de la séquence
MUC1, les études suggerent que 'immunogénicite diccette épitope pourrait dépendre de la
structure qu’il adopte et que des oligoméres de MfHvorisent une conformation proche de
la structure native de la mucine non-glycosylésceit de biens meilleurs immunogénes que

le monomere. Pour ces raisons, nous avons choigidmere (MUC1y, dont les 8 unités
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devraient permettre au déterminants antigéniquadoghter la structure la plus favorable.
D’autre part, le PADRE (Pan DR Epitope) est unay@t T universel parfois ajouté aux
constructions pour augmenter la réponse humordéx@ideret al, 1994, del Guerciet al,
1997). Ce 10-mer, lié covalemment a I'épitope amtigue en C-ter, contient des aminoacides
non naturels hydrophobes (comme la cyclohexylataeinla D-alanine), est reconnu par les
molécules du CMH de classe |l et est capable deitexcles cellules T et donc d’accroitre la
réponse. Néanmoins, la synthése chimique de detpépést difficile a réaliser (Cremer al,
2006b). Dans notre cas, I'épitope antigénique (MUL#pt produit en tant que protéine
recombinante cheg. coli. Il faut donc réaliser une étape de ligation chjumei dite « native »
entre (MUC) et le PADRE obtenu par synthese chimique, dit PERRimique pour obtenir
le produit appelé : (MUC3)PADRE chimique. Dans le souci de réduire le nontkbétapes et
de faciliter la production des molécules immunogeperteuses de PADRE, nous avons
€galement réalisé une construction équivalente &heali a savoir la protéine (MUC{)
taggée avec un PADRE que I'on nommera biologiquesqotil ne contient que des
aminoacides naturels. Dans ce PADRE biologiquesytdohexylalanine est remplacée par
une phénylalanine dont I'hydrophobicité est complker&t la D-alanine est remplacée par une
L-alanine. Si la réponse humorale induite par sghunogene est identique a celle observée
pour le (MUC1)} PADRE chimique, cela facilitera grandement la piciobn future des
immunogénes porteurs de PADRE.

[1.2.1. Glycosylation enzymatique des peptides

Les peptides (MUCZ3)et (MUC1) PADRE biologique ont été produits en tant que
protéines recombinantes chBzcoli par Nicole Bureaud dans notre équipe a raison(e 1
mg/L de culture et 5 mg/L de culture respectivemért (MUC1y PADRE chimique est
obtenu de maniére quantitative par ligation ergrgpéptide (MUCIL) préalablement activé
sous forme de thioester et le PADRE synthétisé ttagsoupe d’Agnés Delmas et possédant
un résidu Cys en N-ter.

Les 3 peptides ont été glycosylés en utilisanytdecenzymatique et ont été préparés a
I'échelle du mg ceci afin de disposer de suffisamimde matériel pour I'évaluation
immunologique. Les mélanges réactionnels de 2,6amtenant les peptides accepteurs ainsi
que les substrats, enzymes et cofacteurs nécesadagylycosylation ont été incubés pendant
16 h a 37°C. A la fin de l'incubation, les enzynsesit précipitées au MeOH. L’étiquette 6His
des produits glycosylés permet leur purificationuse seule étape de chromatographie par
affinité sur support Ni-NTA. Cette étape permetidiéner completement la SAB, ce que I'on
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ne parvient pas a faire si on passe le mélang®®WEX ou sur Sep-Pak. Le gel SDS-
PAGE de la figure 36 montre les différentes étapes]a glycosylation enzymatique a la
purification du produit glycosylé, pour le (MUGIPADRE chimique. Les résultats indiquent
que la totalité du peptide est glycosylé et quepaeduit de glycosylation est retenu de

maniere spécifique sur la colonne de Ni-NTA.

Sucres/

Produit : Rdmt
peptide
(MUC1)s glycosylé 21 34 %
: (MUC1)s PADRE biologique glycosylé 20 30 %
B (MUC1)s PADRE chimique glycosylé 14 25 %
.#. 3 - ]

Figure 36. A. Gel SDSPAGE a 12% en conditions dénaturantes montrantulafipation des
protéines glycosylées sur NI-NTA. Puits 1, (MUWAADRE; Puits 2, mélange réactionnel
glycosylation du (MUCZX)PADRE; Puits 3, protéines non fixées a la colodadNiNTA; Puits
4, élution de colonne. B. Tableau indiquant les rendements globaux de syatltagsés

purification des produits glycosylés.. o ]
Les rendements globaux aprées purification sont@é&o3en moyenne (figure 36, B).

La perte de matériel peut s’expliquer par une pitation dans le mélange réactionnel
observée a la fin de I'incubation, et ceci malgrétés les précautions prises (présence de
glycérol, ajout séquentiel des composeés). Une amapar SDS-PAGE de ce précipité a
montré qu’il contenait principalement de la SAB,isngue toutes les protéines, y compris le
produit de glycosylation, étaient également pdeieént précipitées. Cette précipitation
pourrait éventuellement s’expliquer par la présed&@ents réducteurs résiduels de la
préparation des peptides MUC. Il faut noter aus® kg glycosylation du (MUC4)PADRE
chimique a été moins efficace puisque le produitagylé posséde en moyenne 14 sucres,
comme l'atteste I'analyse par SM. L'imidazole @dipour éluer les produits du gel de Ni-
NTA est éliminé lors d’'une étape de dialyse comtvePBS et les produits, qu’ils soient

glycosylés ou non, sont préts a étre injectés poarétude immunologique vivo.

[1.2.2. Evaluation immunologique des composés d’iérét thérapeutique

Le pouvoir immunogene des composés synthétisésvair sgMUC1L);, (MUC1)y PADRE
biologique, (MUC1j PADRE chimique et leurs formes glycosylées a éué dans le
modele murin. Les produits ont été injectés pamoNidBureaud par voie sous-cutanée a des

souris C57B16 consanguines de sexe et d’age idestigChacun des produits a été testé sur 5
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souris et I'adjuvant utilisé a savoir I'alum est@isé en thérapie humaine. L’alum fixant les
immunogénes via des liaisons hydrophobes, noussavaulu vérifier avant I'injection si les
produits glycosylés, qui présentent une hydrophtgbiéduite par rapport aux produits non
glycosylés, étaient fixés de maniere identique aduth. Nous avons pour cela mis deux
immunogenes ((MUC3%)et (MUC1) glycosylé) en présence d’alum et les surnageants
contenant les protéines non fixées ont été anay@éSDS-PAGE (non montré ici). Pour les
deux composés, I'analyse indique que la totalitpduit ne s’est pas fixée a I'alum et ceci
indépendamment de la présence de sucres sur lzutel®ne quantification de l'intensité
des bandes par le logiciel Image Quant a permisdéerminer que pour les deux
immunogénes testés, 50 % seulement du produit &&st I'adjuvant. Ce résultat montre
qgue les produits glycosylés ou non sont fixés lutade maniére identique et auront les

méme chances d’étre endocytés par les cellulesqsdsces d’'antigenes.

Les souris ont été immunisées a 4 reprises, chagppel ayant lieu a 3 semaines d’intervalle.
15 jours apres chaque immunisation, le sérum deguehsouris a été prélevé puis dosé par test
ELISA pour sa teneur en immunoglobulines IgM et .Ig&s immunoglobulines représentent
les effecteurs de I'immunité humorale et leur pithn induite par des antigenes de nature
protéigue suit généralement une évolution préaisecairs du temps. La réponse débute par
une production majoritaire d’lgM rapidement remglagar I'apparition des IgG. La figure
38 représente, pour chacun des produits que nawussamjectes, le taux d’'lgG et d’igM

reconnaissant I'épitope (MUGEL¢t dresse une comparaison entre la premierecgtaftieme

immunisation.
Immunisation 1 m IGM Immunisation 4 m IGM
o IGG oiGG
14 1
0,9 ~ 0,9 -
0,8 A 0,8 -
0,7 A 0,7
0,6 0,6 1
I 0,5 A I 0,5 4
0,4 1 0,4
0,3 4 0,3 4
0,2 A 0,2 -
0,1 0,1 -
0 0 - —
(19 (29 (39 (4) (59 (6 (1) (2) (3) (4) (5% (6

Figure 38.Résultats du dosage (serum dilué au 1/100) destgigés IgM apres la premiere et la quatrieme
immunisation. Plagues coatées avec I'antigene (M)C

(1) (MUC1)g (3') (MUC1)s PADRE biologique (5") (MUGBADRE chimique
(2)(MUC1)g glycosylé  (4') (MUCEPADRE biologique glycosylé (6’) (MUGBADRE chimique

nlveonsvle
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Apres la premiére immunisation, les produis) (et ') sont les premiers a induire une
production accrue d’anticorps IgM (Abs 405 nm =950,6t 0,85 respectivement) mais
également IgG. La différence avec le prodai) @ui lui aussi est non glycosylé mais pour
lequel la réponse est plus faible (Abs 405 nm H)0gst sans doute due a la présence de
I'épitope PADRE dont la capacité a recruter lesubes T accélére la production d’anticorps.
Aprés la quatrieme immunisation, on observe unengg satisfaisante pour la totalité des
produits (Abs 405 nm > 0,5) excepté pour le prog8upour lequel il n’y a pas de production
d’anticorps. Pour tous les autres produits, on emibme attendu lors d’'une réponse humorale
une inversion dans les quantités d’IgM et d’lgGduites entre la premiere et la quatrieme

immunisation mais également une augmentation dudanticorps.

Cette réponse est typique des antigenes thymo-dépenpour lesquels l'interaction avec les
lymphocytes B n’est pas suffisante pour déclenthesynthése d’anticorps. Cette synthese
nécessite l'interaction du lymphocyte B avec unpyiocyte T helper, ce qui pourrait en outre
expliquer la différence de production lors de larpiere immunisation entre le proddit et

les produits3’ et5’ qui bénéficient d’'un épitope T universel. De mamigénérale, tous les
produits sauf le (MUCZ%)glycosylé @) semblent immunogeénes ; la différence entre les

produits apparaissant surtout au niveau du tempetelece avant la réponse primaire.

