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Dégradation de la cellulose

cellulase (EC 3.2.1)4
carboxymethylcellulase (EC 3.2.1.4
cellobiase (EC 3.2.1.21
cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91
cellodextrinases (EC 3.2.1.-)
endoglucanase (EC 3.2.1.4

Dégradation des hémicelluloses

(-1,3-1,4-glucanase (EC 3.2.1)73
lichénase (EC 3.2.1.73
exof-1,4-glucanase (EC 3.2.1)74
xylanase (EC 3.2.1)8
endo-1,48-xylanase (EC 3.2.1)8
endo-1,33-xylanase (EC 3.2.1.32
-xylosidase (EC 3.2.1.37

«-L- arabinofuranosidase (EC 3.2.1)55
aceétyl xylane estérase (EC 3.1.16)
acide férulique estérase (EC 3.1.1.73
coumaroyl estérase (EC 3.1)1.-
arabinanase (EC 3.2.109
galacturonase (EC 3.2.1)15

glucan 1,4- ou 1,8-glucosidase (EC 3.2.1.7BEC 3.2.1.58

«-galactosidase (EC 3.2.1)22
f-galactosidase (EC 3.2.1)23
w-glucosidase (EC 3.2.1.20
f-glucosidase (EC 3.2.1.21
-glucuronidase (EC 3.2.1.81
f-1,4-mannanase (EC 3.2.1.}78
f-mannosidase (EC 3.2.1)25
£-1,3-xylosidase (EC 3.2.).-
a-arabinosidase (EC 3.2.1)55

Dégradation des pectines

pectine lyase (EC 4.2.2.10

pectine méthyl estérase (EC 3.1.).11
polygalacturonase (EC 3.2.1)15
polygalacturonate lyase (EC 4.2.2.2
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a-amylase (EC 3.2.1)1

B-amylase (EC 3.2.1)2
néopullulanase (EC 3.2.1.135
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fructose biphosphatase aldolase (EC 4.1)2.13
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Avant propos

Avant propos

Le c6lon humain est un écosystéme microbien comeplexmposé d’une communauté
bactérienne majoritairement anaérobie stricte diresrsifiée. Une des principales fonctions
du microbiote colique est de dégrader puis fermerds fibres alimentaires que nous
ingérons. Ces fibres correspondent a la fractienalienents non digérée dans la partie haute
du tube digestif. Essentiellement végétales, elest constituées de polysaccharides
complexes (cellulose, hémicelluloses, amidon ...)s&bt retrouvées dans les fruits, les
légumes ou les céréales que nous consommons. roarf@tion des fibres végétales dans le
cblon fait intervenir plusieurs groupes microbi@ssociés en une chaine trophique. Ainsi, les
polyosides sont hydrolysés par la communauté fiticple en plus petits fragments, et les
oses libérés sont utilisés par d’autres bactéfiesmlytiques ou non. La fermentation des
parois végétales conduit a la formation d’acidess gr chaine courte, 'acétate, le propionate

et le butyrate majoritairement, et de gaz, (EO;, et CH, parfois).

L’apport de fibres dans l'alimentation a de nombretdfets bénéfiques sur la santé,
comme la régulation du transit intestinal, I'appdet micronutriments et vitamines essentiels,
la prévention de I'obésité par action sur la sétiétOutre ces effets, la fermentation par le
microbiote colique joue aussi un r6le important $arsanté, puisque les métabolites
fermentaires produits sont connus pour avoir debwrenx effets bénéfiques. Le butyrate par
exemple, substrat oxydatif majeur des colonocyjese un rdle important sur leur
prolifération et leur apoptose, et serait assodee grévention de risque de cancer colorectal.
La compréhension des mécanismes de la dégradasofibdes et de leur fermentation par les
microorganismes du coOlon présente donc un intéeélaio pour la nutrition et la santé
humaine. Dans I'Unité UR454 de Microbiologie, lesronunautés fibrolytiques du célon de
’lhomme sont étudiées depuis plusieurs années, garticulier les bactéries cellulolytiques et
xylanolytiques, ainsi que leurs interactions avéautles communautés fonctionnelles du

microbiote.

Parmi les polysaccharides retrouvés dans les fddneentaires, le xylane présent dans
les parois végétales est un substrat majeur. En €f polyoside complexe est le constituant
principal des hémicelluloses. Arrivant en quantiiéjeure dans le célon, il est donc une
source de carbone importante pour les microorgagsste cet ecosysteme. La communauté

xylanolytique dans le colon est dénombrée dedldd* bactéries par gramme de féces et est
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Avant propos

essentiellement composée des genres bactdBaaeroideset Roseburia Au laboratoire,
plusieurs souches dgacteroideset Roseburiaont été isolées et présentent de fortes activités
xylanolytiques.

Dans le cadre de ma these, nous avons sélecti@unxestduches qui présentaient des
activités de dégradation du xylane les plus impues :Bacteroides xylanisolver$B1AT et
Roseburia intestinalisxB6B4, afin de caractériser leurs propriétés xglgtiques. Ces
souches présentent de plus, des caractéristiqugdhatogiques et physiologiques différentes.
Une autre espece @acteroideylanolytique,Bacteroides spXB12B (qui est probablement
une souche de I'espeée intestinaliy a également été intégrée a une partie de natvailr
pour comparaison. Dans les années 1980, Salyettsda @e maniere globale les systémes
enzymatiques de certaiBacteroidescommeB. fragilis et B. ovatusmais aujourd’hui peu de
données sont disponibles sur les systemes xylamgodg de ces bactéries. Par ailleurs,
Roseburiaest connu comme genre amylolytique et butyrogehe, donc surtout été étudié
pour ses capacités a dégrader 'amidon et a pmdiuirbutyrate, mais aucune donnée n’est

disponible concernant ses propriétés de déegradddéisixylanes.

Mon sujet de these a porté sur I'étude fonctioenell moléculaire des systemes
xylanolytiqgues des deux bactéries choisies. Laeaevibliographique qui précéde les parties
expérimentales est composée de trois chapitreqrémier chapitre traite de I'anatomie et
physiologie du coélon, ainsi que des substrats digpes pour le microbiote qu’il héberge. Le
deuxieme chapitre fait le point des connaissanctsekes sur la dégradation des fibres
végétales par les microorganismes. Les différeotmposants des fibres végétales sont
d’abord rappelés, ainsi que les aliments richedilmes et leurs effets sur la santé. Les
enzymes necessaires a la dégradation des fibrésales) sont ensuite décrites. La régulation
de l'expression des génes codant pour les hydlaseé aussi rapidement abordée. Le
troisieme chapitre présente la diversité et la derif@ du microbiote intestinal humain,
etudiée par différentes méthodes, culturales etoutdires, ainsi que nos connaissances
actuelles de la dégradation des fibres végétalegalaires dans cet écosysteme. Enfin cette
revue bibliographique se termine par un paragraphd&apport de la génomique dans I'étude
de la dégradation des fibres pariétales, et pprdaentation des isolats étudiés dans le cadre
de ma thése.
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Avant propos

L’introduction bibliographique est suivie de la pea@tation des principaux objectifs de
mon travail de these, puis d’'une partie « résultatemposée de trois chapitres distincts. Le
premier chapitre concerne la caractérisation entigonna des systemes de dégradation des
fibres végétales ddacteroides xylanisolvenXB1A'™ et Roseburia intestinalisxB6B4
(Article 1). Le deuxieme chapitre est focalisé Bucaractérisation moléculaire des systemes
xylanolytiques de ces deux bactéries et d’'un ®aig isolaBacteroides spXB12, et enfin le
dernier chapitre concerne la caractérisation dxyienase de la famille GH10 dont le géne a
été isolé cheB. xylanisolvensXB1A' (Article 2). Enfin, une discussion générale clét ce

manuscrit.
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PARTIE A : Le cblon et les substrats disponibles par le microbiote

intestinal

|. LE COLON HUMAIN : ANATOMIE ET PHYSIOLOGIE

Le célon constitue la partie terminale de I'appatigiestif de 'Homme. Il fait suite a
la partie iléale de I'intestin gréle et se termme niveau du rectum. Il est anatomiquement
divisé en trois parties : le caecum et le cbloreadant (ou célon droit), le colon transverse et
le colon descendant (ou célon gauch&jgire 1). Il se dispose en cadre dans la cavité
abdominale et mesure de 1 m a 1,5 m. Son volunaé ést de 500ml et le contenu colique
moyen est de 220g dont 35g de matiére séches (Giletoal, 1993), (Cummings &
Macfarlane, 1991). Le cblon est un compartiment éeotdie, dont le potentiel
d’oxydoréduction varie de -100 a -200 mV, sa terapge est constante a 37°C alors que le
pH varie en fonction du site colique considéré ¢& & 7,0 (Wolin& Miller, 1983). Ces
conditions sont propices au développement de migemismes anaéerobies dont l'une des

fonctions est de dégrader les fibres ingéréesiganime.

Coblon transverse

Céblon droit

Célon gauche

Aliments

pH=5,425,9 P47 nondigerés LR oH = 6,626

Selles
Figure 1. Le cblon de 'Homme
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Chaque jour, environ 1,5 kg de matériel non digéaés la partie haute du tube
digestif (estomac, intestin gréle) parviennentalon droit, au niveau de la zone iléale. Une
grande partie de ce contenu est constituée d'eaesjuapidement absorbée. Le contenu
digestif est retenu pendant 6 a 12h dans la pprogimale du célon. Le bol alimentaire
progresse ensuite vers le colon transverse, gré@les aontractions péristaltiques irrégulieres
et lentes. Ces mouvements ont aussi pour effet d@anger les résidus et favoriser
'absorption d’eau. Enfin le digesta atteint leadldistal ou le temps de rétention sera d’au
moins 10 heures et les matieres fécales sont sedkeéns le sigmoide. Le temps de transit
d’un bol alimentaire au sein du tractus digestifdes|’'ordre de 60 heures pour des individus
ayant une alimentation de type occidentale (Maafarlet al, 1992). L'excrétion fécale est
en moyenne de 120g par jour (sur les 500g de resiliilmentaires arrivant dans le caecum) et
la biomasse bactérienne constitue 40 a 55% du ielagxcrété (Macfarlane & Macfarlane,
1997). Le cblon est le siége d'importantes ferm@nta dont I'intensité et les caractéristiques
varient en fonction du segment colique considéestsubstrats présents. Le cdlon droit peut
étre assimilé a un fermenteur semi-continu aloeslgucélon gauche s’assimile a un systeme
de culture de type batch dans lequel il n'y a pagpmbrt ou d’élimination continue de

substrats.

Le cblon a pour fonction principale d’absorber lUegrovenant des résidus
alimentaires indigestibles et de les évacuer dgdwisme sous forme de féces semi-solide. Il
exerce egalement des fonctions essentielles paurtfdion et la santé de 'Homme, comme
I'absorption d’électrolytes provenant des alimanggrés ou des sécrétions gastro-intestinales
ou comme la fermentation des fibres alimentairssir@® par un microbiote tres complexe.
L'implantation et le maintien des bactéries dansdn sont favorisés par un bas potentiel
d’oxydo-réduction et un ralentissement du tempstrdasit. Le cOlon est donc considéré
comme un écosystéme microbien anaérobie héberdearpiopulations bactériennes variées

et complexes.

Il. LES SUBSTRATS DISPONIBLES POUR LE MICROBIOTE CO LIQUE

L'importante diversité des sources de carbone 'éhedgie disponibles pour les
microorganismes dans le célon expliquerait, poue darge part, la grande diversité
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microbienne rencontrée au sein de I'écosysteme.slbstrats fermentés par le microbiote
coligue sont a la fois d’origine exogene (appop@sl’alimentation) et endogene (synthétisés

par I'n6te) Figure 2).

Substrats
endogénes
e
Enzymes et Mucines
sécrétions
4-6
g /jour
Amidon résistant
Protéines et peptides 8-40
g /jour

Oligosides

Oses et sucres-
alcool

Fibres

Figure 2. Différents substrats exogenes et endogenes didpsmour le microbiote intestinal

(d’apres Macfarlane et Cummings, 1991).

Les substrats d’origine alimentaire sont essertigiint composés par les glucides non
digérés dans la partie supérieure du tube digdssflipides et les protéines ingérés étant
presque totalement absorbés dans [lintestin gr&es glucides, appelés fibres
alimentaires » sont principalement représentés par 'amidonsta@s, les polyosides des
parois vegeétales et certains oligosides et osestdn10% de I'amidon consommeé échappent
a la digestion dans lintestin gréle et constituensubstrat exogéne majeur parvenant au
cblon (amidon résistant). Les polyosides de laipdes végétaux, ou fibres pariétales»,

sont principalement constitués par des glucideslubdes comme la cellulose ou les
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hémicelluloses, ainsi que les pectines. Selon nfatitation, les quantités de substrats

exogenes arrivant au c6lon sont différentes d'dlividu a I'autre.