Afin de comparer la réponse humorale en fonctiofadaésence ou non d’'un épitope
PADRE sur I'nmmunogéne et d’évaluer la spécificii@ reconnaissance des anticorps
produits, des titrations en anticorps ont été séak aprés la®®® immnunisation. Deux
antigenes ont été immobilisés sur la plaque de atifi@ation : (MUC1} et (MUC1)g
glycosylé. Les quatre graphes de la figure 39 smment la quantité d’immunoglobulines
IgG contenus dans les sera pour tous les compbsssgraphes Al et A2 représentent les

produits non glycosylés et les graphes B1 et B2pteduits glycosylés.

Le premier constat qui peut étre fait est que queekspit le produit injecté, au sein de
chaque lot de souris, les réponses sont homogkasgraphes Al et B1 représentent pour
I'ensemble des produits les courbes de titratioecgUC1)} comme antigene immobilisé.
Les résultats pour les produits non glycosylés (@bhptrent une réponse identique qu'il y ait
ou non la présence du PADRE. Ceci indique que gl (MUC1} est trées immunogéne et
que pour obtenir une réponse humorale, il n'estrga®ssaire de lui adjoindre un épitope
PADRE. En revanche, on observe une nette différdaos la réponse induite par les produits
glycosylés (B1). Le (MUCZ%)glycosylé n’induit aucune réponse, alors que tsstructions
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avec le PADRE induisent la production d’anticordasplus forte réponse étant obtenue avec

le PADRE chimique. Ces résultats préliminaires denthindiquer que la glycosylation de

type GalNAc n'‘améliore pas I'immunogénicité des pmsés et inhibe méme la réponse

induite par I'épitope peptidique.
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Coating (MUCA)E glycosé 0z

Dilwtiong

Coating (MU C1)8 glycosdé 1

A1l Coating (MUC1)8 : A2
[ ]
12
12 re
1,0
1.0
08 A
0.8 4 E '
)
06 E OE -
w
0.4 2 %4
0.2 02 4
0.0 0.0 A
100 1000 10000
Dilutions
—a— [MUC1])S gyoosyé
—s— [MUC1E padre bialogique glycosylé
—a— [MUC1E padre chimigue glycosWé
B1 Coating (MU C1)8 1
12 | 1,2 1
10 1 1,0
0g 1 g 08 4
r)
0g | F 06 -
2
04 = 04
0z 4 0,2 4
oo 0,0

00 1000 0000

Diluwtions

Dilutions

Figure 39 . Titration en anticorps par tests ELISA sur lesaserélevés 15 jours aprés |
immunisation. Les souris ont été immunisédsraprises a trois semaines d’intervalle avec 2¢
de peptide et I'adjuvant alum. Les anticorps aMiCl) et anti-(MUC1) glycosylé ont ét
révélés avec un anticorps secondaire de chevrelg@tide souris couplé a la peroxydase. |
lecture a 405 nmermet d’évaluer la quantité d’anticorps. Pour chaatdes produits, les 5 sou
sont représentées par 5 courbes de couleur idemtijgas histogrammes représentent la moy
des 5 souris pour chaque produit a la diIutioilz%rum (1/1600).



RESULTATS ET DISCUSSION

Trés peu de travaux dans la littérature compaieminiunogénicité entre des antigenes
glycosylés et leur forme non glycosylée et les é&sudallant dans le sens d'une
immunogénicité de I'épitope saccharidique concerienmonomére de MUC1 avec un
GalNAc sur le motif APDTR immunodominant (Karstehal, 1998, Karsteret al, 2004).
Dans ce cas précis, la présence du sucre permattfantigene d’adopter une conformation
rigide et étendue plus favorable a I'obtention @ur@ponse immunitaire par rapport au
peptide nu. Dans notre travail, le peptide étudié suffisamment long pour adopter la
structure requise et il semble que la présenceides masque le déterminant antigénique. Il
est vrai que la thréonine du motif PDTR de nos pitsdh’est pas glycosylée, les ppGalNAc
T1, T2 et T13 n’étant pas capables de catalysémaosfert de GalNAc sur une Thr encadrée
par des acides aminés chargés.

Nous voulions tester si les deux PADRE, chimiquebmlogique, dont la séquence est tres
voisine, pouvaient induire une réponse identigugoe avons constaté que ce n’est pas le cas
pour les produits glycosylé®’autre part, 'absence de réponse pour le (MW@lycosylé
suggere une immunogeénicité trés réduite du proglyitosylé. Un épitope antigénique Tn
isolé et non situé dans un cluster d’au moins 3N@aiSer/Thr, n’est pas suffisamment
immunogéne pour générer une réponse contre leargdgqVichier-Guerret al, 2000) et les
sucres présents (21 unités sur le (MULEemblent méme inhiber la réponse contre les
épitopes peptidiques tres immunogenes. Lorsque djonte le PADRE a cette structure
glycosylée peu immunogene, elle reprend son rolctidateur des cellules T helper
(Alexander et al, 1994) et il y a restauration de la réponse hulaoraes différences
observées dans la réponse immunitaire entre légears couplés au PADRE biologique et
au PADRE chimique peuvent s’expliquer par la défére de glycosylation obtenue sur les
deux produits. En effet, le compo4é(avec le PADRE biologique) contient 20 sucres alors
gue le composé’ (avec le PADRE chimique) n’en contient que 14.rRmudernier composé,
I'épitope peptidique étant plus accessible, il paaritribuer a 'immunogénicité de I'antigéne
ce qui n'est pas le cas pour le compdséour lequel la chaine peptidique est d’avantage

masquee.

Les graphes A2 et B2 pour lesquels du (MUCH)ycosylé a été immobilisé
permettent par comparaison aux graphes Al et Bldéterminer la spécificité de
reconnaissance des anticorps produits. La comparaiges graphes Al et A2 pour les
produits non glycosylés montre une meilleure reaissance des anticorps produits pour le

(MUC1)s non glycosylé, ce a quoi I'on pouvait s’attendreuPles anticorps générés par les
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produits glycosylés 4) et '), les résultats confirment I'hypothése d'une régmon
immunitaire réduite. Pour le (MUGLPADRE biologique glycosylé (en vert), les anticorps
reconnaissent un peu mieux I'épitope glycosyléflges B1 et B2) ce qui est en accord avec
le fait que la partie peptidique est partiellemmestouverte et que la présenceRRERDRE
augmente la production d’anticorps spécifiquesadstiucture glycosylée. Pour le (MUG1)
PADRE chimique, on a vu qu'il y avait moins de ®scet une plus grande contribution de
I'épitope peptidique pourrait expliquer pourquos lanticorps produits reconnaissent aussi

bien I'antigéne glycosylé que le non glycosylé.

Pour conclure, ces expériendesvivo montrent que le polypeptide (MUG1gst un bon
immunogéne dans le modéle murin. Les anticorps gootiuits en grande quantité et
reconnaissent spécifiguement I'antigene (MUCXontrairement a ce que l'on pourrait
attendre, la glycosylation des Thr a I'extérieurl’dpitope immunodominant n'améliore pas
le pouvoir immunogéne du composé. Bien au contraimd’absence d’'un épitope T puissant,
une glycosylation importante du peptide (20 sucElit la réponse immunitaire. Ces
résultats sont en accord avec une publication téagn montre que la glycosylation Tn n’est
pas avantageuse pour l'immunité cellulaire (Stefpenst al, 2006). Nos expériences
semblent indiquer que c’est également vrai pour uEgonse humorale. Les peptides
glycosylés avec des épitopes Tn isolés ne sonsyfisamment immunogénes pour étre une
cible immunologique. Des chaines glycanniques fdagues, disaccharidiques (épitope T,
STn) ou encore trisacharidiques (ST), pourraierg @& meilleures cibles, c’est d’ailleurs ce
qui a été montré dans une étude récente avecofEpit sur le motif PDTR (Cremet al,
2006a).Cependant, la encore la position glycosylée n'astlp méme que pour les produits
de l'étude présentée ici et il serait intéressamtt@ster 'immunogénicité d’'un antigene

glycosylé par voie enzymatique et par voie chimiguece motif PDTR.

Un autre résultat intéressant concerne |'épitopmiVersel PADRE. Nous avons vu
que pour les produits non glycosylés, le PADRE ifoua réle dans la rapidité de production
des anticorps permettant ainsi d'avoir une répdmsenorale correcte apres la premiere
immunisation sans pour autant apporter de réelflosénquant au taux d’anticorps produits
apres la quatrieme immunisation. Ce résultat mamtie la taille de (MUCZ3)est suffisante
pour stimuler les cellules B contrairement au moaemMUC1) qui nécessite la présence
d’'une protéine porteuse complexe de type KLH. Ewamehe, pour les produits peu
immunogénes comme les peptides glycosylés, le PADRRIBrouvé son efficacité en
augmentant considérablement la réponse immunita@as ce cas précis, lorsque le peptide
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est saturé en sucres (20 unités), les anticorpspos spécifiques du (MUCdplycosylé. I

est également intéressant de noter que les épiRAPRE biologique et chimique semblent
répondre de maniere similaire. La possibilité dessituer le PADRE biologique au PADRE
chimique ne peut que faciliter par la suite la picitbn des antigéenes-PADRE qui pourront
intégralement étre synthétisés dans la bactémagsétment purifiés en une seule étape grace a
une étiquette 6-His. Toutes ces affirmations devrtacependant étre confirmées par des
analyses complémentaires. Une cinquiéme injectsbrd'ailleurs en cours pour détecter une

eventuelle réponse humorale du produit (MUGlycosylé qui serait plus tardive.

[1.3. Conclusion

Nous avons mis au point une méthode enzymatiqueaedf capable de réaliser le
transfert de GalNAc sur des oligosaccharides etpégsides a partir de substrats donneurs
simples (GalNAc, créatine-P et UTP en quantitélgtitme). Ce systeme produit de I'UDP-
GalNAc en intermédiaire car ce composé est imméaiant utilisé par les GalNAc
transférases et 'UDP formé alors est aussitbtalécye systeme présente I'avantage d’éviter
I'accumulation d’'UDP, I'un des produits de la réantde transfert et qui est un inhibiteur des
glycosyltransférases. L'absence d’'UDP dans le cpelenet donc de transférer des grandes
quantités de GalNAc sans utiliser un large excesuwt#eotide-sucre susceptible de ralentir
considérablement la réaction enzymatique. Cettenique semble étre applicable a une large
panoplie de glycoconjugués, la seule limite étamt Km pour I'UDP-GalNAc des
glycosyltransférases employées, car dans ce cyaie peut y avoir que de trés faibles
quantités d’'UDP-GalNAc disponibles pour les enzymies systeme peut sOrement étre
encore amélioré car nous avons constaté que le sialrétait aprés une dizaine de tours et
gu’il y avait une accumulation d’UMP et de GalNAd?1 Une addition d’'UMP kinase devrait
prolonger la demi-vie du cycle en réduisant I'acalation d’UMP.

Ce protocole de synthése a été appliqué a la @iparde glycopeptides de type
mucines et nous avons pu produire des quantitésanies de ces substances pour en faire
une étude immunologique chez la souris. Pour calags purification des petites
glycoprotéines synthétisées dans notre « bioréasteres substances (pures a 90 %) ont pu
étre injectées aux souris. Dans notre étude conip@ranous avons examiné la réponse
immunitaire obtenue contre des peptides et glydigep porteurs ou non d’'un épitope T
helper. En utilisant un adjuvant faible qui n’essgui-méme immunogeéene, nous avons noté

que la glycosylation diminuait la réponse immuneajet cette réponse était en grande part
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dirigée contre la partie peptidique des glycoprwgéi L'épitope T helper s’est aveéré
indispensable pour provoquer une réponse humomal&ec (MUC1) glycosylé. A I'heure
actuelle, deux hypothéses peuvent étre émises :

- 'antigene glycosylé n’est pas ou peu présentédgsacellules présentatrices
- il y a inhibition par I'antigene glycosylé de riteraction entre les cellules du systeme

immunitaire.
La présence de I'épitope T helper serait nécessaitepour compenser la faible quantité

d’antigéne glycosylé présenté, soit pour lever hifiition en stimulant le systéme
immunitaire. Des expériences sont en cours potertess deux hypothéses.

127



RESULTATS ET DISCUSSION

. SYNTHESE ET EVALUATION DE SONDES DE LA
PPGALNAC-T1

Nous avons discuté dans les généralités de l'intded disposer de sondes de
glycosyltransférases afin d’étudier d’'une part d&e rfonctionnel des structures glycaniques
générées par ces enzymes mais également de préeigeecanisme de transfert des
monosaccharides. NotammentQeglycosylation de type mucine fait partie des damaide
la glycosylation pour lesquels de nombreux poirgstant a éclaircir. Le mécanisme
enzymatique et la reconnaissance des substralepanzymes polypeptide transférases qui
initient ce processus sont mal connus. A ce joaules trois isoformes de cette classe
d’enzymes ont été cristallisées : ppGalNAc-T1 @reital, 2004), ppGalNAc-T2 (Fritet al,
2006), et ppGalNAc-T10 (Kubotat al, 2006). L’hydrolyse rapide de I'UDP-GalNAc
complique I'obtention de I'enzyme cristallisée eggence de son substrat donneur et dans la
majorité des cas, les cristaux recueillis sont atetaux de I'enzyme en complexe avec son
cofacteur et/ou de 'UDP donc tres peu informasiiis le mécanisme de coupure de 'UDP-
GalNAc. Les cristaux de ppGalNAc-T10 sont les seulsontenir a la fois de 'UDP et du
GalNAc, et constituent une source d’information velle concernant le site de fixation du
motif GalNAc. Ces résultats concernant la parteckaridique de 'UDP-GalNAc pourraient
étre transposables a I'enzyme qui nous intéressayair la ppGalNACT1, sous réserve que la
différence de spécificité de substrat accepteureeles deux isoformes n’influence pas la
fixation du substrat donneur. Il est vrai que lesnd enzymes possedent des séquences
peptidiques relativement éloignées mais les amideacinteragissant avec I'UDP et le
GalNAc dans la ppGalNAc-T10 sont presque intégral@nisauf 1 sur 15) conservés dans la
T1. Néanmoins, la synthese d’une molécule inhi®tou encore d’'un substrat donneur non
hydrolysable des ppGalNAc-Ts serait beaucoup ppmaopriée pour I'étude de la relation
structure-activité et la cristallisation de cesyenes. Dans ce chapitre, nous décrivons la
synthese de divers analogues de 'UDP-GalNAc démaluation comme substrat donneur ou
inhibiteur de la ppGalNAc-T1 a permis de détermiresu les candidats les plus adaptés pour
I'étude de l'interaction substrat-ligand par STD-RM

l1l.1. Synthese enzymatique d’analogues de 'UDP-GBAC

Dans la partie introductive, nous avons vu queatebreuses stratégies, chimiques ou

enzymatiques, ont été développées pour la syntbésstructures analogues de I'UDP-
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GalNAc. Geénéralement, les modifications sur laipasticre concernent principalement la
position C-2 mais également le remplacement dupgment hydroxyle aux positions C-3, C-

4 et C-6 par des groupements methoxy (Bead, 2003), le remplacement ditacétyle par

un N-trifluoroacétyle (Busca et Martin, 2004) ou encdirecorporation d’'un groupement
biotinylé en C-6 (Bulteet al, 2001). Malheureusement, les rendements faibleyckbese et

les difficultés liées a la purification des produite permettent pas dans la majorité des cas de
tester les molécules en tant que substrats ouifebib d’enzymes.

Dans le chapitre | des résultats, nous avons reparsynthese enzymatique d’'UDP-
GalNAc. La méthode qui emploie trois enzymes pour la pcbdo du nucléotide sucre a
partir de GalNAc commercial a prouvé son efficatdige aux méthodes purement chimiques.
En outre, la cristallisation récente deNacétylgalactosamine kinase humaine (GK2) montre
des différences significatives avec la galactolenasmaine (enzyme de la méme famille qui
catalyse la phosphorylation du Gal) en ce qui coredéa spécificité de substrat (Thoden et
Holden, 2005). Les différences se situent au nivdas aminoacides impliqués dans
l'interaction avec le groupement hydroxyle du caeb&-4 ainsi qu'au niveau des résidus
interagissant avec le substituant du C-2 du sutraigsent présager d'une spécificité de
substrat plus large pour GK2. Ces informationsenitfitde nouvelles possibilités concernant la
synthése enzymatique de sucres et nous avons toaRplorer la capacité des enzymes GK2
et AGX1 a accepter des substrats non naturels peuproduction des UDP-sucres
correspondants. Nous avons donc synthétisé plesaalogues de 'UDP-GalNAc, selon la
méthode indiquée figure 40, afin qu'ils soientésstomme substrats donneurs ou inhibiteurs

potentiels de la ppGalNAc-T1 bovine.

ATP ADP UTP PPi
\. Mgzz \ Mgzz
Sucre (GalNAc modifié) Sugara-1-P UDP-sucre
GK2 AGX1

Figure 40. Synthése d'analogues de I'UM&AINAcC en deux étapes enzymatiques catal
par GK2 et AGX1.

[11.1.1. Choix et synthese des analogues de GalNAc

Plusieurs travaux semblent indiquer que le group¢roabonyle sur le carbone 2 du
saccharide est crucial pour la reconnaissanceepagrizymes GK2 (Thoden et Holden, 2005)
et ppGalNAc-T1 (Kubotat al, 2006) et que les groupements méthoxy sont tréggmioeux
pour étre introduits au C-3, C-4 et C-6 sans adfecle maniére dramatique l'affinité de
I'UDP-sucre pour la ppGalNAc-T1 (Buses al, 2003). Par conséquent, nous avons choisi de
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conserver la fonction amide au carbone C-2 et avautdifié la chaine R liée a cette fonction.
Nous avons également modifié le substrat aux cadb@i4 et C-6 en synthétisant les sucres
désoxy (figure 41). Les sucres-9), pour lesquels la chaine R est modifiée, ontoéténus
chimiquement a partir du chlorhydrate de galactisanet des anhydrides appropriés ou
encore des acides lors d’'un couplage standard@O.H.es produits formés ont été purifiés

sur colonne échangeuse d'ions ou gel de silicastle solvant utilisé pour la réaction.

on OH OH OH
o HO HO
NH YOH NH WOH NH 'OH
~ ~ ~
R

R = CH,CH,
R = CH,CH,CH,
R = CH,CH(CH,),
R = CH,CI

R = CH,N,

Figure 41. Précurseurs synthétiques des analogues de 'UDR@al: GalNPropionyl (1)
GalNButyryl (2), GalNisobutyryl (3), GaINChloroaget4), GalNAzido (5), 6dsalNAc (6),
4d-GalNAc (7)

Les composés désoxy sous forme protégée ont étéésiges comme décrit dans la littérature

H

[ IWIN -
e}
I~

(Busca et Martin, 2004) et les composésef 7) ont été obtenus aprés deux étapes de
déprotection (dépyvaloylation et débenzylation)u§des produits ont été obtenus avec de
bons rendements (50-80 %) sous forme d’'un mélatmy@uhéresa et 3 et ont été dans un

premier temps testés comme substrats de 'enzyne GK
[11.1.2. Exploration du site catalytique de GK2

Chaque sucre de la figure 2 a été incubé avecyiieazGK2 & 37°C en présence déP]
ATP. Le produit de la réaction (sucre-1-P) est détet quantifié par mesure de radioactivité
apres séparation des especes sur colonne échasigi&arsens. La capacité de GK2 a accepter
les composeés et catalyser leur phophorylationegsgsentée par la concentration en sucre-1-
P formé dans le milieu en conditions de vitesséies (pas plus de 20 % du produit
phosphorylé a la fin de lincubation) et les vadede Km pour chacun des produits sont
rassemblées figure 42. Pour les composés 3 ett@risfert de phosphate catalysé par GK2
est tres faible, ce qui laisse supposer des vabiilsm élevées (> 4,7 mM) si on compare
avec le transfert et le Km calculé pour le comphsBe maniere générale, en ce qui concerne
les substitutions sur le carbone 2, les chaingbaiques contenant plus de 2 carbones sont
de mauvais substrats. Le composé 1 semble tout &eemmieux accepté par I'enzyme.