Dans la suite de ce manuscrit, nous appellerorisresf pariétales» uniquement les
fibres des parois végétales, en excluant donc dlamirésistant de cette définition ; notons
gue pour les nutritionistes, les « fibres alimaetb, sont généralement I'ensemble des
glucides qui arrivent au célon, et comprennent desdfibres pariétales, 'amidon résistant,

des gommes et mucilages, des oligosaccharides sudees-alcools.

Les substrats endogénes proviennent de lintegtéle (enzymes pancréatiques,
stérols biliaires, cellules épithéliales desquamémscines ...) et de la paroi colique elle-
méme (mucopolysaccharides, mucines ...). Les séngétmancréatiques, contenant une
grande variété d’enzymes hydrolytiques, représéniae des sources importantes d’azote

organique pour le microbiote colique.
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PARTIE B : Les fibres végétales et les enzymes nésaires
pour les dégrader

|. LES FIBRES VEGETALES

Les végétaux comportent une proportion importatgepolymeéres, composant leur
paroi cellulaire, qui ne sont pas dégradés danmitie supérieure du tube digestif et sont
donc une source de fibres alimentaires disponiptas les communautés bactériennes du
cblon. Ces polymeéres sont soit de nature glucid{galulose, hémicelluloses et pectines) soit
de nature non glucidique (lignine et tanins). Cegrd polymeres sont étroitement imbriqués
les uns dans les autres et de nombreuses liaismmsovalentes assurent la cohésion de
'ensemble Figure 3). Ces fibres rencontrées dans notre alimentatierééles, légumes ou
fruits) sont classées en fibres insolubles (cedlellet certaines hémicelluloses) ou solubles
(pectines et certaines hémicelluloses). La proportie ces différents polyméres varie selon
'espece végétale, le tissu considéré et 'agadplante.

Appareil de P ‘ / Cellulose

Hemicellulose
h__',.:-—'—'_‘\

—

Pectine

L oo o o o oo o]
L s ]

A ARARRAA

Figure 3. Les différents composants de la paroi végétale dfooe, 2005).

1. Composition de la paroi végétale

1.1La cellulose
La cellulose est le composé majeur des parois alEget(40% en moyenne) et
constitue le biopolymere le plus abondant sur teki@ cellulose est retrouvée presque

exclusivement chez les végétaux, mais certains aninftunicier, animal marin), bactéries
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(Acetobacter xylinunou algues Yalonia macrophysa sont capables de la synthétiser
(Iguchi, et al, 2000), (Schwarz, 2001). Le role de la cellulosteessentiellement structural en
assurant une partie de la rigidité de la planteretontribuant a la taille et a la forme des
végetaux. La cellulose est un homopolymere inselublativement stable, composé d’unités
glucose (D-glucopyranose) liées par des liaispis4 (Brown & Saxena, 2000). Chaque
résidu subit une rotation de 180° par rapport aveesins, le cellobiose est donc l'unité
structurale de base de la cellulos&g(re 4A). Grace aux liaisons glycosidiqupgl-4, cet
homopolymere posséede une structure complétemesdilerdont le degré de polymérisation
varie entre 200 et 25 000 résidus glucose (Browda&ena, 2000).

A
o S ; éi»
HO » HO o HO (o)
HOWHO OWHO 0\%7\*‘0 on
OH OH OH
OH OH n i
Y N -
Glucose Cellobiose
'5 : D‘H"“b
%\ 0---H_ 0
0 L]
HO Dmﬂﬂ g
04 o o
'H

Figure 4. Structure moléculaire de la cellulose (A) — Liaisontra et inter-chaines (B).

Les chaines de cellulose sont associées entre ddldacon parallele, les une aux
autres en réseaux cristallins. Des liaisons hydregatra et inter-chaines, et des forces de
Van der Waals assurant la cohésion de I'ensenthitpuie 4B). Cet ensemble forme des
microfibrilles d'une épaisseur de 3 a 5 nm et @uss um de longueur, contenant 15 a 45
molécules de celluloseFigure 5A), (Ljungdahl & Eriksson, 1985). Au sein des
microfibrilles, en plus de régions cristallines,eikiste des régions moins structurées dites
amorphes, situées notamment aux extrémités desfibrdies ou dans des zones de torsion

(Figure 5B). La proportion entre les régions cristallinesaetorphes varie en fonction du
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degré de polymérisation, des liaisons et de lacgode la cellulose (47% pour la cellulose

Avicel commerciale et 70% pour la fibre de coton gxeemple).

A Fibre de cellulose B

Zone amorphe

Zone cristalline
Microfibrille

i I D Microfibrille
Chaines de X e N\
glucoses @@ -

Figure 5. Représentation schématique d’'une chaine de ceu([@9 — Microfibrille de

cellulose (B)

1.2Les hemicelluloses
Les hémicelluloses ont un rdle structural dansldaibilité et la plasticité des parois
cellulaires. Leurs concentrations varient de 19% 4le la matiére séche chez les graminées
et de 8 a 15% chez les légumineuses. Les « hénlasdk» ont d’abord été définies comme
le résidu soluble en milieu alcalin aprés élimioatdes pectines des parois végétales. Elles
comprennent donc un ensemble de polyosides, le gdusent hétérogéne, formés par des
résidus glucose, xylose, mannose, galactose, ashinfucose, acides glucuronique et
galacturonique. Quatre groupes sont définis entimmcde leur structure primaire : les

xyloglycanes (xylanes), les mannoglycanes (mannales$-glucanes, et les xyloglucanes.

Les hémicelluloses peuvent avoir leur chaine ppailei constituée par un seul type d'ose,
comme lexylanes(constitués d’un enchainement de xylose)Masnanes(constitués d’'un
enchainement de mannose), ou Ssglucanes(enchainement de glucose) ; d’autres ont une
chaine principale constituée par plusieurs typessas, comme lesrabinogalactanes

(constitués d’un enchainement de galactose etrarsdd)i par exemple ou lggloglucanes
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Des liaisons osidiques de typgg&-3,3,1-4 ou B,1-6 les relient entre eux pour former une
chaine principale ou viennent se greffer des clsdatérales. La solubilité des hémicelluloses
varie considérablement avec le nombre de ramifinatiOn retrouve donc les hémicelluloses
solubles comme l'arabinogalactane ou insolublesngerte xyloglucane et certains xylanes.
Les xylanes sont les hémicelluloses les plus abuedaet sont considérés comme étant la

seconde source de polysaccharides, apres la &|udans le régne végétal.

Les xylanes
Les xylanes sont les hémicelluloses majoritaires akzéales et des monocotylédones. Ils

peuvent représenter de 15 a 40% de la matiere siesheeréales (Fry, 1988).

Les xylanes sont composés d’'une chaine principalesidug-D-xylopyranose reliés par
des liaisong,1-4. Sur ce squelette de base sont greffées delaations dont la proportion
et la distribution sont variables selon I'especgétéle. Certains de ces résidus xylose, portent
des groupements acétyl, méthyl, méthylglucuronybmbinofuranosyl qui forment alors des
chaines latéralegigure 6).

o-4-O-Me-GleUA

"OOH
0
H,CO
0 0 0 0 O-dc. o O-Ac.
M/O\m AV VA OMOMMON
g e O © 0 7 0
Pxylose
_0
"H,OH "HyO-peou./fer.

Figure 6. Structure moléculaire du xylane

L’'arabinose (sous la fornee-L-arabinofuranose), qui est le substituant magusein des
arabinoxylanes (AX), est positionné &2 ouO-3 des résidus xylose. Les glucuronoxylanes
(GX) sont caractérisés par la présence de subdstubacidea-D-glucuronique (ou de son
dérivé 4-O-méthyle) en positio®-2 des résidus xylosyl. Lorsque ces deux types de
substitution sont présentes, les xylanes sont éppglucuronoarabinoxylanes (GAX) ou
arabinoglucuronoxylanes (AGX) selon la prédominated'un ou de I'autre des substituants.
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Lorsque les xylanes comportent une proportion riegligeable de ces divers substituants, on
parle d’hétéroxylanes (HX). Dans la paroi des greg®s, on retrouve des acides férulique ou
p-coumarique, substituant les résidus arabinosylkctiatnes de xylanes. Sous forme libre ou
de dimére, ils peuvent relier deux chaines de xadaou étres liés aux lignines en créant des
liaisons covalentes : éthers ou esters (Jaregal, 1995). Le type et le degré de substitution

du xylane dépendent du tissu végétal et des difféseespéeces végétal€sgure 7).

Glucuronoxylane

Arabinoglucuronoxylane

Arabinoxylane

Hétéroxylane

Figure 7. Structures des différents types de xylanes (Ebrinvge et al., 2000)

Les autres hémicelluloses

Les xyloglucanes sont constitués d’'une chaine diglugbD-glucopyranose reliés en

B,1-4 portant desD-xylopyranoses branchés en position 6. Cette ché#atérale peut
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comporter des agencements différents de résidussexykt glucose (XXGG ou XXXG)

D’autres substituants tels que des-arabinofuranose peuvent également étre présents.

Il existe deux types de mannanes : les galactonmasniormés de résidus mannose
reliés enB,1-4, et les glucomannanes comprenant a la foisadédusd-mannose eb-glucose
reliés en,1-4. Ces deux types de polyosides peuvent éteequumoins substitués par des
galactopyranose sur la position 6 des mannoses ceaine.

Les B-glucanes sont constitués d’'une chainepdglucoses reliés par des liaisons
mixtesB,1-3 etf,1-4. Le rapport entre les deux types de liaisdrvasable selon le végétal

considéré. Leg-glucanes peuvent former des gels tres visqueux.

1.3Les pectines

Les pectines constituent le troisieme type de palgsarides des parois végétales. Elles
forment un gel qui joue un rdle dans la porositéaedensité des parois. La caractéristique
majeure des pectines réside dans leur squeletteigal formé d’acides galacturoniques liés
enal-4 présentant trois principaux types d'arrangesistructuraux. La forme la plus simple
consiste en une chaine linéaire d'acides galadiyuen, appelée homogalacturonane (HGA).
Il existe d’autres polysaccharides pectiques pampexes comme le rhamnogalacturonane |
et Il (RG-1 et RG-II) ou le xylogalacturonane (Cosge, 2005) Figure 8). La teneur en

pectines des végétaux varie beaucoup en fonctidissluvégétal concerné et de son age.

Acide galaturonique
Rhamnose
Galactose
Arabinose
Autres sucres

® OO0 @& 0

RG - | HGA RG - I

Figure 8. Structure schématique des pectines (Willats,.e801).
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1.4La lignine
La lignine est un polymere phénolique ramifié ebgphe, de haut poids moléculaire. La
structure de la lignine est trés complexe et appacame aléatoire et désorganisée. Elle est
constituée essentiellement de trois alcools armumesi: l'alcool coniférylique, I'alcool
coumarylique et I'alcool sinapyliquéigure 9). La lignine est un composé insoluble présent
notamment dans les fibres de céréales. Sa diffiégradation fait d’elle un puissant rempart
contre I'attaque des microorganismes (Boergral, 2003 ; Boudetet al, 2003).

wwég
™
OH OH OH
OCH, HCO OCHj4
OH OH OH 2 >
p-coumaryl alcohol coniferyl alcohol sinapyl alcohol

Polymérisation

Figure 9. La lignine (Hatfield & Vermerris, 2001).

1.5Autres constituants des parois végétales
Des protéines structurales appelées extensinessowent associées de facon covalente a
la paroi des cellules de dicotylédones. Elles esoprient d’autres polymeres a lintérieur de
la matrice végétale de sorte que les parois calhglaforment des enchevétrements de
polymeres. Les protéines sont un composant minesrparois végétales. Des composants
lipidiques (cires, cutine et subérine) sont ausss@nts dans la paroi secondaire, assurant ainsi

une protection a la surface des cellules.

2. Organisation de la paroi végétale

La paroi végétale est une enveloppe cellulaire oquitribue a la rigidité du végétal et
supporte la croissance des cellules, elle est amssbarriere protégeant la cellule contre la
pression osmotique, les stress mécaniques ou amesiet les infections virales, fongiques ou

bactériennes (Carpita & Gibeaut, 1993). Elle jogalément un réle dans la différenciation et
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la communication cellulaire (Cosgrove, 2005). Leucure des parois végétales varie en
fonction de I'age, de I'espece végétale et de lareades tissus considérés. Cependant, il
existe des caractéristiques structurales commutmsges les parois végétales (Roland 1980).
En fonction de la nature des tissus végétaux €étdd de maturité de la cellule, trois niveaux
d’organisation de la paroi peuvent étre distingel@ésmicroscopie électroniqué&igure 10-

gauche)

“Micrfibiles
desgelltlose”

s2 Paroi secondaire

Lamelles=,

Paroi primaire

Lamelle movenne

Figure 10. Gauche :Paroi d’'une cellule végétale observée en microsedpi 45 000) -

(Roland 2001)Droite : Schéma de la paroi végétale.