Cependant, la légére hydrophobicité de ce composéuit & une forte affinité pour le
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support d’échange anionique de type styrene, cerepd I'élution difficile et la faible
reproductibilité des résultats obtenus avec ce csdpe permettent pas de garantir sa qualité
en tant que substrat. De meilleurs résultats ahtobtenus avec les chaines contenant des
atomes électronégatifs (Cl ou N) suggérant la pddsi de liaisons hydrogénes avec le site

catalytique favorables a la phosphorylation.

GalNAC Sucre Km (mM)
GalNPr (1) GalNAc 0,22+0,1
GalNBu (2) 1 1,69+ 1,2
GalNiBu (3) 2 4,7+0,5
GalNHCOCH2CI (4) 3 nd
GalNAZ (5) 4 1,04+ 0,4
6 deoxy (6) 3 0,51+0,2
4 deoxy (7) 6 nd
A B ey iry

sucre-1-P (nmol)

Figure 42 Capacité de GK2 a accepter divers substrats raiarels et valeurs de Km associées.
nd, non déterminé.

Les sucres désoxy (en C-4 et C-6) montrent unaitffirés différente pour I'enzyme. Alors
que la présence d’'un groupement hydroxyle au Qatbkecruciale pour la phosphorylation,
la forte affinité observée pour le 4d-GalNAc moniree permissivité de I'enzyme pour cette
position. La galactokinase qui reconnait le motfl @ais pas le GalNAc possede un résidu
Tyr en interaction avec I'hydroxyle du C-4. Le réagement de cette Tyr par une Phe dans la
séquence de GK2 pourrait expliquer cette permigsiihoden et Holden, 2005). Tous ces
résultats concernant la spécificité de substrable confirment sa haute spécificité pour le
GalNAc pour lequel nous avons observé la plus factevité mais n’excluent pas pour autant
son utilisation pour la synthése de sucres-1-Prmaarels. Ainsi, nous avons cherché a savoir
si les sucres-1-P pouvant étre synthétisés avec @i{®aient étre substrats de l'uridyl

transférase AGX1.

[11.1.3. Exploration du site catalytique d’AGX1

La seconde étape critique pour parvenir aux analgliJDP-GalNAc est la conversion du
sucre-1-P en UDP-sucre. Afin de déterminer quets$ les sucres pour lesquels la synthese de
I'UDP-sucre catalysée par GK2 et AGX1 était possilds analogues (1-7) ont été incubés en
présence de GK2, d’AGX1, et de PPA avec de 'ATHEwefH] UTP & 37°C pendant 5h ou
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15h. A la fin de I'incubation, le mélange est passé colonne échangeuse d'anions, ce qui
permet la séparation du GalNAc-1-P n'ayant pad eiate 'UDP-sucre formé. La mesure par
radioactivité des fractions éluées permet d'estimeuantité des produits présents en fin de
réaction et ainsi de comparer I'apparition des pitsdsuivant le temps d’incubation comme
illustré figure 4 pour les composés 4 et 7. Au bdet5h, 'UDP-GalNAc et 'UDP-4d-
GalNAc désoxy sont déja présents en grande quaf@Bé30 nmoles) avec conversion
compléte des sucres-1-P associés. En revanchgnthése d’'UDP-GalNHCOCHEI est
moins efficace (10 nmoles de produit formé en 5h).

5h 15h 5h 15h 5h 15h

a0 Y A\ Y " Y \  Wsucre-1-P
—— OUDP-sucre

35
30
25
20
15
10

. ﬂ
0 —

GalNAc 4d-GalNAc (7) GalNHCOCH2CI (4)

Produit (nmol)

Figure 43 Quantification du sucre-1-P résiduel et de I'UDRINAc formé pour le
composed et7 a différents temps d'incubation (5h et 15h).

Lorsque I'on prolonge I'incubation a 15h, la quant’UDP-GalNAc produit n'augmente pas
méme si on observe une accumulation de GalNAc-a+#3 ¢t milieu. Le méme phénomene
est observé pour le composé UDP-4d-GalNAc mais deiére surprenante, la production
d’'UDP-GalNHCOCHCI augmente de maniére significative entre 5h étjluSqu’a atteindre
une valeur plus élevée que pour le substrat naf@&Inmoles). La figure 44 montre les
différences de production sur la nuit pour leséldghts UDP-sucres ainsi que les valeurs de

Km pour les sucres-1-P.

La premiere observation que nous pouvons fairgust’enzyme AGX1 est moins spécifique
du GalNAc-1-P que GK2 ne l'est pour le GalNAc, ag@ permet d’obtenir pour certains
composeés, les UDP-sucres dans des quantités semilai’'UDP-GalNAc. Comme attendu
avec les résultats de GK2, I'UDP-4d-GalNAc, 'UDRINAZ et 'UDP-GalNHCOCHCI
sont les plus enclins a étre produits. Cependantr; |gs analogues de GalNA¢?2 et5, on
observe une importante accumulation des sucresddf® le mélange réactionnel et la

conversion en UDP-sucre est difficile. Dans laéldture, trés peu de données sont
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disponibles sur le site actif de I'enzyme AGX1 etamment sur la capacité d'accueil de la

~ poche catalytique pour le sucre-1-P.

— Km (mM)
Sugar-1-P
IAGX1
GalNAc-1P 0,67
GalNHCOCHCI-1P 12) | 3,15+1,2
GalNAz-1P (3 2,06+ 1,3
4d-GalNAc-1-P 15) nd
GalNPr-1-P 9) nd

GalNAc 7 6 1 2 3 4 5

Figure 44. Evaluation de la production d'UDP-stes a partir de sucres non naturels et
enzymes GK2, AGX1 et PPA. Les mélanges sont indibhsa 37°C. Les sucresPLsont
représentés en noir et les UDP-sucres en blanc.

Ces premiers résultats indiquent que I'enzyme A@Xine permissivité restreinte pour des
modifications de ses substrats au niveau des twaists en position 2 puisque les sucres-1-P
possédant des longues chaines liées a lI'amidenh@a®ou trés peu convertis en UDP-sucre.
Le GaINHCOCHCI se révélant étre un bon substrat constitue cipgnune exception qui
provient probablement d’'une interaction privilégeesc I'enzyme via I'atome de chlore. En
ce qui concerne les composest 6, ils sont trop faiblement phosphorylés pour éeeddns
substrats de lI'enzyme AGX1 et ne sont par conségquaende bons candidats pour la voie de
biosynthése alternative (GK2-AGX1). Ce résultatrdewsd-GalNAc associé au travail publié
sur le 6d-GalNAz par Bertozzi et collaborateurs frore la nécessité de disposer d'un
groupement hydroxyle en position 6 pour la formatthUDP-sucre a partir d'analogues de
GalNAc (Hanget al, 2003).

[11.1.4. Synthése semi-préparative des UDP-sucres

Une synthese a I'échelle du mg des analog@iés2p de I'UDP-GalNAc a été réalisée en
incubant des mélanges réactionnels de 2 mL a 3@Adamt la nuit. Une chromatographie
échangeuse d’anions permet une purification raps#garant les produits d'intérét, des
nucléotides diphosphates et triphosphates résiduelspurification par HPLC avec une

colonne C18 élimine les nucléotide monophosphatesisie la dégradation ainsi que les
sucres-1-P sortis sous le pic d’UDP-sucre lorsadpurification par FPLC. Une étape finale
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de gel filtration conduit au produit dessalé. Malleisement, le 6d-GalNAc et le GalNBu

n'étant pas substrats de GK2, nous n'avons paymthétiser les UDP-sucres correspondant.

Pour les composés pour lesquels la synthese aidonét les

rendements avant et aprés

purification ainsi que la caractérisation des pitsdformés par spectrométrie de masse sont

réunis tableau XI.

Rdt avant Rdt apres
Analogue ESI, neg (Da) purification (%) purificatign (%)
UDP-GalNAc 606.38 68 62
UDP-GalNPr (16) 620.15 87 48
UDP-GalNHCOCH,CI (19) 640.31 44 22
UDP-GalNAz (20) 647.15 56 16
UDP-4d-GalNAc (22) 590.32 39 6

Tableau XI.Récapitulatif des rendements de synthése pouitesscanalogues d'UDP-
GalNAc et caractérisation par ESI.

Les produits ont également été caractérisés par RWNAttribution des signaux a nécessité
des analyses a 2 dimensidis'H COSY,'H-'H TOCSY, 'H-C HSQC et'H-*C HMBC

accumulées sur une dizaine d’heures comme illdstng le tableau XII.

UDP-GalNPr (16)

UDP-GalNHCOCH,CI (19)

UDP-GalNAz (20)

UDP-4d-GalNAc (22)

T (°C) 25 5 5 25
proton ppm ppm ppm ppm

1 5,54 5,19 5,19 5,45

2 4,26 3,91 3,01 3,76

3 3,97 3,66 3,61 3,91

4 4,04 3,63 3,65 1,95 ; 1,47

5 4,20 3,81 3,81 4,14

6 3,75, 3,77 3,36 ; 3,39 3,39 ; 3,36 3,59 ; 3,50

T 5,99 5,60 5,60 5,87

2 4,37 3,99 3,08 4,25

4,37 3,99 3,98 4,25

& 4,29 3,91 3,92 417

5 4,26 ; 4,20 3,86 3,87 3,81 4,12 4,08

5 5,97 5,58 5,58 5,85

6" 7,96 7,60 7,59 7,84
NCOR | 1,12 (CH), 2,36 (CH) 3,82, 3,91 (Ch 3,76 (CH) 1,97 (CH)

Tableau XII. Attribution des signaux pour les différents analeg d’'UDP-GalNAc synthétisés.

134




RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats indiquent que la synthése enzymatiane un volume réactionnel 80 fois plus
important conduit pour tous les composés a de bemdements avant purification (39% a
87%), avec cependant une contradiction avec ledighi@ns que I'on aurait pu faire d'apres
les données recueillies précédemment pour les gedade 50 pL. Certains UDP-sucres
semblent plus difficiles a purifier que d'autresotamment le compos®) (UDP-GalNAz) a

donné un mauvais rendement de purification par HEA(C%) et seule une petite partie du
composé22 (UDP-4d-GalNAc) a été récupéré apres l'étape ddilgakion. Néanmoins, les

quantités recueillies pour chaque produit (de Imdg9our 7 mL de mélange réactionnel) sont

suffisantes pour une évaluation biologique.

[11.2. Evaluation biologique des analogues

Outre les 4 produits synthétisés précédemment, dapmosons également du produit 3d-
UDP-GalNAc synthétisé par voie purement chimiquesdéquipe d’'Olivier Martin (ICOA,
Orléans, Busca et Martin, 2004). L'évaluation lgdoe des composés consiste a effectuer
des tests de transfert du monosaccharide modifi@lesutests d'inhibition du transfert de
GalNAc.

[11.2.1. Test de transfert du monosaccharide modif

Afin de déterminer si les différents UDP-sucrestlgtisés sont substrats donneurs ou non de
la ppGalNACc-T1, des essais de transfert ont étéséSasur le peptide accepteur (SIAG.

Les UDP-sucres ont été introduits en défaut (142)apport au nombre de sites glycosylables
afin de pouvoir comparer les différents ligandss beélanges sont incubés la nuit a 37°C en
présence de I'enzyme CIP qui déphosphoryle 'UDRualet & mesure de sa formation. Les
mélanges réactionnels sont ensuite analysés petrapeétrie de masse (MALDI-TOF, mode
positif) sans étre purifiés (figure 45). Le peptide a une masse (m/z) de 1570 Da. Sur
I'ensemble des spectres ou I'espece non glycossgéerésente, il apparait sous sa forme
ionisée avec du sodium (1593,9 Da). Les massesuraies sur les spectres indiquent
gu’'excepté 'UDP-(4d)-GalNAc, pour lequel aucunnstert n’est observé, tous les autres

nucléotides sucres testés sont substrats donneliendyme.
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Figure 45.Spectres de masse correspondant aux incubatiortsleselifférents UDP-sucres et la
ppGalNAc-T1. Les échantillons sont analysés au MALDF en mode linéaire positif.

Pour les substrats donneurs, l'intensité relaties dics correspondant au peptide plus ou
moins glycosylé permet d’évaluer le nombre moyamiiés saccharidiques incorporées par

peptide. Les expériences ont été répétées trasefdia moyenne de ce nombre sur les trois
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expériences est reportée figure 46. Ces résultatmgitent de comparer de maniere

significative la capacité des différents analoguésmnsférer leur partie monosaccharidique.

16 : UDP-GalNPr

”s 19: UDP-GalNHCOCHCI

~ 20: UDP-GalNAz

) 22 : UDP-(4d)-GalNAc

| 23: UDP-(3d)-GalNAc

1,5

1 -
05 -

0 | —

20 23

22

Nombre de sucres/peptide

UDP-GaINAc 16 19

Figure 46. Histogramme représentant le transfert de monosawdbales divers liganc
sur le peptide accepteur (SERY avec la ppGalNAc-T1.

L'UDP-GalNAc reste le meilleur substrat donneur pdienzyme. Les modifications
apportées au C-2 conduisent a une réduction dsfédrplus ou moins importante selon le
compose (baisse de 36 %, 53 % et 91 % respectiteguoen les composers, 19 et 20). Le
groupement azidoacétamido du comp@&éest beaucoup plus rigide que le groupement
acétamido et une hypothése possible a cette réductii transfert est la conformation
contrainte du ligan@0 dans la poche catalytique. Le taux de transfaut fEs composést et

19 reste raisonnable (jusqu’'a 3 motifs incorporés)meintre que la partie du site actif
englobant la chaine liée au carbone 2 peut acicudsl groupements plus volumineux que le
groupement acétamido tout en conservant |'actigy/matique.

Comme nous l'avons vu dans lintroduction, le Galf\Avar sa facilité de repérage aprés
réaction avec la phosphine, est déja utilisé comsumeeédané du GalNAc pour étudier les
voies métaboliques empruntées par le GalNwivo. Le GalNAz, incorporé aux cellules
sous sa form@®-acétylée, est rapidement converti en UDP-GalNAzag#on catalytique des
enzymes GK2 et AGX1 présentes naturellement danseldules de mammiferes et incorporé
aux protéines par les différentes ppGalNAc-Ts (Hahagl, 2003). Le repérage aisé des
peptides et protéines porteurs de GalNAz a égalerégn mis a profit pour étudier la
spécificité de substrat peptidique de diverses fg&aTs recombinantes (Pradt al, 2004).
Cependant, les essais de transfert que nous aéatisés avec 'UDP-GalNAz sur des
substrats et enzymes purifiés sont médiocres difference d’'incorporation entre le GalNAz

et le GalNAc est telle gu’elle pourrait remettre esuse la fiabilité du GalNAz comme
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remplacant du GalNAc. Bien que la valeur de Km gtwibP-GalNAz dans la littérature soit
faible (7,68 uM, Hanget al, 2004a), ceci n'en fait pas pour autant un bonssab de
I'enzyme et nos résultats montrent que d’'autrevégicomme les composés et 19 sont de
biens meilleurs substrats donneurs pour la ppGallNA¢ l'utilisation de ces molécules a la
place de 'UDP-GalNAz refleterait certainement danmére plus réaliste ce qui se passe avec
'UDP-GalNAc. La difficulté est néanmoins de trouwen moyen de repérer facilement ces

produits.

L’absence ou quasi-absence de transfert observée Ilps compose®2 et 23
témoigne de I'importance du role joué par les gesnents hydroxyles aux carbones C-3 et C-
4. Ce rble peut étre structural, s'il s’agit d’éiémis nécessaires pour la fixation du ligand a
'enzyme, et/ou mécanistique si le groupement egihme intermédiaire dans le transfert.
Une étude plus poussée sur les interactions misegle entre la protéine et le ligand
permettrait d'étre plus précis quand a la naturetdiel joué par ces hydroxyles, c’est ce que
essayerons de déterminer dans le chapitre lllSerible plus particulierement que I'absence
de ce groupement en position 4 soit rédhibitoikactivité enzymatique, ce qui n’est pas
surprenant puisque c’est une GalNAc-Transféras®etune GICNAc-Transférase. Il reste a
déterminer si cet analogue rentre dans la pocladytigue et conduit a une inhibition ou si
'absence du groupement hydroxyle empéche sa dmadu site Afin de lever cette

ambiguité, nous avons donc réalisé des tests Hitidn avec les divers analogues.

111.2.2. Estimation des constantes d’inhibition

Le calcul des constantes d’affinité Km des diffésemnalogues d’UDP-GalNAc pour
la ppGalNAc-T1 nécessite de disposer des UDP-sucagiomarqués sur la partie
saccharidique. Il serait envisageable de produi® aomposés radioactifs mais il faudrait
pour cela synthétiser tous les analogues de GalNpartir de galactosamine et des acides ou

anhydrides radioactifs correspondants, ce qurestcodteux.

Disposant des UDP-sucres non radioactifs, nous sawdonc réalisé des tests
d’inhibition qui sont aussi informatifs que les stamtes d’affinité Km. Les tests d’inhibition
apportent de nombreuses informations quant arigdfidu ligand vis-a-vis du site actif de
I'enzyme et représentent des outils précieux ptaguer et cristalliser I'enzyme en présence
d’'un substrat non clivable. Le calcul des conswmm@nhibition pour la ppGalNAc-T1 et

'UDP-GalNAc a été entrepris a partir d’expériencéalisées (en triple) a 37°C pendant 20
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min avec diverses concentrations en inhibiteurdJBP-GalNAc radioactif. Pour chaque
composé et pour chaque concentration en UDP-Galfdéige, les droites 1/V = f ([I]) et
[S)/V = f ([I]) sont tracées avec un bon coeffidiate corrélation (R>0,982) comme illustré
figure 47 pour le composKD. | représente l'inhibiteur, S le substrat UDP-Gatl\et V, les
vitesses initiales. L’'allure générale des graptstdaeméme pour tous les ligands et la zone
d’intersection des droites dans ces deux représmmtamontre qu’il s'agit d’inhibitions
mixtes. Dans ce genre d’inhibition, l'inhibiteur Is= a la fois avec I'enzyme libre (inhibition
compétitive) et avec I'enzyme liée au substratilfiibn incompétitive), mais avec des
affinités différentes. Ce type d’inhibition est gatemple frequemment rencontré lorsque I'un
des produits libérés par I'enzyme apres catalysermgéune forme de I'enzyme différente de
celle qui fixe le substrat. C’est certainementds avec I'UDP, sous produit de la réaction qui
induit alors une inhibition anti-compétitive. Si aoute linhibition compétitive liée au

ligand introduit dans le mélange, on a bien affaitee inhibition mixte.

L'intersection des droites permet d’accéder auxstamtes d'inhibition. Celle qui nous

intéresse est la constante Kic pour constante ihitidn compétitive, elle peut étre estimée
d’apres le graphe de gauche. La précision surlkuvau Ki par cette méthode peut varier
d’'un facteur 2 et il faudrait multiplier le nombrEexpériences pour atteindre une valeur

d’une plus grande précision.

& 20 pM UDPGaINAc
8 - & 20 pM UDPGalNAC ) 10 1 UDPGaiNA
y = 0,1741x + 0,6085 = 40 M UDPGaNAC y —_1-7049X +6,358 =40 alNAc
R2 = 0,0966 71 R2 =0,9826 4 10 UM UDPGaINAC
‘ A 10 pM UDPGalNAC 140 |
y =0,0538x +0,4102 6 - > y =2,1502x + 16,407 5
R2=09972 5| - R2 =0,9972
y =0,0621x + 0,4281
R2 =0,9917 4] y = 1,4792x + 3,9003
R2 = 0,9982
34 70 4
21 A
1 4
r ‘/0 T T 1 T
I/ 5 5 15 25 20 40
[UDPGalNHCOCH2CI] (M)
70 7 [UDPGaINHCOCH2CI] (uM)

Figure 47. Exemple de détermination des constantes lors duostert de GalNAc par |
ppGalNAc-T1 en présence du compb8eReprésentation des graphes 1/V =f ([I]) a gaai@t
[S]/V =1 ([l]) a droite ou | représente l'inhibiter, A le substrat UDRGalNAc et V, les vitess
initiales.
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Néanmoins, avec trois expériences, on obtient dreat’idée de la valeur de Ki, ce qui nous
permet de déterminer si l'inhibiteur est bon, mogermnmauvais. Les valeurs de Ki pour les 5
molécules testéed §, 19, 20, 22 et 23) sont reportées dans le tableau Xlll. La valeuKde
pour 'TUDP-GalNAz (7,0 uM) est comparable a la valde Km donnée pour ce produit dans
la littérature (7,68 uM, Hangt al, 2004a). Les valeurs de Ki estimées pour les reiffés
ligands (1,7 uM a 14,5 pM), du méme ordre de grandee le Km de I'enzyme pour I'UDP-
GalNAc (9 uM) montrent que les molécules testéas de tres bons inhibiteurs a I'exception
de 'UDP-3d-GalNAc qui présente un Ki un peu plisvé (40 uM). Le composé 3-désoxy
posseéde néanmoins un meilleur pouvoir inhibitewer UDP pour lequel la valeur de Ki est
de 200 pM.