- Lalamelle moyenne
La lamelle moyenne ou mitoyenne est une fine codeh@,5 a 2um d’épaisseur, riche en
substances pectiques. Elle sépare deux cellulstesiet assure la cohésion inter-cellulaire
(Figure 10-droite).

- La paroi primaire

La paroi primaire caractérise des cellules jeurmesdifférenciées en phase de croissance.
Cette paroi est fine (0,03 a 1um d’épaisseur), Ispugxtensible, hydrophile et de faible
résistance meécanique. Elle est composée de 60 &d&a% et de microfibrilles de cellulose
imbriqguées dans une matrice amorphe riche en héolases, en pectines et en protéines de
structure (Carpita & Gibeaut, 1993). Les ramifioa de ces polymeres apportent au
microbiote colique des composeés variés comme lesgylle fucose, I'arabinose, le rhamnose
et divers acides uroniques. Ces fibres sont dégsade 80% dans le cblon humain
(MacFarlane & Gibson, 1991).
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- La paroi secondaire
La paroi secondaire est synthétisée par des celarefin de croissance, au cours de la
différenciation cellulaire. Contrairement a la pggomaire, elle est épaisse, compacte, rigide
et trés résistante et constituée de couches coitpest de cellulose cristalline. L’orientation
des microfibrilles de celluloses perpendiculairetriea unes aux autres permet de distinguer

trois sous couches S1, S2 et S3.

Les parois végétales sont plus ou moins lignifidess lignines surtout présentes au
niveau de la lamelle moyenne et la paroi primab@férent une rigidité aux parois. La
composition de la paroi en cellulose, hémicelluspgectines et lignine est trés variable selon
I'origine végétale. La complexité de la structueeld paroi végétale ne permet pas de donner
une description complete de l'arrangement de cd&reintes molécules. Ce niveau
d’organisation permet d’illustrer la complexité ces parois et donc les difficultés rencontrées

par les microorganismes du c6lon humain pour hydeslcette biomasse végétale.

3. Les aliments riches en fibres végétales

Les méthodes analytiques servant a mesurer la itualet fibres végétales sont moins
bien normalisées que pour la plupart des autreposamts alimentaires (Proslet al, 1994 ;
Schweizer, 1990 ; Mertens, 2003 ; Englyst al, 1995). La méthode couramment utilisée
pour quantifier le taux de fibres végeétales dars déments est la méthode enzymo-
gravimétrigue. Cette méthode mesure la proport®fiilttes pariétales totales en simulant la
transformation des aliments dans le tube digestifigation d’enzymes) de maniere plus
précise que ne le faisaient les anciennes méthradesentaires a base de produits chimiques
(Prosky, 2000). Les sources de fibres pariétaleplies importantes sont les enveloppes des
céréales, plus communément appelées sons de séiéalson de blé, par exemple, contient
46 grammes de fibres pariétales pour 100g, dost ¢¢u90% sont des fibres insolubles. Dans

les autres produits végétaux, la quantité de fiestvariableTableau 1).

Les fruits et les légumes contiennent approximaiset 1 & 8 grammes de fibres
pariétales pour 100 grammes, avec environ la moéiébres solubles. Les données relatives
a la composition détaillée de ces différents coraptsssont rares. Les poireaux, choux et

épinards sont trés riches en cellulose et hémiosks alors que le haricot vert par exemple,
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est constitué de cellulose, de pectines et denlggrid’autres exemples sont présentés dans le
Tableau 2

Tableau 1. Composition en fibres pariétales de difféerents pitsd végétaux (D’aprés le

répertoire général des aliments, Favier, et al.93p

Quantité de fibres pariétales (en g / 100g d'aliment)

Légumes Fruits Féculents / Noix
Salsifis 4,0 Groseille 8,0 Noix de pécan 9,5
Poireau 3,5 Goyave 6,0 Topinambour 7,6

Choux vert 3,4 Banane 5,8 Noisette 6,5
Carotte 3,0 Ananas 1,4 Petit pois 6,0
Haricot ver 3,0 Myrtille 3,0 Noix 55
Epinard 2,7 | Datte fraiche 2,7 Chataigne 5,0
Salade 15 Kiwi 2,5 Mais 4,0
Courgette 1,1 Raisin 0,7 Pomme de terre 2,1

Tableau 2. Composition détaillée des composants des fibregtades (valeurs en g/1009)

D’apres Schweizer 1992.

Cellulose Hémicellulose Lignine Pectine
Pomme 0,72 0,45 0,08 0,44
Orange 0,60 0,08 0,02 0,57
Fraise 0,50 0,21 0,23 0,36
Tomate 0,35 0,08 0,19 0,21

La digestibilité de la cellulose, des hémicelluksdes pectines et de la lignine a été suivie
dans de nombreuses études (Rosaxtoal, 1991 ; Joshi & Agte, 1995). Les résultats
suggerent que la cellulose est dégradée a 65%¢legcelluloses de 50 a 70%, la lignine a
8% et enfin la pectine, qui est la fibre pariétieplus digestible, est dégradée a 99%.
Toutefois, d’'importantes variations inter-individles ont été observées dans toutes ces

études (Cummingst al, 1979).
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4. Consommation des fibres alimentaires et principaux effets santé »

Les fibres alimentaires sont reconnues pour leffiessebénéfiques sur la santé humaine. |I
n'y a pas d’AJR officiel (apport journalier recomnu#) pour la consommation de fibres
alimentaires, cependant une valeur d’au moins 28g jpur est retenue en tant que
recommandation. Les ANC (apports nutritionnels edlEs) sont donnés pour la population
francaise, par tranche d’age en g/jour (soit 29@/j8ur pour les adultes et 15g/jour pour un
enfant de 10ans par exemple). De nos jours, I'dgpoglucides pariétaux est de 15 a 22g par
jour, ce qui est insuffisant, 50% de cette consotitmgroviennent des produits céréaliers,

32% des legumes, 16% des fruits et 3% des léguetss s

Depuis quelques années, de nombreuses études reamickss effets de la consommation
des fibres sont menées, et toutes s’accordeneadiune alimentation riche en fibres assure
le maintien en bonne santé. En effet, de nombregsasités sont attribuées aux fibres
alimentaires : ces qualités sont dues, d’'une pattféores en elles-mémes et aux éléments
gu’elles apportent a l'organisme, et d'autre partear fermentation par le microbiote

intestinal.

4.1 Effets sur les fonctions intestinales

Les fibres alimentaires, et en particulier lesdipariétales, agissent sur le transit digestif
en augmentant le volume et réduisant la consistaiesefeces grace a leur capacité de
rétention d’eau et d’échange d’ions. La capaciébsorption de I'eau dépend du type de fibre
(structure tridimensionnelle) et de la taille destigules, toutes les fibres n’ont donc pas le
méme effet sur le transit. Les fibres insolublesmme la cellulose, régulariseraient la
fonction intestinale (augmentation de I'excrétiangiibstrat) pour que le temps de transit soit
d’environ 48 heures (Borel, 1990).

Les fibres pariétales solubles, hautement fermeiles, ont également un effet laxatif.
Ces fibres, qui permettent une croissance bactéienportante, ne sont pas retrouvées dans
les selles, dans ce cas I'augmentation du voluroa& st due a 'augmentation de la masse
bactérienne (Stephen & Cummings, 1980 ; Kurasaival, 2000).

4.2 Effets sur les maladies cardiovasculaires
Les fibres alimentaires peuvent jouer un role ingdrdans la prévention des maladies

cardio-vasculaires. En effet, les fibres pariéta@sibles ont un effet hypocholestérolémiant
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significatif, puisqu’elles permettraient de fairenihuer le taux de cholestérol-LDL, considéré
comme un facteur a risque des maladies cardio-l@eesl D’aprés I'étude de Brown en
1999, une consommation de 12 a 24 grammes de egqtar jour permettrait de faire
diminuer le taux de cholestérol-LDL de 13%, car lErmentation permet d’insolubiliser les
sels biliaires, ce qui diminue a la fois leur tatécet leur possibilité de réabsorption (Brqwn
et al, 1999). D’'autres études ont aussi montré querdbgidus ayant une alimentation riche
en fibres pariétales (notamment riche en cérédles graines entieres), présenteraient un
risque de maladie cardio-vasculaires diminué de Z##orapport a des individus qui en
consomment peur@bleau 3 (Anderson et al, 2009). Ainsi une consommation de psyllium
ou dep-glucanes d’avoine permettrait de diminuer le tdexcholestérol-LDL de 5,5% en 8
semaines (Kataret al, 2003) ou 7% en 6 mois, soit un risque de malachedio-vasculaires

diminué de 25% environ au bout d’'une année (Tudmuoleet al, 1988).

Tableau 3. Effet de la consommation de fibres pariétales supiévalence de différentes

maladies (Anderson, et al., 2009).

Nombre de sujets Diminution du risque Références
Maladies cardio-vasculaires 158 327 (7 études) 29% Anderson et al, 2004
Accidents vasculaires 134 787 (4 études) 26% Liu et al, 1999; Steffen et al, 2003
Burr et al, 1989; Ascerio et al, 1998
Diabete 239 485 (5 études) 19% Anderson et al, 2007
Obésité 115 789 (4 études) 30% Anderson et al, 2008

4.3 Effets sur le diabéte et I'obésité

Les fibres alimentaires peuvent aussi avoir unt gftsitif sur le diabete et I'obésité
qui sont souvent deux maladies associdebleau 3. D’'une part, les aliments riches en
fibres pariétales doivent étre mastiqués plus kemgls, ce qui a tendance a réduire la
suralimentation car les fibres augmentent la sat¢t’estomac se vide plus lentement, ces
phénomenes ont donc un effet sur la satiété etlsaméfiques pour les individus souffrant
d’obésité. En suivant un régime supplémenté emdilimsolubles, une perte de poids de 2 a
3,2% a été observée en 4 semaines et de 2,9 aeh®Bsemaines (Andersaet, al, 2008).
D’autre part, les fibres solubles dites visqueuseispuvées dans le riz, les graines entiéres
(Pereira et al, 2002) ou le psyllium (Ziaiet al, 2005) permettent de réguler la glycémie et

linsulinémie apres leur ingestion (Jareg al, 2001). De part leur structure, ce type de fibres

40



Bibliographie

conduirait a la formation d’'un gel, ralentissantvidange de I'estomac et régulant ainsi
'absorption du glucose. En suivant un régime dmrien fibres solubles visqueuses, les
personnes souffrant d’'un diabéte de type | ou Uvpat donc limiter les prises d’insuline
médicamenteuse (Andersaet al, 2009).

4.4 Effets associés a la fermentation colique des fibre

Les fibres alimentaires ont aussi des effets bgné§ qui sont dus a leur fermentation par
le microbiote colique. Cette fermentation va coneli la production d’acides gras a chaine
courte (AGCC) qui sont rapidement absorbés pabdlencet stimuleraient I'absorption d’eau
et de sodium (Hebuterne 2002). De plus, ces AGQE& soe source d’énergie importante
pour les bactéries et pour différents organes Hentime. L'effet bénéfique majeur de la
fermentation colique des fibres sur la santé dentiime serait lié a I'effet protecteur vis-a-vis
du cancer colique (Key & Spencer, 2007). La magodés études mettent en avant que les
fibres pariétales les moins fermentescibles soun$ mirotectrices que les fibres pariétales
hautement fermentescibles. En effet, par leur ebcement digestif, les fibres les moins
fermentescibles diluent les agents potentiellensantérigénes et diminuent leur agressivité
vis-a-vis de la muqueuse colique. Le risque de exada cdlon pourrait donc étre réduit en
consommant ces fibres moins fermentescibles (Ly@f0600). Le butyrate produit lors de la
fermentation des fibres, et en particulier de I'dom et des xylanes, pourrait aussi avoir un
réle important pour lutter contre ce type de car(&aurling et al, 2008). Cet AGCC est
capable d’inhiber la prolifération des cellules @aeuses coliques et d’agir comme agent de
différenciation (Siavoshiagret al, 2000). Les AGCC peuvent également moduler |aésiécr
de mucus dans le cbOlon assurant le maintien d’'uncphktant au voisinage des cellules
épithéliales. Enfin, les AGCC inhibent la proliféom et/ou I'adhésion de certains germes
entéro-pathogenes. Dans une étude de May en 19®k@aple, il a été montré que I'apport
de fibres fermentescibles dans I'alimentation ieH#b croissance délostridium difficileainsi
gue la production de toxine (Magt al, 1994).