Analogue Ki (LM)
UDP-GalNAc -
16 2,9%0,2
19 1,7+ 0,3
20 7,0+ 0,6
22 145+15
23 40+ 4

Tableau XIlll. Estimation des valeurs de la constante Kic posdiégérents analogues

Ces résultats apportent une réponse aux intercogasiur le réle des hydroxyles en C-
3 et C-4. Nous avons vu précédemment que le compeadéEsoxy ne conduit a aucun
transfert. D’autres travaux sur le ligand UDP-GlaNWénent a la méme conclusion pour ce
composeé (Wandalet al, 1997). Il semble donc que le groupement hydroxyleC-4 soit
déterminant pour le transfert. Les résultats dhitin montrent que ce groupement en C-4
n'est cependant pas essentiel pour la reconnasshnsubstrat par I'enzyme (Ki = 14,5 uM).
Le groupement hydroxyle en position 3 semble jowerrdle différent: il ne semble pas
intervenir dans le mécanisme de transfert (le ca@d@® désoxy est substrat donneur) mais
plutdt dans linteraction protéine-ligand puisqu’'son absence, l'affinité se trouve réduite
d’'un facteur 4. Parmi les 4 composés possédantisafaible valeur de Ki, 'TUDP-4d-GalNAc
est le seul a véritablement inhiber I'activité emzgique (aucun transfert) et constitue donc un
candidat idéal pour cristalliser I'enzyme en préserd’'un substrat non clivable. Les
expériences de transfart vitro et les tests d’inhibition permettent de faire uenpier lien
entre l'activité enzymatique et les groupementsctionnels du ligand. Néanmoins ces
expériences ne permettent pas de déterminer awd'sginigand les groupements les plus en
contact avec I'enzyme et sont tres peu informajifant a la conformation du substrat dans la
poche catalytique. Afin d’étudier de maniére pluécise les interactions protéine-ligands,
nous avons eu recours a la STD-NMR.

140



RESULTATS ET DISCUSSION

111.3. Analyse STD-NMR de plusieurs ligands

C’est en collaboration avec C. Landon et H. Meuwllagroupe de Francoise Vovelle,
RMN et modélisation moléculaire des proteines qitigesau CBM (Orléans), que ces
expériences ont pu étre réalisées. L’'analyse SThgtede déterminer I'implication relative
des protons d'un ligand dans son interaction aeesite actif d’'une protéine. A I'heure
actuelle, le mécanisme catalytique de la ppGalNA®E$t encore une énigme. Nous savons
que lors du transfert de GalNAc, il y a rétentianld configuration au carbone anomérique,
mais la grande interrogation repose sur le mécangnmique employé pour la formation de
la liaison glycosidique. Plusieurs hypothéses dsgt évancées pour tenter d’expliquer ce
mécanisme de rétention : certains proposent degnigtiaires covalents ou encore un
mécanisme Sni alors que d’autres penchent plutdr ples états de transition de type
oxocarbénium mais aucune preuve expérimentale un’jpopir le moment confirmer 'une ou
I'autre de ces hypothéses (Unligil et Rini, 200@yi2s, 2001, Lyet al, 2002). Afin d’obtenir
plus d’informations sur linteraction substrat-enm; des expériences de STD ont été

réalisées avec divers ligands et la ppGalNAc-T lirv

Le principe de la méthode est détaillé dans le itleapmatériel et méthode » mais il convient
de rappeler brievement que le spectre STD résalta différence entre un spectre du ligand
réalisé en conditions de saturation des signauladaotéine et un spectre 1D du ligand
obtenu sans saturation. Pour ne faire apparaitrie spectre STD que les signaux des protons
du ligand qui sont en interaction avec I'enzymefailit irradier sélectivement la protéine
(I'effet de saturation se propage ensuite au ligaRdur l'irradiation, le champ de radio-
fréquence doit se situer dans une zone ou aucuprdams du ligand ne résonne et on irradie
en général entre +1 et -1 ppm (protons d’'un grogmerméthyle) ou encore entre 6,5 et 8
ppm (protons aromatiques). Dans notre cas, lesdgaont des UDP-sucres. La présence
d’'un cycle aromatique ne permet donc pas d’irradigre 6,5 et 8 ppm. En revanche, seul un
des UDP-sucres que nous avons synthétisés possagteupement méthyle, ce qui laisse la
possibilité des tester les 3 autres ligands si@ndeé d’irradier les méthyles. C’est donc a la

fréequence de résonance de ce groupement qu’afétéuée la saturation.

L’enzyme que nous souhaitons étudier remplit tolgesconditions requises pour ce
type d’expérience (Meyer et Peters, 2003) : le wup résidence du ligand dans la poche
catalytique est suffisamment important et permeigand fixé d’emmagasiner un maximum

de saturation. Les ligands sont de taille inféeear 5 kDa et la protéine a un poids
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moléculaire supérieur a 30 kDa. La nature du cetaction divalent) utilisé lors du transfert
de GalNAc dans les dosages enzymatiques est lepaeainéetre qu'il a fallu modifier. En
effet 'enzyme est complétement inactive en absedeenétal et catalyse le transfert de
maniére optimale avec le Kfin Mais cet ion paramagnétique est incompatible #aealyse
par RMN et doit étre remplacé par un autre ion thgte. Une étude préliminaire réalisée
par dosage radioactif a montré que I'emploi dif*GEermettait de conserver 55 % de
I'activité enzymatique obtenue en présence dé"Mn

Les échantillons RMN contiennent le ligand et latgine en présence du cofacteur
Cd?*, dans les conditions de pH et de force ionique gpj#es. Les expériences ont dans un
premier temps été réalisées a 25°C. En effet I'emzppéere habituellement a 37°C mais a
cette température, le substrat est en grande peliti@ aprés un temps d’incubation de
quelques heures nécessaire a l'acquisition destrepeBRMN. Cependant, des analyses
préliminaires effectuées en RMNP et en spéctrométrie de masse ont montré qu'a 86°C
dans les conditions utilisées en STD-NMR (fortescemtrations en enzyme et en substrat),
'UDP-GalNAc, substrat naturel de I'enzyme, étadjal rapidement hydrolysé en UDP et
GalNAc (45 % de dégradation au bout de 4 h). PUBRP perd facilement ses groupements
phosphates pour générer 'UMP qui est enfin dégeadéridine, ce qui multiplie les signaux
sur le spectre et rend impossible I'interprétatien’analyse STD. Pour d’autres ligands testés
a cette température (UDP-Gal, UDP-GIcNAc, UDP-4dN2a&, UDP-GalNAz), ce
phénomene d’hydrolyse n’a pas été observé, cenmneparce que ces molécules ne sont
pas substrats donneurs de I'enzyme ou faiblemeni. pallier ce probléme d’hydrolyse, une
autre série d’expériences a €té menée a 5°C. & tampérature, I'hydrolyse de 'UDP-
GalNAc est considérablement réduite ( moins de 1&p%es 4h ), ce qui permet, en un temps
raisonnable d’acquisition (4 h), d’obtenir un spec®TD interprétable. En outre, I'analyse
des autres ligands montre une amélioration du maggnal/bruit a 5°C due a des échanges
plus lents entre la protéine et le ligand. Nousnavdonc réalisé la plupart des expériences a
5°C afin de pouvoir disposer du substrat naturePdBalNAc comme molécule de référence
et d’avoir des signaux suffisamment intenses poauvpir évaluer de maniere précise

I'interaction relative des protons des ligands.

La figure 48 représente le spectre de réferenckUdP-GalNAc avec lattribution

des signaux pour les différents protons ainsi quis spectres issus des expeériences STD.
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Figure 48. Analyse par STD-NMR de l'interaction de 'UDP-G&blet de 'UDPGalNAz ave:
'enzyme ppGalNAc-T1. Spectre 1 : spectre de rat@rgsans saturation) de 'UDP-GalNAc
Spectres 2 et 3: spectres STD de 'UDP-GalNAc ssinavec ion divalent cofacteur (€Y
Spectre 4 : spectre STD de 'UDP-GalNAz avec imalént cofacteur.
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Pour chaque ligand, la confrontation du spectreat€c le spectre issu de I'expérience STD
permet d’évaluer un rapport d’intensité entre leaxdspectres pour chacun des protons. Les
protons du ligand les plus impliqués dans l'intdmac sont ceux pour lesquels l'intensité du

pic se rapproche le plus de celle observée syrdetiee 1D.