4.5 Autres effets physiologiques
Les fibres alimentaires sont aussi une source deomitriments importante, tels que les
vitamines (B et C), les minéraux (potassium et ndagmm), les oligoéléments ou les
antioxydants (flavonoides...) qui ont des effets fi§nés pour la santé de 'Homme (Slavin,
2003 ; Andersonet al, 2009). Par exemple, les phyto-cestrogenes jouemble important

dans la prévention de certains cancers, notamneecticer du sein mais aussi dans la
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prévention des maladies métaboliques comme l'ostésp (Rowlandet al, 1999). Ces
phyto-cestrogenes sont métabolisés par le microkiotamétabolites souvent plus actifs, qui
sont alors absorbés par la muqueuse. Enfin, ledigestif ayant un réle trés important dans
limmunité (60% des lymphocytes du corps humaint smsociés aux tissus intestinaux), la
consommation de fibres alimentaires permet de $ime systéme immunitaire (Vpst al,
2007). Pour profiter de tous les effets intéressdes fibres, il est donc important d'en varier
les sources, et/ou de compléter son alimentatiordgs compléments alimentaires riches en

fibres, comme les prébiotiques.

5. Fibres alimentaires et prébiotiques

Les prébiotiques sont généralement des oligosadesardes sucres-alcools ou des
polysaccharides a courte chaine qui sont des sifoghotentiels pour I'hydrolyse et la
fermentation par le microbiote intestinal. Les poéques agissent comme substrat sélectif
d’'une ou d’'un nombre restreint de souches bactéeebénéfiques qui résident dans le colon,
essentiellement les Bifidobactéries, et stimulent kroissance (Gibson & Roberfroid, 1995).
Il existe plusieurs familles de prébiotiques oligosharidiques qui peuvent étre classés en
deux groupes (Roberfroid, 2007). L€' Jgroupe est constitué de trois familles: les
fructooligosaccharides (FOS), les galactooligosandls (GOS) et le lactulose. Leur « statut
de prébiotique » a été démontré scientifiquemertasDle 2™ groupe, on retrouve des
prébiotiques émergents comme les isomaltooligosamds (IMO), les oligosaccharides de
soja (SOS) ou les xylooligosaccharides (XOS). Uime et les autres FOS sont les plus
étudiés, et leur commercialisation est importamté&erope et aux Etats-Unis. lls agissent sur
la croissance des bifidobactéries : les bifidolbéeséet les lactobacilles étant connus pour
stimuler le systeme immunitaire (Roberfroid, 200vVgs, et al, 2007). Depuis quelques
annees, les XOS, notamment les arabinoxylanes,dsoplus en plus étudiés et montrent des
effets trés concluants vis-a-vis du métabolismetrgastestinal de volontaires sains
(Cloetenset al, 2008). Une autre étude de 2008 (Van Craeywaldl, 2008) a montré chez
le rat, que lI'ingestion de xylooligosaccharides raagterait la concentration d’acétate et de
butyrate dans les caeca, et stimulerait de manig¥s efficace la croissance des
bifidobactéries. Ces résultats encourageants dawragermettre, prochainement, I'utilisation
de ce nouveau type de substrat comme prébiotiquiesfois chez ’lHomme mais aussi dans
les élevages animaux ou en aquaculture €Xal, 2008).
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II. LES ENZYMES NECESSAIRES POUR DEGRADER LES PAROIS VEGETALES

La structure des parois végétales étant trés hygtBeoet complexe, leur dégradation
nécessite une grande diversité d’enzymes. Les fiegti#orolytiques sont donc capables de
produire et de sécréter des enzymes et des sysemmgsatiques trés performants agissant
en synergie pour dégrader les polysaccharides adgétigure 11). La majeure partie de nos
connaissances concernant les différentes enzynmdijimdes dans la dégradation des fibres,
provient des études menées sur les bactériesyfilopoés du rumen ou du sol. La dégradation
complete des parois végétales en sucres simplessitxdifférents types d’enzymes. Dans la
suite de cette revue bibliographique, nous noualierons sur les glycosydes hydrolases, et
en particulier sur les xylanases qui ont été paiticement étudiées au cours de cette these.
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Figure 11. Enzymes impliquées dans la dégradation des pollissices végétaux (Davies,
et al., 2005)

1. Structure et mode d’action des enzymes

La plupart des enzymes impliquées dans la dégmdates parois végeétales a une
structure modulaire. Ces enzymes sont composeépkisieurs régions appelées domaines qui
peuvent étre combinées dans des ordres différétas. exemple, toutes les glycoside-
hydrolases possédent au moins un domaine catady{lg@) responsable de I'hydrolyse des
polysaccharides et ont souvent un domaine de hamo substrat (CBM Carbohydrate

Binding Module) en position N ou C terminal (Shase)et al, 2006).
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1.1Le domaine catalytique

Parallélement a la classification EC des glycosigdrolases (GH), réalisée en fonction
de la spécificité du substrat et du type de réactatalysée, les domaines catalytiqgues des
glycoside-hydrolases sont classés en familles selonhomologie de séquences en acides

aminés (Henrissat & Bairoch, 1993). Un site inter@&AZY, pour Carbohydrate Active

enZYmes, littp://www.cazy.ord/ propose un catalogue des différentes familleglgeoside-
hydrolases (Henrissat, 1991). Il s’est avéré gs&@in de chaque famille, les enzymes avaient
des repliements et des mécanismes catalytiqueasasi(Henrissat & Davies, 1997). Parmi
les 115 familles de GH répertoriées (mise a jourl@useptembre 2009), 3 repliements

majoritaires sont observésa/f)s, (a/a)s ou en feuillet$ (Tableau 4.

Tableau 4.Repliements et familles de glycoside-hydrolases

Repliement (p/a)8 (a/a)6 feuillets g

Famillede GH | 1, 2,5, 10, 13, 17, 18, 2(,8, 9, 15, 37, 48, 63, 6% 7,11, 12, 16
26, 27, 30, 31, 35, 36, 39,
42, 50, 51, 53, 59, 70, 74,

77,79, 85, 86, 113

Au sein de chaque famille, deux propriétés somttetnent conservées : les résidus
catalytigues impliqués dans I'hydrolyse du substtda stéréochimie de la réaction (rétention
ou inversion de configuration). Quant aux propgéddzymatiques, aux spécificités et aux
modes d’action des enzymes d’'une méme famillepaigsvent étre différents. Ces familles

sont regroupées en « clan » ou en « super famifl@is le sitehttp://www.cazy.org. Un

clan réunit les familles ayant des similarités Bigatives dans leur structure tertiaire et un

mécanisme d’action catalytique conservé (Henri&®Bairoch, 1996)igure 12
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Famille 6 Famille 6 Famille 7
(cellobiohydrolase) (endoglucanase) (cellobichydrolase)

Famille 7 Famille 9 Famille 10 Famille 11 Famille 13 Famille 14

Famille 22

Famille 34 Famille 45

Figure 12. Représentation des repliements tertiaires des doesacatalytigues de quelques

glycoside-hydrolases. Britsen vert, hélicesr en rouge. (Davies & Henrissat, 1995)

1.2Les modes d’action

Les glycoside-hydrolases fonctionnent selon deuxcamiémes de type acide/base,
entrainant une rétention ou une inversion de ldigaration du carbone anomérique du site
d’hydrolyse. Le mécanisme d’inversiorse déroule en une seule étape (substitution
nucléophile) qui implique la participation d’'un deiou d’'une base dans la catalyse avec
I'attaque d’'une molécule nucléophile, I'eau. inécanisme de rétentiae déroule en 2 étapes
selon un mécanisme de double-déplacement permdtafdrmation d’'un intermédiaire
glycoside-enzyme qui est ensuite hydrolysé panlioxocarbonium.Kigure 13) (Davies &
Henrissat, 2002). La réaction se poursuit par tan&ion d’'un groupe hydroxyle a partir
d’une molécule d’eau sur le carbonium et d’un pmagar le nucléophile. CE? mécanisme
est majoritaire chez les xylanases et les cellal@Bemme et al, 1995).
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Figure 13. Mécanismes d’inversion et de rétention de confijona obtenus lors de

I’'hydrolyse des polyosides par les GH

Malgré la grande diversité des familles de GH,dpotogie de leur site actif peut étre
classée en trois catégories selon leur forme fsitlmnel ou poche). La topologie du site actif
reflete le mode d’action d’'une enzyme. Au sein @'unéme famille de GH, des enzymes
peuvent avoir des sites actifs avec des géomédlifegentes et donc des modes d’action
différents (Davies & Henrissat, 1995). La relatemtre la topologie du site actif et le mode

d’action des enzymes a été particulierement étuthés le cas des cellulases :

- le type « endo »

Ces enzymes hydrolysent de facon aléatoire desotiai a l'intérieur des chaines
polysaccharidiques, générant de nouvelles chailisscpurtes et libérant ainsi de nouvelles
extrémités. Le site actif de ces enzymes possedetapologie ouverte pouvant accueillir
plusieurs résidus glucidiques. Une chaine se posié dans le sillon du site actif et la liaison

glycosidique est ensuite clivéeigure 14)
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- le type « exo »

Cette topologie est destinée aux enzymes qui énbladong de la chaine glucidique. Ces
enzymes hydrolysent de fagcon progressive les chairgartir d'une extrémité, libérant ainsi
des mono ou disaccharides (Davies & Henrissat, 1995 parle alors de mode d’action de
type « exo », ce mécanisme est dit processif. Enéirtaines enzymes sont capables d’ouvrir
leur site actif temporairement pour attaquer deoriag endo » une liaison glycosidique a
l'intérieur d’'une chaine, puis de dégrader cettmigee, a partir des extrémités qu’elle vient

de générer. Ces enzymes sont appelées endopr@sessiv

Site actif en forme de sillol Site actif en forme de tunne
Mode d’action de type « Endo » Mode d’action de type « Exo »

Figure 14.Représentation de cellulases de type « endo >exd «

1.3Les domaines de liaison au substrat

Les domaines de liaison au substrat (CBM, CarbatgdBinding Modules) ont été mis
en évidence chez certaines cellulases avant diétreuverts chez d’'autres enzymes, telles
gue les xylanases et les arabinofuranosidases. obatién essentielle des CBM est
d’augmenter la capacité de liaison des enzymesrasigbstrat et de faciliter I'activité du
domaine catalytique (Shoseyat al, 2006). Néanmoins, certains CBM ont une spéaifidi
substrat différente de I'enzyme qui les porte. Clesas par exemple, de la xylanase Xyn10A
de Cellulomonas fimiqui possede un CBM de la famille 2a, qui se lie @&gions cristallines
de la cellulose (McLeasmt al., 2000). Ces modules sont dépourvus d’activité hHytique
mais certains possedent un effet déstructurantlesirpolysaccharides et notamment la
cellulose (Jervis 1997). lls contiennent entre 2(B@) acides aminés et peuvent étre au
nombre de 1, 2 ou 3 au sein d’'une méme protéiree @ur plusieurs centaines de séquences
de CBM ont été identifiees dans plus de 50 espddé&sentes. lls sont classés dans 57

familles répertoriées dans CAZY (mise a jour dusgéptembre 2009n(tp://www.cazy.org),
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(Cantarel et al, 2009). Les CBM sont classés en trois types diffts (A, B et C) en fonction
de la structure du site de reconnaissance et enidondu substrat reconnu (Borastem,al,
2004).

Les CBM de type A regroupent les familles de CBN24,, 3, 5 et 10. Les CBM de type A
se lient principalement aux substrats insolublesn@amment a la cellulose hautement
cristalline ou a la chitine. Les sites de recorsaise des CBM de type A ont une structure
plane et riche en acides aminés aromatiques. L&4 @Btype A ne se lient pas, ou peu, aux
substrats solubles, mais ils peuvent étre retrowlgs des enzymes impliquées dans la
dégradation des hémicelluloses ou de la pectineellalose sert dans ces cas la, de support

d’arrimage a ces enzymes qui vont dégrader leswigs réticulés autour de la cellulose.

Les CBM de type B possédent des sites de recomamassie plus grande taille et peuvent
se lier aux longues chaines glycosidiques solulesietrouve les CBM 2b, 4, 6, 15, 17, 20,
22, 27, 28, 29, 34 et 36 dans le type B. Le siteedennaissance des CBM de type B est

caractérisé par une structure en forme de silloitle¢ en acides aminés aromatiques.

Les CBM de type C regroupant les CBM 9, 13, 14etl82, se lient aux mono-, di- et tri-
saccharides avec un nombre de liaisons hydrogemseimportant que dans le type B. Le site
de reconnaissance des CBM de type C est forméddsi@aminés aromatiques groupés en

structure « sandwich » qui piege les substrats.

Selon leurs caractéristiqgues biochimiques, les CiMfixent a de nhombreux polyméres
présents dans les parois végétales. Dans la suite garagraphe, nous nous focaliserons sur
les CBM qui se lient spécifiguement aux xylaness C8M appartiennent aux familles 2b, 4,
6, 15, 22, 35 et 36 (McCartney al, 2006). Les CBM9 de type C, liant les courtes mhsi
osidiques, sont aussi retrouvés chez certaineqasés, comme par exemple la xylanase
Xyn10A deThermotoga maritimaui porte deux CBM. Seul un des deux CBM, situ&dle
C-terminal de cette protéine, présente une affipitér les extrémités réductrices de chaines

de cellulose ou de xylane (Notenboeiral, 2001).

La spécificité de liaison de ces familles de CBMefa différents types de xylanes a été
etudiée (McCartnegt al 2006). Les CBM6, 15 et 22 ne présentent pas fiérelice de

spécificité vis-a-vis des substrats eétudiés: xylaoat spelt (Xos), xylohexaose,
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meéthylglucuronoxylane (MGX) et arabinoxylanes (ARXu contraire, les CBM4 se lient
tres fortement aux xylohexoses et moins étroiteraantos. Les CBM2 affichent une affinité
au Xos identique a celle des CBM4, qui est 5 aol® dlus faible que l'affinité mesurée face
aux ARX ou MGX. Enfin les CBM35 ne se lient pas &ARX et MGX, mais affichent plutét

une préférence pour les formes non ramifiées darveyl

Dans cette méme étude, la reconnaissance des C&Mafda paroi végétale dans son
ensemble a aussi été étudiée (McCareteal, 2006). Les CBM des familles 2 et 15 montrent
une grande capacité a se lier a la paroi secondasevégétaux. Par contre, les CBM des
familles 4, 6 et 22, affichent une capacité momgartante a se lier a la paroi secondaire.
Enfin, les CBM 35 et 15 se comportent difféeremmatnteconnaissent plutét la paroi primaire

des cellules végétales de certaines dicotylédones.

1.4Les autres domaines
D’autres domaines peuvent étre présents dansylessifle-hydrolases :

- les modules dockérines

Ces domaines sont le plus souvent retrouvés adextt C-terminale des cellulases et
permettent I'ancrage des enzymes sur des protdiéelsafaudage pour former des complexes
multienzymatiques appelés « cellulosome ». Lesuloslbmes s’associent et forment des
protubérances a la surface des cellules bactésegoe permettent une dégradation trés
efficace de la cellulose (Tommet al, 1995 ; Bayeret al, 2004). Les cellulosomes sont
retrouvés chez tous les clostridies cellulolytiquesais aussi chez d'autres especes
bactériennes telles que les ruminocoques ou cleezhampignons du rumen (Dinet al,
2008). Jusqu’a présent, ces structures n’ont gadegrites chez les bactéries fibrolytiques de

I'écosysteme digestif humain.

- les modules fibronectine

Les modules fibronectine de type 3 sont les plpamdus et ont des réles divers, comme
'adhésion cellulaire, la morphologie ou la diffeogation cellulaire. Ces modules sont
présents dans de nombreuses GH extracellulairagrizames mais leur fonction est mal
définie (Kataevaet al, 2002).
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- les modules Ig-like
Les modules Ig-like sont présents dans certainese@kacellulaires bactériennes, mais
leur fonction est encore mal connue. lls sont gdaérent impliqgués dans des interactions

protéines/protéines (Kataewt al, 2004).

- les domaines SLH

Des domaines SLH, ou « Surface-layer homology > setnouvés en position N ou C
terminale de certaines GH. Leur role serait d'antaerotéine a la surface bactérienne (Xu,
et al, 2003 ; Xuget al, 2004).

- les séquences de jonction

Des séquences appelées « séquences de jonctiparergeparfois differents domaines au
sein d’'un méme polypeptide. Ces séquences compantepourcentage élevé de proline et
thréonine (séquence PT) et parfois sérine (PT@hired et glycine (Tommeet al, 1995),
(Xu, et al, 2003). La nature et I'arrangement des acidesé@nconférent a la protéine une
flexibilité a leur niveau. Ces séquences pourraijener un role dans le maintien de
l'orientation et de la séparation de chaque donsaides enzymes et donc de leur

fonctionnalité.

Enfin d’autres modules sont parfois présents neaisfonction reste totalement inconnue.

2. Les activités enzymatiques
Plusieurs types d’enzymes, spécifiques des nomisabstrats présents dans les fibres,

interviennent donc dans la dégradation des pakggtales. L'’ensemble de ces enzymes est

résumé dans lebleau 5
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Enzymes Substrats Liaisons clivées Produits d'hydrolys e
Endo-B-1,4-glucanase Cellulose B-1,4-glucose Cellooligomeres
Cellulose Exo-B-1,4-glucanase Cellulose -1,4-glucose Cellobiose
Cellodextrinase Cellulooligomeéres solubles B-1,4-glucose Cellobiose et cellotriose
Cellobiase Cellobiose B-1,4-glucose Glucose
Endo-B-1,4-xylanases Xylane B-1,4-xylose Xylooligomeres
Exo-B-1,4-xylanases Xylane (extrémités) B-1,4-xylose Xylobiose
-1,4 xylosidase Xylobiose B-1,4-xylose Xylose
o-L-arabinofuranosidase Arabinoxylane a-1,3-xylose Arabinoxylane et arabinose

Hemicelluloses

Pectines

a-glucuronidase

O-acétyl xylane estérase
Acide férulique estérase
Acide p-coumarique estérase
B-1,3-glucanase
-1,3-1,4-glucanase
B-1,4-glucanase

Polygalacturonase
Polygalacturonate lyase

Pectine méthyl estérase

Glucuronoxylane
Acétyl xylane
Ac férulique lié aux résidus arabinose
Ac p-coumarique lié aux résidus arabinose
Laminarine
Lichénine, B-glucanes
Lichénine, B-glucanes

Polygalacturane désestérifie
Méthylester de polygalacturane et pectines

Pectines

a-1,3 ou 1,2 ac glucuronique

Acétyl ester
Féruloyl ester
p-coumarique ester
B-1,3-hexose
B-1,3 et 1,4 hexose
B-1,4-glucose

o-1,4 galacturonide
0o-1,4 galacturonide

Méthyl ester

Glucuronoxylane et ac glucuronique
Acétyl xylane et acétate
Acide férulique et xylane
Acide p-coumarique et xylane
Laminarine oligomeéres
Lichénine oligomeére, B-glucanes oligomeéres
Lichénine oligomere, B-glucanes oligomeéres

Acide polygalacturonique oligomeéres
Acide polygalacturonique oligomeéres

Méthanol et polygalacturane
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2.1Les cellulases

Les modules catalytiques des cellulases sont igukms 12 familles de GH (5, 6, 7, 8, 9,
12, 44, 45, 48, 51, 61 et 74). L’hydrolyse compléie la cellulose nécessite I'action
synergique d’endoglucanases (hydrolysant a [liatéri des chaines), d’exoglucanases
(hydrolysant aux extrémités des chaines) et dehliales oup-glucosidases (scindant le
cellobiose en résidus glucosdjiqure 15). A ces trois types d’enzymes s’ajoutent les
cellodextrinases qui, a partir de cellodextrindgy@saccharides composés de 3 a 7 unités de
glucose), génerent du cellobiose ou cellotrioses tellodextrines sont aussi hydrolysés a

partir de leurs extrémités par Igglucosidases.

endoglucanase exoglucanase

l l

Cellulose OO

cellobiase cellodextrinase
Cellobiose < >< > C}—C}l—o—o Cellodextrines
Glucose < O

Figure 15.Enzymes impliqguées dans la dégradation de la osléul

2.2Les pectinases

Les pectines étant trées complexes, les enzymekegjwiégradent sont nombreuses et
appartiennent aux glycoside-hydrolases, aux potysawes lyases et aux carbohydrates
estérases (Hoondadt al, 2002). La dégradation des substances pectiquesmeposants
monomeriques necessite I'action combinée de papgaionases (hydrolysant les chaines
principales), de pectine méthyle estérases (clivastliaisons esters situées entre les
chaines principales et latérales) et de pectingel/ghydrolysant la chaine principale dé-
estérifiee). Ces enzymes possedent des intéréechimlogiques et sont souvent utilisées

dans l'industrie (Kashyapet al, 2001).
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2.3Les hémicellulases

La diversité des hémicellulases refléte la divérsitla complexité de leur substrat.

o Xylan
oot
—\_ -0 .
MeQ, 0 ) o-D-Glucuronidases o Xylobiose
oH Acetyl-xylan- \f
o~ esterases ~ ™ o o OH
— - g (OH
Ay At Sy Ay
g - - o}
R 0. g HO oH | o) CH T
o] - i ida
5 c-L-Arabinofurancsidases Endo-xylanases B-Xylosidases
b = -OH
Ferulic acid Ohe
esterases Q
o Galacte-glucomannan
HC
) | 0
Mannobiose
HO- Gal .
oy| o-Galactosidase
OH A
\{0 Acetyl-mannan- 3 -
aH ¢ esterases OH OH
HO——7—_ e} o O HO- =
HO. 77\\0,_0 oo o o s]
TO ] OH - 0 o ]
OH Rs ]
OH [j-Mannosidazes CH Endo-mannanases OH B-Glucosidases
Arabinogalactan
o-1,5-L-Arabinan c"
o p-D-Galp B-o-Galp o-L-Arap
I.:;OH ﬂ ) 1 1
)
i t {
o c/ QH 6 g 3
CH p-o-Galp B-0-Galp o-L-Araf
1 1 1
o, O oH | } }

OH Ho © HO © HO O
[ ' \ 1 g__,- |
- Endo-c-L-arabinanase 0 o 8]
9 OH HO 0 ] 0.
i G T 5] 0

p-Galactosidase

Figure 16. Enzymes impliquées dans la dégradation des hénlusdis d’aprés (Shallom
& Shoham, 2003).

Une association de différentes enzymes, appartemgitisieurs familles de GH et de
carbohydrate-estérases, est donc nécessaire [ydrdlyse d'un tel substraFigure 16).
Deux grands types d’enzymes sont retrouves : degres qui hydrolysent a l'intérieur de la
chaine principale (comme les endoxylanased}-lgalactosidases ou les endo-mannanases) et
d’autres enzymes dites « débranchantes » de tyigeasss (acétyle-mannane-estérase ou
acétyle-xylane-estérase). Toutes ces enzymes ¢d alissi un grand intérét industriel
(Subramaniyan & Prema, 2002). Dans le paragraphgardy nous décrirons plus

particulierement les xylanases qui ont été plutqdierement ciblées dans cette these.
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3. Les xylanases

Une grande variété d’enzymes xylanolytiques sowodpites par les microorganismes
(Figure 16). Les endo et exo-xylanases permettent la cougpesdiaisons glycosidiqugsl-4
liant les résidus xylose de la chaine principals dglanes, libérant ainsi des xylo-
oligosaccharides. Ld$xylosidases hydrolysent les xylo-oligosaccharidedaible degré de
polymérisation a partir de leur extrémité non rédce. Les arabinofuranosidases et les
glucuronidases libérent les chaines latérales dedme principale en hydrolysant les liaisons
entre le xylose et I'arabinose et le xylose etitlacglucuronique, respectivement. Enfin les
acides feruliques estérases et les xylane-acétgtérases permettent de libérer les

groupements acides féruliques et acétyl, respeatne figure 16).

L’hétérogenéité et la complexité des xylanes exigere abondante diversité d’enzymes,
qui varient dans leurs spécificités, leurs strueguou leurs propriétés physico-chimiques
(Collins, et al, 2005). En plus de leur domaine catalytique xyanae nombreuses enzymes
possédent aussi des domaines supplémentaires, ca@sn€BM (paragraphe 11.1.3), des
domaines dockérines (Hayaslet al, 1997), des domaines thermostabilisants ou des

domaines dont la fonction est encore inconnue.

Les xylanases ont d’abord été classées selonpeopsiétés physicochimiques et deux
groupes ont été proposés : fé droupe rassemblait les enzymes de faible moléeui30
kDa) et de pbasique, et [e®¥ groupe rassemblait les enzymes avec une masseutzité
supérieure a 30 kDa et un pcide (Wonget al, 1988). La classification plus récente de
Henrissat (Henrissat, 1991) basée sur la strugtureaire des domaines catalytiques et
’lhomologie des séquences protéiques, est mainterdisée pour classer les xylanases. Les
enzymes dont l'activité xylanase a été déemontréé retrouvées dans les familles 5, 7, 8, 10,
11 et 43 des glycoside-hydrolases (Collietsal, 2005), http://www.cazy.org\.