L'UDP-GalNAc a été testé en présence ou non du Inoétfacteur et les spectres
obtenus indiquent clairement une perte du signair p@ proton aromatique H6” et une
diminution de l'intensité du proton H5” en abserd® cofacteur. L’ion divalent semble donc
favoriser linteraction de l'uridine avec I'enzymé&lne autre expérience réalisée avec de
'UDP (non montré ici) confirme ce résultat puisgn’l'absence de cofacteur aucun signal
STD n’apparait pour cette molécule. Si on compaaetanant le spectre de 'UDP-GalNAc
avec celui de 'UDP-GalNAz, on remarque nettemerg inversion dans l'intensité relative
des protons H5” et H1'. L’'UDP-GalNACc est le suladtnaturel de 'enzyme alors que les tests
de transfertn vitro ont montré que 'UDP-GalNAz était un substrat ti@blement donneur.
Cette inversion dans l'interaction de I'enzyme ages deux protons suivant que le ligand est
substrat donneur ou non pourrait conduire a I'hlypsé d’'une conformation du ligand

nécessaire pour une interaction avec I'enzyme piantealors un transfert efficace.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons teditéers UDP-sucres substrats
donneurs ou non de l'enzyme a savoir I'UDP-Gal,DRJIGICNAc, 'UDP-4d-GalNAc,
I'UDP-GalNAz, 'UDP-GalNHCOCHCI et 'UDP-GalNAc ainsi qu’un fragment du substrat
naturel, le GaINAc-1-P. Le rapport d’intensité ente spectre STD et le spectre de référence
est évalué pour chacun des protons. En prenant eob@®% le rapport le plus élevé (fort
contact avec I'enzyme), il est possible de classerdifférents protons du ligand dans 4
catégories distinctes (0-25%, 26-50%, 51-75%, /M@4d)0selon leur proximité avec I'enzyme
(tableau XIV). Les protons en vert sont ceux dueyromatique de I'uridine, ceux en bleu
appartiennent au ribose et les protons en roséseptent la partie monosaccharidique (figure
49). Les UDP-sucres sont des molécules complex=septant de nombreux signaux en RMN
du proton et pour cette raison, certains signauxr@avent superposés. Pour les protons

associés a ces signaux, il est alors impossiblel@erminer la catégorie a laquelle ils
appartiennent.
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Figure 49.numérotation des protons des ligands analoguddJP-GalNAc
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Ligands non-donneurs

A

Substrats donneur:

N

+++ H1'
H1 H1 H1 H3 H4 HY H3 NAc H4 H2
(76-100%) H3 H4
T H4’ H1 NAz H6 HI H1 H2 H6 H5 NAc
(51-75%) ©
—
+ H5 H1 e - H4 NAc :
(26-50%) 45 H2 H5 H4 H5 H4 H4' H5 H6 B 1 1 H1 [HL H3 H4 H6
+ H2 H4 H1 H2 H3,
(0-25%) Nac | H1 H3 H6 NAC || e he - - - H1
Aucun i ) _ ; ) - -
contact
Slgnaux, H3 H6 H4 H2' HE Ho' 43’ H2 H5 H2, H4 H2' H3 H4' H5 H2 H4' H5 H2 i
superposéd | H2' H3 H3' H4' H5 CH,CI H5 H2 H3' H2 H3 H5 H3 H5

Tableau XIV.Analyse STD des ligands : implication relative gegtons dans I'interaction avec I'enzyme.

a. les signaux de certains protons se superpogeqticrend impossible I'attribution de l'intensité.
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Quand on compare les divers ligands en présenceétal, pour les non donneurs
(UDP-GIcNAc et UDP-4d-GalNAc), ou pour 'UDP-Galugest un faible donneur) c’est le
proton H1' du ribose qui est en interaction prigie avec I'enzyme. Le proton H5"de
'uridine et d'autres protons du ribose (H4' et HZemblent également bien ancrés a
'enzyme alors que la N-acétylosamine est moin@mtact avec I'enzyme. En revanche,
pour les substrats (UDP-GalNAz, UDP-GalINHCOCHet UDP-GalNAc), on observe que
I'interaction prépondérante de I'enzyme avec H1l'paypport a H5” est progressivement
remplacée par une interaction prépondérante de IH&F rapport a H1’, amenant a
I'hypothese qu’un bon substrat doit nécessaireragntr une bonne interaction de la base
avec I'enzyme. D’autre part, on note peu de costpour 'UDP-Gal entre le motif galactose
et 'enzyme, alors que pour 'UDP-GalNAz et 'TUDRPaIBIHCOCHCI les protons du dérivé
GalNAc présentent des interactions relativemente$or Nous remarquons aussi que
I'interaction avec la chaine N-acétyle ou NAz deviprépondérante pour les bons substrats
(cependant pour 'UDP-GalNHCOGAEI , il n'a pas été possible d’attibuer une inteéhsiar
le signal est superposé). De méme, 'UDP-GalNAc tneomine interaction relativement
importante au niveau du GalNAc mais seulement @msEnce de métal, ce qui peut paraitre
surprenant pour une enzyme qui a besoin du méta pon activité de transfert. Il faut
cependant préciser que la représentation montiéeeicddonne aucune idée de la valeur
« absolue » de lintensité des signaux STD et il tesit-a-fait possible que l'intensité
relativement faible (par rapport au H5”) des iatetions du motif GaINAc avec la protéine en
présence de métal soit malgré tout plus importguoie celle des protons du GalNAz, par
exemple. Pour tous les ligands, les protons HRI3tdu ribose sont superposés, il n’est donc
pas possible de dire si 'un de ces protons intepgs que l'autre. En revanche, le fait que
I'on observe un signal pour ces deux protons manifis sont bien ancrés dans le site actif,
ce qui parait logique si on considére le contamt@kntre I'enzyme et les protons H1', H4’ et
H5’pour les ligands UDP-GIcNAc, UDP-4dGalNAc et UiFal.

Pour les autres ligands, la présence de signauespmmdants au ribose atteste la-
aussi d’'une interaction avec I'enzyme mais, a patr le signal du proton H1' qu’'on peut
quantifier, il n'est pas possible d’avoir d’auti@$ormations. Nos expériences préliminaires
confirment donc I'existence d’une structure desssialis nécessaire au transfert qui implique
a la fois la présence de la chaine N-acétyle sundef Gal et d’'un hydroxyle en position
axiale en 4 du Gal. Ces résultats ne sont bieregwigent pas nouveaux mais ils prouvent que
la technigue de STD-NMR est fiable et permet d'obse effectivement des contacts

spécifiqgues révélateurs de la reconnaissance erigybstrat. Ces expériences ont donc
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permis de commencer a mettre au point les conditr@tessaires pour appliquer la STD-

NMR a I'étude enzymatique qui nous intéresse.

De plus, les quelques essais effectués en omeltanhétal montrent que la
conformation adoptée par 'UDP-GalNAc ou par I'emeyen présence du Edest favorable
a un contact privilégié de I'enzyme avec l'uraciRar contre, le spectre STD de I'UDP-
GalNHCOCHCI ne change pratiqguement pas (non montré ici) merece de métal ce qui
pourrait indiquer que la conformation de cet anaéogn absence de métal est proche de celle
gu’'adopte 'UDP-GalNAc en présence de métal oulguzyme n’a pas besoin de métal pour
le reconnaitre. Dans une autre partie de ce claflit2.2) nous avons vu que 'UDP-
GalNHCOCHCI était un bon inhibiteur de l'activité de I'enzgnet aussi un bon donneur. Il
y a donc la un ensemble d’études a entreprendre gmuprendre comment cet inhibiteur

peut mimer 'UDP-GalNAc dans le site.

Une des hypothéses que nous formulons en ce guienon la conformation que
'UDP-GalNAc doit adopter dans le site pour qu’ilayt transfert correspond a une forme
assez coudée de 'UDP-GalNAc , telle gu'elle a\aié dans la seule GalNAc transférase
(EXTL2 EC 2.4.1.223, tableau Il, p16) cristallisére présence de son substrat entier. Cette
conformation a d’autre part pu étre dockée dansodele réalisé au CBM pour une partie du
site actif de la ppGalNAc-T1 (Duclost al, 2004) et aussi dans I'étude de la structure
cristalline de la ppGalNAc-T10 (Kubott al, 2006). Elle suggére une réactivité accrue du
donneur et une possibilité pour I'accepteur de@agher prés du donneur de fagon a ce que
le transfert s’opere en une interaction directersein mécanisme de type SN1 permettant une
rétention de la configuration alpha du GalNAc. 8 yonc la aussi tout un volet d’expériences
a poursuivre, pour comprendre si et pourquoi leslémtides-sucres peu ou pas ou bons

donneurs peuvent prendre cette conformation.

Enfin, les résultats obtenus pour le GalNAc-1-P treort que la partie saccharidique est
capable d’interagir avec I'enzyme en présence (nmmtré ici) ou non du cofacteur
métallique. Ce résultat n'est pas surprenant peidilDP-GalNAc en absence de métal se
fixe au site actif de I'enzyme principalement parplartie GalNAc. Cependant, il faut étre
prudent car notre enzyme possede un site lectileesegnal STD observeé pour le GalNAc-1-

P pourrait trés bien provenir d’'une interaction@ee site spécifique de la reconnaissance des

sucres.
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I11.4. Conclusion

L’action catalytique combinée des enzymes humaiB&® et AGX1 permet de
produire rapidement des analogues de I'UDP-GalNKkes modifications concernant la
chaine N-Acétyle du GalNAc n’empéchent pas la faiomades UDP-sucres correspondants
sauf quand le groupement introduit est trop volwui & butyryl). Pour les analogues
désoxy, le composé UDP-4d-GalNAc a pu étre syrg@édpiar cette voie enzymatique. En
revanche, la présence d'un groupement hydroxyl@asition 6 est requise au moins pour
I'activité de GK2 et pour cette raison nous n'avpas été en mesure de produire 'UDP-6d-
GalNAc. De méme, faute d’avoir pu obtenir du 3d¥gat, nous n'avons pas pu essayer de

synthétiser le nucléotide-sucre correspondant agemdu couple d’enzyme GK2-AGX1.

Cependant, disposant de quelques analogues d’'UINAGades études de transfert
et d’'inhibition ont été réaliséan vitro avec la ppGalNAc-T1 bovine. Elles ont notamment
permis d’attribuer un réle différent aux hydroxyles C-3 et C-4 de la partie GalNAc du
ligand. La présence d'un hydroxyle en C-4 sembleesgaire au transfert mais pas a
I'interaction enzyme-substrat alors que ce groupdmen C-3 contribue fortement a la
fixation du ligand dans le site actif mais n’egtréori pas requis pour le transfert. Parmi les
molécules synthétisées, 'UDP-4d-GalNAc, 'UDP-GRIBIOCH,CI et 'UDP-GalNAz sont
de bons candidats pour étudier de maniére plusliimeraction enzyme-substrat puisque
'une d’entre elle est un bon inhibiteur de I'enzymt les deux autres sont des substrats

donneurs de qualité différente.