Des similarités existent entre certaines familpes, exemple les enzymes appartenant
aux familles 5 et 10 des GH (clan GH-A) qui ont d&sictures tridimensionnelles proches.
D’autres similarités sont aussi observees entréalasles 5, 7, 10 et 11. En effet les enzymes
de ces familles ont le méme mode d’action catalgigpuisqu’elles utilisent le mécanisme de
rétention hydrolysé par I'ion oxocarboniuffapleau 6 et figure 16.
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Tableau 6. Caractéristiques des familles de glycoside-hydmsdasegroupant les

xylanases (Collins, et al., 2005)

Famille de GH Clan Structure Mécanisme catabolique
GH5 GH-A (B/a)8 rétention
GH7 GH-B feuillet rétention
GH 8 GH-M (o/0)6 inversion
GH 10 GH-A (B/a)8 rétention
GH 11 GH-C feuillet rétention
GH 43 GH-F pale d'héliced a 5 lame inversion

3.1Les xylanases de la famille GH10

Dans cette famille sont retrouvées des endo-xyks{h$-4, des endo-xylanas@st-3 et
des cellobiohydrolases, mais la famille GH10 estjontairement constituée d’endo-
xylanase$3,1-4. Des études de spécificité de substrat onttr@aque les xylanases de cette
famille dégradent le xylane mais aussi les sulsstraiiulosiques de faible masse moléculaire
comme les aryl-cellobiosides ou certains celloadarcharides. Il a en effet été montré que le
remplacement d’'un ou deux résidus xylose par duogle est toléré par cette famille, mais
conduit & une activité spécifique plus faible (Bjedt al, 1997). Ces enzymes hydrolysent
plutdt les liaisons xylosidiques des extrémités néductrices d’'un résidu substitué ou une
liaison B,1-3. Les xylanases de cette famille sont trésvestisur les courts xylo-
oligosaccharides, ce qui suggere la présence,iawdgedomaine catalytique, d’'une zone de
liaison au substrat de petite taille (Biebt al, 1997). En effet, des analyses de structure ont
montré que les xylanases de cette famille présemterguatre a cingq sites de liaison au
substrat (Biely et al, 1981). La majoritt des membres de cette familldea masses
moléculaires élevées, un bas plet une structurgymie (/0®) mais on retrouve aussi dans
cette famille un sous groupe de xylanases non raodslde plus petite taille avec un seul
domaine catalytique. Ces enzymes de petites tadl@st souvent intracellulaires (ou
périplasmiques) et tres actives sur les xylooligoBarides, permettant a la bactérie
d’internaliser directement les produits d’hydrolyda xylane, comme suggéré pour les
xylanases GH10 derevotella bryantii (Miyazaki et al, 1997) ouCellvibrio mixtus(Fontes,
et al.,2000). Certaines de ces enzymes non modulairesugst des propriétés particulieres et
originales comme la thermostabilité d’'une xylanpédaplasmique (Xyn10B) d&€hermotoga
maritima(Liebl, et al.,2008).

55



Bibliographie

3.2Les xylanases de la famille GH11

A la différence de beaucoup d'autres familles de, Gette famille monospécifique est
composée de « vraies xylanases » qui dégradenistxmient les substrats contenant du D-
xylose. Les produits d’hydrolyse des xylanases Gbtirit de plus grande taille que ceux des
xylanases GH10. En effet, contrairement aux xylesate la famille GH10, les xylanases
GH11 sont plus actives sur les longues chaineg/ldeligosaccharides. Il a aussi été montré
que les zones de liaison au substrat sont gramdesme par exemple les xylanases de
Schizophyllum commuret A. nigerqui présentent au moins sept sites de liaison bhstisd
dans leur domaine catalytique (Bray & Clarke, 1994sanska et al, 1982). Des études
d’hydrolyse ont montré que les plus petits fragmelibérés lors de I'hydrolyse des
hétéroxylanes sont des acides aldopenturoniquaarparn résidu xylose a leurs extrémités
non réductrices (Bielyet al, 1997). Enfin les xylanases GH11 sont caract&igae un haut

Pl, une masse moléculaire faible et une structarfewllet 8.

3.3Les xylanases de la famille GH 7

La famille GH7 comprend essentiellement des cadlojmirolases, il n'y a pas de « vraie
xylanase » dans cette famille. Cependant, une dmclgase ddPenicillium funiculosum,
classée dans cette famille, montre également unét@sur xylanes. Elle est ainsi considérée
comme une endoglucanase « a large spécificité Hir{€02005).Cette GH7 est active sur
xylanes, mais aussi sur analogues solubles de llalose (hydroxyethylcellulose) ; elle
hydrolyse les xylooligosaccharides, mais est besuqaus active sur cellodextrines. Ces
différentes activités ont été largement démontréegtoffées par des études structurales

(Biely, et al, 1991 ; Kleyvegtet al, 1997).Jusqu’a présent, c’est le seul exemple connu.

3.4 Les xylanases de la famille GH43

La majorité des enzymes regroupées dans la faGid3 sont de$-xylosidases, qui
coupent les résidus xylobiose libérés par les eyldoases, ou des enzymes qui hydrolysent
les différentes ramifications du xylane comme ledbeofuranosidases. Une seule enzyme de
la famille 43 a été décrite comme ayant une aétigitdoxylanase (Gosalbes,al, 1991). II
s’agit de XynD dePaenibacillus polymyxaqui a une double activité xylanase a@il.-
arabinofuranosidase. Cependant, l'interaction deDXgvec les xylanes n’a pas été confirmée
par des données structurales, et les GH43 lesphehes en séquence ne présentent pas

d’activité xylanase, mais sont ded_-arabinofuranosidases (Bourgogs,al, 2007).
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3.5Les xylanases de la famille GH5

La famille GH5 regroupe de nombreuses enzymesaqiiessentiellement des glucanases
a large spécificité (endoglucanases ou cellobiatigdes, coupant les liaisofq1,4),3(1,3)
ou B(1,6)). Huit enzymes qui ont une activité xylandsenontrée expérimentalement ont éte
classées dans cette famille GH5, et d'autres xgksagotentielles ont été identifiées grace
aux analyses de séquence, clidastridium acetobutylicuniNolling, et al, 2001) ou chez
Bacteroides thetaiotaomicro(Xu, et al, 2003) par exemple. Au total, une vingtaine de

xylanases sont classées dans cette famlbilp:(/www.cazy.org/ mais les propriétés

catalytigues de ces enzymes sont parfois difféserifa effet, les xylanases @evotella
ruminicola 23 (Whitehead, 1993)Clostridium cellulovorans(Foong, et al., 1991), F.
succinogene$85 (Choet al, 2000) efR. albusSY3 (Poole et al, 1990) possedent a la fois
une activité xylanolytigue et une activité carboxghyl-cellulase ; alors que celles de
Trichoderma reesgErwinia chrysanthemb1 (Hurlbert & Preston, 2001) & chrysanthemi
SR120A (Braun & Rodrigues, 1993) possédent seulearenactivité xylanase.

Les analyses de séquences protéiques montrenegjugiatre enzymes qui possedent les
activités carboxyméthylcellulase, possedent unigreérdes homologies de séquences avec la
famille GH5. Les autres xylanases de cette famildmtrent, quant a elles, des homologies de
séquence avec la famille GH30, ce qui suggere gs@zymes pourraient étre classées dans

une nouvelle famille ou une sous-famille situéeetas familles GH 5 et GH30.

3.6Les xylanases de la famille GH8

La famille GH8 est composée essentiellement dailesks et de lichénases, mais elle
regroupe aussi quatre enfld-4-xylanases. Les genes de trois de ces xylarzd8sont été
isolés chezBacillus sp (Takami & Horikoshi, 2000 (http://www.cazy.orgf) Yoon, et al,
1998).

La quatrieme est une enzyme résistante au frolédstdePseudoalteromonas haloplanktis

dans I'Antarctique (Van Petegerat al, 2003). Les informations sur les xylanases deecett
famille 8 de GH sont peu nombreuses dans la litiesaCertaines propriétés enzymatiques de
la xylanase deéB. spp KK-1 et la xylanase résistante au froid ehaloplanktisont été
etudiées (Collinset al, 2002),(Yoon et al, 1998). Ces deux enzymes ont des masses
moléculaires de 46 et 45 kDa respectivement et/lanase résistante au froid a un haut pl
(pH 9.5) et dégrade les xylanes en xylotriosesykitétraoses en étant plus active sur les
longues chaines de xylo-oligosaccharides.
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4. Autres enzymes impliquées dans la dégradation deglanes

Comme nous l'avons déja évoqué, les xylanes néeassoute une panoplie d’enzymes
de spécificité différente pour leur dégradation. Effet, les bactéries xylanolytiques
produisent également des xylosidases, impliquéesnne les endoxylanases, dans
I'hydrolyse de la chaine polysaccharidique, ainse gles enzymes « débranchantes », qui
libérent les substituants de cette chaine prineipak sont les-L-arabinofuranosidases, les

a-glucuronidases, les acétyl- et les feruloyl-estesa

Xylosidases eti-L-arabinofuranosidases sont essentiellement redéesi dans la famille
GH43, qui affiche une spécificité pour les substrabntenant de I'arabinose, comme les
arabinoxylanes. Les xylosidases sont aussi retesugiéns les familles GH3, 30, 39, 51, 52 et
54, et les arabinofuranosidases dans les famille3, G1, 54 et 62http://www.cazy.org.

Des enzymes bifonctionnelles, affichant a la foes dactivitésp-D-xylosidase eta-L-
arabinofuranosidase sont retrouvées chez de nosgwaspeces, et dans les familles GH3,
GH43, GH51, et GH54. A titre d’exemple, XSA 8elenomonas ruminantiurappartenant a

la famille GH 43, a ainsi révélé une forte activdtBydolyse des xylooligosaccharides (Jordan
et al, 2007).

Lesa-glucuronidases appartiennent aux familles 4 edé/glycoside-hydrolases. Les
acétyl-, et feruloyl-esterases sont classées damgammilles de carbohydrate-estérases, qui

rassemblent actuellement 16 familles différentdtp(//www.cazy.orgl. Les acétyl-estérases

sont retrouvées dans les familles CE2, 3, 4, &, 6t 12. Les feruloyl-esterases n’ont été
retrouvées que dans la famille CE1, qui regroupele@gent les coumaroyl-estérases,

impliquées dans la rupture des liaisons entre xedaat lignine.

5. Régulation de I'expression des genes des systénmbsofytiques
Des régulations dans I'expression des genes cddangystemes fibrolytiques sont
frequemment retrouvées chez les microorganismess goient procaryotes ou eucaryotes,
aérobies ou anaérobies, et quelle que soit letrenécologique. Cependant, les mécanismes
de ces régulations ne sont pas encore trés bialusohes mécanismes de régulation qui ont
eté explorés chez les microorganismes fibrolytiqdest intervenir principalement la
répression catabolique, mais d’autres mécanismaest-tanscriptionnels et traductionnels

sont probablement également impliqués.
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- ChezClostridium cellulovorans

La régulation de I'expression des genes codant jgsucellulases et les hémicellulases de
C. cellulovoransa été beaucoup étudiée au niveau des ARNm deresilhactériennes sur
différentes sucres. Il a notamment été montré égalation des systemes cellulolytiques par
un meécanisme d’induction par les sucres, variabldoaction de la phase de croissance
bactérienne (Haret al, 2003). Les génes codant pour des cellulasesneicbiulases sont
exprimés de maniére constitutive a un niveau bespiéssion mais sont induits a un niveau
d’expression élevé en présence de certains polyaades comme la cellulose. Des
variations d’expression des genes sont aussi obsersur sucres solubles. La transcription
des cellulases est trés rapidement réprimée apoest de glucose dans le miliel.
cellulovorans,qui produit des cellulosomesst capable de modifier leur composition en
fonction du substrat présent (Kosugi,al, 2001). Une régulation est aussi observée egdre |
protéines cellulosomales et non cellulosomales (Hdnal, 2004). Toutes ces données
indiquent une relation hiérarchique tres efficacdree les systemes de régulation des
cellulases et des hémicellulases, ce qui confetesabactéries une capacité importante de

dégradation des complexes lignocellulosiques danature.

- ChezClostridium cellulolyticum

C. cellulolyticum sécréte également des complexes multi-enzymatigies type
cellulosomes, lui permettant de dégrader efficacdrtes parois végétales. Les mécanismes
de régulation des genes codant pour ce systemdotgiique s’'avére complexe. En effet, un
grand cluster de 12 génefp-cel qui code pour 11 composants des cellulosomes a été
identifié (Bagnara-Tardifet al, 1992), dont les protéines majoritaires sont laté@ne
d’'assemblage CipC et les cellulases processived8Eekt Cel9E. Il a été montré que
'ensemble des génes du cluster étaient liés aanitranscriptionnel et constituait un opéron
sous le contrble d’'une région promotrice localiseeamont du premier geegC (Abdou, et
al., 2008). Les variations de transcription de I'opéawec le substrat suggerent, comme chez
C. cellulovorans un phénomene de répression catabolique. Un sR& Ccatabolite
responsive element) a été identifié et démontré ntenfonctionnel dans la répression.
L’'analyse des séquences promotrices suggéere égaleme régulation de la transcription par
courbure de 'ADN (Abdougt al., 2008). La visualisation de nombreux messagers s aus

révélé que I'expression des génes de cet opéraegsde au niveau post-transcriptionnel par
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des phénomenes de maturation du messager primaiparela stabilité des messagers

secondaires généres.