La technique de STD-NMR est particulierement bidapaée a I'étude de l'interaction entre
une grosse protéine comme la ppGalNAc-T1 et urt figind de type UDP-sucre. Cette
méthode a a plusieurs reprises été employée podieédes interactions entre des enzymes et
leurs substrats de type nucléotides- sucres (Bieeters, 2001, Blumet al, 2004, Lamerzt

al., 2006, Yuaret al, 2005) ou encore des mimes glycaniques en interaavec des lectines
ou des anticorps (Johnson et Pinto, 2004). Récemitémuipe de Peters a montré I'analyse
d’'une galactosyltransférase par cette méthode (Bktral, 2006). Les résultats montrent que
pour cette enzyme, la GTB, la partie uridique dgends est bien plus ancrée au site actif que
la partie saccharidique ce qui fait de 'UDP I'épié dominant dans l'interaction. Dans cette
étude, le proton H1' du ribose et le proton aroqmati H5” de tous les ligands recoivent le

maximum de transfert de saturation alors que daee rcas, cette observation est vraie
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principalement pour les substrats non donneurs: Bsewsubstrats donneurs de la ppGalNAc-
T1, nos résultats montrent que la partie GalNAecragit d’avantage avec lI'enzyme
particulierement autour de la fonctionnalité NAd danne sa spécificité a I'enzyme et il est

possible que le ribose s’en trouve éjecté du site.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail de these s’inscrit dans la thématiqueedberche développée par I'équipe
de V. Piller et F. Piller au CBM sur la biologiellaéaire et moléculaire de la glycosylation.
L’objectif de ce travail était de développer desilsichimiques et biologiques permettant la
synthese de glycoconjugués et de mimes glycanigneguantités compatibles avec des

études mécanistiques et immunologiques d&-tdycosylation.

Synthése enzymatique de glycoconjugués

Pour pallier les problemes liés a la synthése aumide glycoconjugués, nous avons mis au
point une méthode de synthese faisant interveaimZymes et permettant le transfert d’unités
saccharidiques GalNAc sur divers accepteurs pepigdi ou oligosaccharidiques. Deux des
enzymes, GK2 et AGX1, responsables de la syntheseudléotide sucre UDP-GalNAc et
non-commercialisées, ont été produites en tantpgotgines recombinantes chigzcoli avec

un bon niveau d’expression. L'optimisation des c¢tods de fonctionnement du cycle
enzymatique nous permet désormais d’obtenir destiggs importantes de glycoconjugués
de type mucine ou d'oligosaccharides dont les apfdins sont nombreuses. Nous avons,
pour notre part, réalisé des essais d'immunisatioec les glycopeptides de type mucine
synthétisés dans le contexte d’'un design de vatinrcancéreux. Les résultats obtenus sont
tres intéressants mais nécessitent d’étre confirpagsdes analyses complémentaires. Le

développement de ce cycle enzymatique ouvre ladsaie grand nombre de perspectives :

- utiliser le cycle pour la glycosylation de peptden ajoutant des ppGalNac-Ts de spécificité
différente comme la ppGalNAc-T4 capable de tramsfée GalNAc sur le motif PDTR de

MUC1 et n'acceptant que des substrats peptidigagsglycosylés comme substrat accepteur.

- La transposition du cycle dans un systéme lepotarait étre envisagée dans le cadre du
projet développé dans notre équipe par Sylvain @eng et visant a humaniser la
glycosylation chez la levure. L'UDP-GalNAc, natueghent absent chez les levures, est pour
le moment approvisionné par lI'action d’une épiméragartir d’UDP-GIcNAc endogene. La
mise en place du cycle serait une solution auxeeahts faibles de bioconversion liés a cette

enzyme.
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Synthése enzymatigue de molécules analogues de I'RiGalNAc

La spécificité « large » des enzymes GK2 et AGXtéamise a profit pour la synthése
d’analogues de 'UDP-GalNAc. Ces analogues modsidisla partie saccharidique du ligand
représentent de formidables outils pour I'étuderdicanisme catalytique de la ppGalNAc-T1.
Des études par STD-NMR sur les interactions pretbgands ont d’ailleurs été entreprises
en collaboration avec I'équipe de F.Vovelle (CBMlé&ans). Les tests de transfertitro, les
tests d’inhibition et les expériences STD-NMR r&adi avec les différents ligands sont
complémentaires et la confrontation des résultatmpt d’établir que lorsqu’il y a transfert,
la partie saccharidique ainsi que la partie uridigont toutes les deux ancrées dans le site
actif. L’étude par STD-NMR est la premiere a montiiateraction de la ppGalNAc-T1 avec
son substrat non clivé et peut permettre de td$tgpothese d’'une conformation coudée
adoptée par le substrat avant la coupure catabtiganalyse par cette méthode des ligands
modifiés permet de déterminer les positions les plaractéristiques pour l'interaction mais
surtout pour le transfert. Ces résultats encouragedevraient se poursuivre par I'analyse de
substrats modifiés sur la partie uridique. Les egqads déja synthétisés permettent aussi de

continuer les recherches dans diverses directions :

- par exemple, I'utilisation des analogues d’'UDRNZ&, qui se sont averes inhibiteurs de la
ppGalNAc-T1, pourrait permettre la cristallisatide I'enzyme en présence d’un substrat non

clivé.

- les analogues de GalNAc, dont les UDP-sucressdrdtrats donneurs de la ppGalNAc-T1,
pourraient étre employés pour le ciblage de cellgncéreuses. En effet, plusieurs travaux
laissent a penser que ces analogues sous une fOramtylée seraient certainement
incorporés de maniére préférentielle dans les lesllan division rapide comme les cellules
cancéreuses. Les enzymes GK2 et AGX1 étant naareiit présentes dans les cellules
humaines, ces analogues seraient convertis en Wbi@sset acheminés jusqu’au Golgi par
un transporteur spécifiqgue d’'UDP-GalNAc. Les momokarides modifiés seraient ensuite
incorporés aux protéines lors des modificationst-pasluctionnelles par action catalytique
des difféerentes ppGalNAc-Ts et se retrouveraiensiegface cellulaire ou ils pourraient alors

servir de marqueurs cellulaires (figure 50).
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Analogue du GalNAc

Transporteur

Membrane
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GK2
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C2—3
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transporteur

ppGalNAc transférase

Figure 50. Schéma représentant les voies de biosynthéseayueai emprunter un analogt
de GalNAc dans une cellule humaine ou les partesa6K2, AGX1, transporteur d’'UDP-
GalNAc, et ppGalNActranférases sont naturellemeésents.
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« Développement d’'un systeme de régénération d’UDBalNAc pour la glycosylation
enzymatique d’oligosaccharides et de peptides d’iatét thérapeutique. »

RESUME :

Le GalNAc est présent dans un grand nombre de gigtéines, protéoglycanes et glycolipides. II

est le sucre immunodominant des antigenes de gs@geguins et oncofoetaux qui sont des ¢
thérapeutiques. Cependant, la synthése par vomiqiee de ces glycoconjugués a GalNAc

bles
est

longue et codteuse. In vivo, le GalNAc est incoépgrar des GalNActransférases, enzymes
spécifiques qui transférent le GalNAc de 'UDP-GAtiNsur un substrat accepteur. Mais la synthése
chimio enzymatique des glycanes est freinée pditdidion difficile de quantités importantes

d’'UDP-GalNAc.

Nous avons mis au point un systeme de synthesdaakimymatique de glycoconjugués a GalNAc
qui utilise 4 enzymes et des substrats simples aohar@alNAc, I'UTP et la créatine-P. Ce systeme

permet la synthése rapide et efficace de glycogeptet d’oligosaccharides a GalNAc; il a
utilisé pour glycosyler I'antigene MUCL1 et nous as@u évaluer la réponse immunitaire mu
contre la petite glycoprotéine obtenue.

Le systeme de synthése d’'UDP-GalNAc peut accemrnins dérivés de GalNAc et perme
ainsi la synthese d’'analogues d’UDP-GalNAc. Ceséaulks sont des sondes appréciables

été
rine

itre
pour

étudier l'interaction entre substrats et enzymedgsatechniques physicochimiques comme la STD-

NMR.

MOTS-CLES : Synthése chimio-enzymatique, glycoconjugué, muci@aINAc-transférase
protéines recombinantes, analogues d’'UDP-GalNAwla® de glycosyltransférases, STD-NMR|.

« Development of a regeneration system for UDP-GalA¢t for the enzymatic glycosylation of
oligosaccharides and peptides of therapeutic integg »

ABSTRACT :

The sugalN-acetylgalactosamine (GalNAc) is a constituent ahgnglycoproteins, glycolipids and

proteoglycans. It is the immunodominant sugar imotdl group and oncofetal antigens which

are

potential therapeutic targets. However, the chehnsigathesis of these antigens is time consuming

and expensiveln vivo, GalNAc is incorporated into glycoconjugates byedpc GalNAc
transferases using UDPGalNAc as the donor subs#ateresent, the chemo-enzymatic synth

0Sis

of glycans is hampered by the difficulties involvedthe synthesis of large amounts of UDP-
GalNAc. To overcome these limitations we have dmvetl the chemo-enzymatic synthesis of

GalNAc bearing glycoconjugates based on the sirapbstrates GalNAc, UTP and creatine-P
the use of four enzymes. In this method UDP-GalN§\synthesized as an intermediate and
product UDP immediately recycled to UDP-GalNAc. vthis technique an oligosaccharide
several mg of a small glycoprotein were synthesiaed the immune response of mice to
synthesized glycoprotein investigated. The systeawelbped to synthesize the UDP-GalN
intermediate could be adapted to produce large ataai UDP-GalNAc and we could show tha

and
the
and
the
Ac
tit

accepts also derivatives of GalNAc which allows tapid synthesis of UDP-GalNAc analogues.

These molecules have been tested as probes factitre site of polypeptideGalNAc transferas
T1 by kinetic studies and by STD-NMR.

e

KEY-WORDS : Chemoenzymatic synthesis, glycoconjugate, mucatiN&c-transferase,
recombinant proteins, UDP-GalNAc analogues, glyltcmysferase probes, STD-NMR.
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