- ChezThermomonospora fusca

La régulation de la transcription des cellulaseszdes Actinomycetes, comnie fusca a
été beaucoup étudiee. Chezfusca CelR a été identifié comme étant un régulateatgmue
qui se fixe spécifiqguement sur une séquence deabésbsur les génes codant pour les
cellulases. Cette séquence palindromique est estssuvée sur les génes de cellulases et de
xylanases (Blancoet al, 1997) de différentes especes comme certaineshesude
Streptomycepar exemple (Theberget al, 1992). Les régions régulatrices 5 de tous les
genes de cellulases connus cHeZuscacontiennent une a trois copies de cette séquence
(Weickert & Adhya, 1992) et son interacyion aveslIRCest modulé par le cellobiose
(Spiridonov,et al, 2000). Un niveau bas de cellobiose dans le méidtacellulaire conduit a
la dissociation du complexe promoteur Cek¥=, ce qui montre que le cellobiose est un
inducteur des génesel et que le mécanisme d’induction implique l'intdrac directe de
CelR avec le cellobiose. En absence de cellobiGstR forme des complexes avec les
séquences de 14 bases sur les geakst bloque leur transcription. Au contraire, qudad
cellulose est présente dans le milieu, le cellabid=ere, entre dans les cellules et forme des
complexes avec CelR, permettant ainsi la transonpdes genes codant pour les cellulases
(Spiridonov & Wilson, 1999).
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PARTIE C : Le microbiote et la fibrolyse dans le cfon

l. LE MICROBIOTE DU COLON HUMAIN

1. Structure du microbiote intestinal

1.1Etude de la composition du microbiote par méthodedturales et moléculaires

Notre connaissance du microbiote intestinal a éale facon importante avec le
développement des méthodes d’études et notammesrdutiéss moléculaires. Les premiéres
approches utilisées pour décrire la flore coligad’domme ont été basées sur des méthodes
culturales des microorganismes présents danslles.dees contraintes dues a I'anatomie du
cblon et au caractére invasif des prélevementserdgnan effet, trés difficile I'étude des
communautés bactériennes présentes dans le cotampat, qui reste une zone peu
accessible. Dans les années 1970, la microbiottigestive a connu un fort essor et quelques
études portant sur un grand nombre d’échantillonspermis d’avoir une vue d’ensemble sur
la composition globale du microbiote fécal humaiasée sur les méthodes culturales (Moore
& Holdeman, 1974 ; Finegolet al, 1983).

La flore dominante est constituée de bactérieseptés a des niveaux de population
allant de 18 & 10" bactéries par gramme de féces. Elles sont mdjeritent anaérobies
strictes. Plusieurs centaines d’espéces compaosanickobiote fécal de 'Homme, faisant de
l'intestin humain I'un des écosystémes microbiess plus diversifiés. Seules vingt-cing a
guarante especes composeraient cependant la fiongnainte d’'un individu, parfois dite
autochtone ou active. Les principaux genres bacrterainsi répertoriés sonBacteroides,
Eubacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus,ddbificterium, Fusobacterium et
Clostridium.Les especes anaérobies cultivées prédominantsdetarelles sont des bacilles
a Gram négatif appartenant au gem®a&cteroides qui sont retrouvés a des niveaux de
population variant de £0& 13" bactéries par gramme de féces (Finegal@l, 1983). Les
bacilles a Gram positif appartenant aux geritebacterium, Fusobacteriumt Clostridium
sont rencontrés & des niveaux de population deb&6téries par gramme de féces, tout
comme les especes correspondant aux coques a Gaoaitif fPeptostreptococcuset
Clostridium. Enfin, les bactéries appartenant au gdraetobacillussont dénombrées a un

niveau de population de 3bactéries par gramme de féces.
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Cependant, seule une fraction des espéces bactEsignésentes dans les selles a été
cultivée jusqu’a présent. Selon les auteurs cettpgtion varie de 15 a 90%. Avec le
développement des études moléculaires pour étladeamposition du microbiote, le nombre
d’espéces bactériennes potentiellement présentesleladlon humain ne cesse d’augmenter
et se situe entre 400 a 1000 selon les auteurs.ddacorde avec le fait qu’'une centaine
d’espéces bactériennes seraient isolées sur lea 4000 supposées présentes dans le colon
(Moore & Holdeman, 1974; Rajilic-Stojanoyiet al, 2007 ; Noverr & Huffnagle, 2004 ;
Nicholson et al, 2005 ; Phillips, 2006).

1.2 Biodiversité et composition du microbiote

L’'analyse des séquences d’ADNr 16S clonées a pHAIDN fécal et amplifiéesn
vitro (Suay et al., 1999; Bonnet et al, 2002) a montré que cette communauté est
essentiellement composée de trois lignées phyldigees majeures: le groupe
Bacteroides/Prevotellale groupeClostridium leptum(cluster 1V) et le group€lostridium
coccoides(cluster XIVa) Figure 17). Des résultats comparables ont été obtenus & part
d’échantillons issus de tissus coliques sains (Hztldl, 2002).

Groupe

Bifidobacterium Bacteroides Prevotella

Genre

Ruminococcu 10.3 %

Atopobium
Groupe
C. coccoides / E. rectale
Groupe
Eubacterium / Fusobacterium
Bas G+C

Figure 17. Composition du microbiote colique (Harmsen, et2002)
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L'utilisation de sondes spécifiques ciblant TARMBS des grands groupes microbiens
(Stahl et al, 1988 ; Harmseret al, 2002 ; Blautet al, 2002 ; Matsukiet al, 2002) a permis
de confirmer la présence des trois grands groupesndints (Sghijret al, 2000). Par ailleurs,
I'utilisation de I'hybridationin situ (FISH) sur suspensions fécales fixées ou sur codpe
tissus digestifs (Rigottier-Gqiset al, 2003) indique également que ces grands groupes
dominants représentent 70 a 80% du microbiote weliavec toutefois des variations inter-
individuelles. Les proportions des différents genmt groupes bactériens majeurs du
microbiote fécal humain, retrouvées par ces diffta® méthodes sont similaires (Zoetendal
et al, 2004).

Ces résultats ont aussi été confirmés par I'étuml&ckburg (Eckburget al, 2005)
dans laquelle un tres grand nombre de séquencebBl8equences) issues de trois sujets ont
été analysées. Cette analyse a permis de confumetres grande diversité du microbiote,
celui-ci étant constitué d'un tres grand nombrespiézes bactériennes dont la plupart est
inconnue (62%). Trés peu d’especes apparaissenmooes aux trois individus étudiés
confirmant la grande variabilité inter-individuetle la flore bactérienne colique au niveau de
'espece. De récents travaux portent sur la misévétience d’'un « noyau phylogénétique »
du microbiote intestinal, constitué d’especes nti@ones communes a plusieurs individus, et
qui pourrait étre responsable des fonctions magedee I'écosysteme colique (Tap et al.
2009).Turnbaugh et al. (2009) suggérent que cewnoganmun pourrait se situer au niveau

des génes plutdt gu’au niveau des especes ettoamstlors, un noyau « fonctionnel ».

1.3 Approche métagénomique

Le développement important des outils moléculaaesours des 20 dernieres années
a permis d’apporter de nombreuses informationsitatises et quantitatives concernant la
structure du microbiote du cdlon humain et, pluserdment, une approche globale a été
développée : la métagénomique. Cette approche afirgotentiel unique d'analyser les
génomes de tous les microorganismes d’'une nichlbbgiqoe, méme de ceux, largement
majoritaires, qui ne sont pas cultivés. Le répegtocbmplet de 'ensemble des genes de tous
les microorganismes dominants d’une niche peui éins déduit, méme de ceux qui ne sont

pas cultiveés.
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Ratio (genes d’'une fonction métabolique

La métagénomique est donc un moyen d’identifiemd’yart les microorganismes
présents dans un écosysteme complexe, et, d’aatra@l@ connaitre leur fonction. Elle peut,
par exemple, permettre d’analyser a grande écleetleversité et les fonctions du microbiote
intestinal en fonction de I'age, de I'alimentatia’yne pathologie ou de I'environnement des
individus et donc de mieux comprendre le role demmunautés microbiennes qui le
composent en matiére de nutrition et de santé menaies premiers développements de la
métagénomique appliquée au microbiote intestinatdin, se sont limités a I'exploration de

la diversité des communautés microbiennes et derta@pe de genes de quelques individus.

2,5 4
B 1.  Production d’énergie
i 2. Transport et métabolisme des
2 carbohydrates
@ Individu A y
] i 3. Transport et métabolisme des acides
e B B O Individu B iy
1,51 4 Transport et métabolisme des
] nucléotides
. 5. Transport et métabolisme des
1 coenzymes
— — 6. Transport et métabolisme des lipides

/ totalité des genes)

~

Transport et métabolisme des ions
inorganiques
0,57 . Transport et métabolisme des
’_ﬂ métabolites secondaires
0 T 1
7 8

Figure 18 Analyse des fonctions métaboliques présentes danglobiote intestinal humain

(0]

d’aprés Gill, et al., (2006). Un ratio supérieurlaindique un enrichissement pour la fonction

étudiée et un ratio inférieur a 1 indique une soeresentation.

Ainsi, les travaux de Gikt al, en 2006, ont permis de décrire les génes prEsaimis
les populations dominantes et codant pour les jpahes fonctions biologiques sur deux
sujets Figure 18). Les résultats ont montrés que le microbiome gtaticulierement riche en
genes codant pour le métabolisme des glycanes (@ontydrolyse), des acides aminés ou
pour la méthanogénése. Une étude récente du mitapre de quelques sujets a aussi montré
une abondance de protéines impliguées dans le aliétake énergétique et des carbohydrates
(Verberkmoeset al, 2009).
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En 2007, Kurokawa a effectué le méme type d’anadggeld individus, adultes et
enfants, montrant ainsi que le microbiote des adytbssede un répertoire de genes différent
(plus complexe) de celui des enfants (Kurokawt al., 2007). Il en déduit donc une
caractéristique de chaque «type de microbiote » famction de ['alimentation, de

I'environnement ou de I'age des individus.

Récemment, des analyses métagénomiques ont étisdesaplus spécifiquement sur

des fonctions du microbiote intestinal (Dinsdalalet2008 ; Jones et al., 2008).

L'étude du métagénome intestinal humain fait I'ojen Consortium international qui
tente d’élucider I'organisation et le fonctionnermeatu microbiote intestinal. Au niveau
européen, le projet MetaHIT (métagénome intestimmhain), coordonné par 'INRA, étudie
le métagénome de 400 individus. En parallele, ld (National Institutes of Health) aux USA
conduit le « Human Microbiome Project » (HMP) quipaur mission de générer des
ressources permettant la caractérisation comp&geardcrobiotes de I'homme et I'analyse de

leurs réles dans la santé et les maladies humaines.

L'analyse des séquences métagénomiques issuessderagrammes permettra de
mieux appréhender les fonctions de I'écosystemiguom| en essayant de corréler la structure
et le fonctionnement des communautés microbiennesstinales a I'état de santé d’'un
individu (Manichanh et al, 2006 ; Petersgnet al, 2008). En outre, la métagénomique
permettra de caractériser le dialogue héte-micentiggnes et son réle, par exemple, dans le
développement, la maturation et la sénescencegdérsg immunitaire (Frank & Pace, 2008).

2. Variations du microbiote intestinal

L’implantation du microbiote intestinal se fait dsnaissance, lorsque I'enfant entre en
contact avec I'environnement auquel il est expdsdw@ards & Parrett, 2002). La flore de
I'enfant est considérée comme identique a celltadelte vers I'age de deux ans (Macke
al., 1999). Chaque individu posséde donc une miceft@ractéristique dont la composition
est stable au cours du temps. En revanche, d’uwidinda I'autre, la flore est tres diverse et

cette diversité augmente avec I'age de I'individay et al, 2005).
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La composition du microbiote fécal est représeveatie celle retrouvée dans le colon.
Cependant, la composition de la communauté vage ksite colique considérgigure 19),
(Petersonet al, 2008). Des variations de la composition du mimrtEbsont aussi observées
entre les fractions solides (76,8Frmicutes et 18,5% Bacteroide}¥ et liquides (65,8%
Firmicuteset 28,5%Bacteroide¥ des feces (Walkeet al, 2008).

Une modification importante et constante de la aositppn du microbiote d’'un sujet
adulte, semble assez difficile a obtenir par chareggs du régime alimentaire. Cependant,
d’autres facteurs peuvent influencer la compositienla flore (probiotiques, prébiotiques,
antibiotiques). Par ailleurs, plusieurs études meont une variation importante de la

composition du microbiote entre un individu sainuet patient souffrant du syndrome de
l'intestin irritable (SIl) Figure 19).

Pourcentage de bactéries
50 100 0 50

lleum

Bt L Cecum

Ascending
Colon

|| Transverse
| Colon

Individu sain
Patient SlI

|J:m scending
| Colon

| sigmoid
Colon

| Rectum

tll  Feces

Other Firmicutes; [ Firmicutes;
bacteria/phylotypes Bacillus Clostridiales
B Actinobacteria [] Proteobacteria [l Bactercidetes

Figure 19. Phylum bactériens identifies dans le tube digdstiihain d’'un individu sain et

d'un patient souffrant de Sll. D’apres (Eckburg, at, 2005), (Frank, et al., 2007) et
(Peterson, et al., 2008).
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II. LA DEGRADATION DES POLYSACCHARIDES DANS LE COLO N

1. Les voies métaboliques

Le microbiote colique posséde de nombreuses aivitétaboliques dont les produits
peuvent interagir de facon bénéfique ou néfaste dvdte. Ainsi, la fermentation des
glucides représente une activité majeure et malgrégrande diversité des substrats
disponibles dans le célon, les glucides sont méisd® selon un nombre relativement
restreint de voies métaboliques. Les grandes dBefermentation sont représentées dans la
figure 20.

La majorité des bactéries anaérobies emprunte i d&mbden-Meyeroff-Parnas
(EMP ou voie de la glycolyse) pour convertir lesigifles en pyruvate, a I'exception des
bifidobactéries (Wollin& miller 1983). La voie des pentoses phosphate gatefment
empruntée par certaines bactéries coliques, notamiores du métabolisme des pentoses, et
conduit aussi a la synthése de pyruvate. Le pyeyvagtabolite central de ces processus
fermentaires, est ensuite transformé selon difféservoies métaboliques en produits
terminaux de fermentation (acétate, propionateustrate), représentant les accepteurs finaux
d’électrons.

Héxoses

2 NADH +2 H*
2 H+

Phosphoénol-pyruvate ——> Oxaloacétate — > Malate

Pyruvate Fumarate

Formate <—— Lactate ATP NAD+

co,
H + CO, / T

AcétylS-CoA Succinate
l \ NAD+ Acrylate

aTp Acétaldéhyde \ co,

CH4
Acétate AcétoacétylS-CoA \—\ N
Ethanol

Propionate

2 NAD+

ButyrylS-CoA

ATP

Butyrate

Figure 20. Principales voies métaboliques de fermentatios dkicides utilisées par les

bactéries du @on humain
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Un certain nombre d’especes produisent égalementnuabolites intermédiaires
comme le succinate, le lactate ou I'éthanol, afassurer la réoxydation de cofacteurs réduits
(NADPH, NADH et FADH) produits lors de la glycolyse.

La plupart des espéeces dominantes de la floreumlhymaine produisent de I'acétate
lors de la fermentation des glucides. La voie ppale de formation de l'acétate est la
décarboxylation oxydative du pyruvate conduisatd aynthese d’'une molécule d’ATP. Le
propionate est principalement synthétisé par lpge@ss du genre dominadacteroidesainsi
gue par lesPropionibacteriumet Veillonella. Dans le c6lon humain, le propionate serait
majoritairement produit par la voie de décarboxgladu succinate (Miller & Wolin, 1979),
voie empruntée par leBacteroides Toutefois la voie de I'acrylate, correspondantaa
synthese de propionate via le lactate, pourraite@égent étre importante, notamment dans le

cas de régimes riches en oligosides non digestibles

Les espéces appartenant aux ger@ésstridium, Eubacterium, Faecalibacteriyum
Roseburia et Butyrivibrio s’averent capablesn vitro, de produire du butyrate par la
condensation de deux molécules d'acétylS-CoA awethése d'une molécule d’ATP.
L’'acétyl-SCoA est également le précurseur de lahgge d'éthanol, produih vitro par de
nombreuses especes comme celles des geaotsroides, Lactobacillugu Bifidobacterium.

Enfin, le lactate est produit par réduction du pwte. Les especes bactériennes
transformant majoritairement les oses en lactate, bactéries lactiques, appartiennent
principalement aux genreBifidobacterium et Lactobacillus ainsi que Streptococcs et

Enterococcus

2. Les produits de fermentation

Dans le coélon la fermentation des glucides parcl@®mmunautés bactériennes aboutit
principalement a la formation d’acides gras a obaiourte (AGCC) et de gaz. Les AGCC,
sous forme d’anions dans le c6lon, sont plus aburdans le célon proximal ou les substrats
sont en grande quantité, entrainant une acidifinadiu milieu intracolique (pH < 6.0). Dans
le coblon distal, la concentration d’AGCC est plagbfe et le pH est donc plus élevé, de
l'ordre de 6.6 (Cummingset al, 1987). De nombreux modeles animaux (comme le)porc
utilisés pour étudier le métabolisme des AGCC chidpmme confirment ces données
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(Topping & Clifton, 2001). Dans tous les sites qabks, I'acétate, le propionate et le butyrate
représentent 85 a 95% des AGCC totaux et le rappottire de ces AGCC est égal a
57/22/21 (acétate/propionate/butyrate), (Cummingdadcfarlane, 1991 ; Topping & Clifton,

2001). La production d’AGCC totaux varie de 2000® Snmol/jour et ne représente qu’un

apport d’énergie pour I'héte de 5% de I'énergial®ingérée.

Environ 95% des AGCC produits dans le célon sosbdi®es au niveau de I'épithélium
colique et 5 a 10% sont excrétés par les feceoHi Chmelarova, 2007). Les AGCC
majeurs : aceétate, propionate et butyrate, sordrabs a des niveaux équivalents quelle que
soit la région colique. Une fois absorbés, les AG0Bt métabolisés et conduisent & un effet
bénéfique pour la santé humaine (Reyal, 2006). L’'acétate est métabolisé par les cellules
du foie (50 a 70%), par les muscles cardiaque @tlstgique et par le cerveau, représentant
ainsi une source importante d’énergie. Le prop®redt lui aussi métabolisé par le foie
(Cummings et al, 1987) et joue un rdle dans la nucléogénese (HifWhmelarova, 2007).
Le butyrate est utilisé par les cellules du cologteca des fins énergétiques (Clausen &
Mortensen, 1994). Ce métabolisme a lieu dans lepaoiiment mitochondrial du colonocyte
ou 70 a 90% du butyrate est métabolisé (Bassoal, 2000 ; Della Ragionest al, 2001).

3. Les gaz produits

La fermentation des substrats se traduit égalempantla production de gaz qui sont
essentiellement I'hydrogéne {}lle dioxyde de carbone (Get pour 40% de la population
le méthane (CkJ. Le volume total de gaz formés par fermentatiansdle célon varie de
400ml a 2L par jour (Pereet al, 2007). Ces gaz sont en partie excrétés par femegu par
voie pulmonaire (environ 20% des gaz), (Boatlal, 1971). Contrairement au Gldt a I'H;,
d’'origine fermentaire, le COpeut avoir plusieurs origines : sanguine, fermeatau par
dissociation du bicarbonate. Le ¢@st rapidement éliminé aprés sa formation, sa
concentration atteint 8 & 50% dans les flatulencasproduction d’H est d’environ 100 a
300ml par gramme de substrat fermenté. Son élilmat lieu en partie par dissolution dans
le sang et par excrétion pulmonaire (10-15%) ousdas flatulences (10-20%), mais le
mécanisme majeur d’élimination de pHeste son utilisation par les microorganismes
hydrogénotrophes (Christét al, 1992). Le méthane produit par la moitié de layaimon
environ, provient du métabolisme des archaea mégwares qui utilisent I'bHipour réduire le
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CO, et former du ChH Ce gaz est totalement excrété dans les flatudemtepar voie

pulmonaire.

4. Deégradation microbienne des fibres pariétales

La dégradation des polymeres glucidiques dans Ilenoést un processus complexe qui
requiert la contribution de différents groupes Beaens possédant des activités métaboliques
variées, complémentaires et qui sont associéeaephaine trophiqué-igure 21).

Polyosides complexes

‘—@téries fibrolytiqD—-

!

¥ Osides et oligosides J

Bactéries Bactéries
fibrolytiques olyti

5 Produits intermédiaires de ¢

fermentation (lactate, succinate ...)

\4 Jl

Acétate Propionate Butyrate CO, H, SO,

Produits terminaux de fermentation Y Y

Bactéries
drogénotroph

(CHY) Acétogenes réducteurs (H,S)
(CH;COOH)

Figure 21 Chaine trophique de dégradation des glucides daslon
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Les polyosides sont tout d’abord hydrolysés ennfraigts plus petits par les bactéries
fibrolytiques intervenant lors de la premiére étagela chaine trophique. La communauté
fibrolytique est composée d’espéces bactérienngmbtes de synthétiser des enzymes
permettant d’hydrolyser les liaisons existant ehé® différents polymeres composant les
parois végétales. Les oses libérés par cette hymiradont ensuite fermentés d’'une part par
cette flore fibrolytique et d'autre part, par lespeces non-fibrolytiques (espéces
glycolytiques), incapables d'utiliser les polymerasais qui se maintiennent grace a
I'utilisation des produits d’hydrolyse. La croissandes especes glycolytiques est donc en
grande partie controlée par l'activité des espébeslytiques, par la disponibilité en glucides

libérés, ainsi que par la compétition pour le sabsntre ces différentes espéces.

La fermentation des oses libérés aboutit a la foomad’AGCC, d’hydrogene et de
dioxyde de carbone. Des métabolites intermédiaioas €galement formés comme le lactate,
I'éthanol, le formiate ou le succinate, qui ne siaoulent pas dans I'écosystéme mais sont

rapidement réutilisés par d’autres espéces (Wsblmiler, 1983).

L’hydrogene est un métabolite intermédiaire maggpuirest, pour une grande part, réutilisé
in situ par la communauté hydrogénotrophe. Trois mécamisdee réutilisation de I'H
fermentaire ont été mis en évidence dans le colian méthanogénese conduisant a la
formation du méthane ; 'acétogénése réductricedgisant a la production d’acétate, source
d’énergie pour les cellules eucaryotes ; la sulfathuction conduisant a la formation de

sulfure d’hydrogéne potentiellement toxique posrdellules eucaryotes.
[ll. LES BACTERIES FIBROLYTIQUES

1. Description des communauteés fibrolytiques par méthaes culturales

La digestibilité de la cellulose (50 a 80%) ou desmicelluloses (90 a 95%) étant
importante dans le colon, les communautés bacté&geaellulolytiques et hémicellulolytiques
sont attendues a un niveau important dans cet st&wsg. Un nombre restreint d’études a
concerné le dénombrement des flores cellulolytigliesdlon humain. La plupart de celles-ci
ont été réalisées a l'aide de celluloses de natifiiérente et sur un nombre limité de sujets
(Betian et al, 1977 ; Montgomery, 1988 ; Wedekinct al, 1988). Les bactéries
cellulolytiques dénombrées au cours de ces étudegagent atteindre un niveau moyen de

16® par gramme de féces. Seuls les individus méthaod®urs possédaient une
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communauté cellulolytique capable d’hydrolyser kluwose cristalline a un niveau de
population de 10& 16 bactéries par gramme de selles (Robert & BernBlradille, 2003).
Plus récemment, la flore cellulolytique a été débma sur différents types de substrats

(Tableau 7) & des niveaux de populations de 010 bactéries par gramme de féces soit

environ 0,2% de la flore colique totale (Chassatdl, 2008).

Tableau 7. Niveaux de population des communautés cellulalggget xylanolytiques

dénombrés dans les feces de 15 individus sainssfahd, et al., 2008)

Substrat de croissance  logio N / gramme de féces Intervalle
Bactéries cellulolytiques

papier filtre de cellulose

n=5 6,0+£1,0 49-7.2
n=10 3614 3,0-6,5
cellulose Sigmacell 101 8,9+0,7 75-95
épinard 9,0£0,6 7,9-99
poireau 9,2 0,7 7,5-9,9
chou 9,2+0,6 7,5-9,9
blé 8,8 £0,7 8,2-9,9
Bactéries xylanolytiques
xylane oat spelt 10,1+0,4 9,5-10,9
épinard 85+04 7,5-9,9
poireau 8,8+0,7 7,2-99
chou 9,0+£0,7 79-9,9
blé 9,0+0,7 6,9-9,9

Les especes cellulolytiques isolées a partir déérents enrichissements obtenus a
I'aide de cellulose purifiée ont été assignées gemresBacteroides(Betian, et al, 1977),
Eubacterium(Montgomery, 1988)Enterococcus(Robert & Bernalier-Donadille, 2003) et
RuminococcugRobert & Bernalier-Donadille, 2003), (Montgomefy@88). D’autres travaux

utilisant différentes sources de cellulose ont iamsstré I'activité des genrdguminococcus,

Clostridium(Wedekind et al, 1988) eButyrivibrio (Rumney et al.,1995).

La communauté bactérienne hémicellulolytique semilgeantitativement plus
importante que la communauté cellulolytique. Lescté@es xylanolytigues ont été

dénombrées a des niveaux de population compris dftret 13° bactéries par gramme de
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feces (Wedekindet al, 1988), soit environ 2.6% de la flore colique etat 5 a 7% de la
flore anaérobie stricte TGbleau 7), (Chassard et al, 2007 ; 2008). Les espéces
xylanolytiques isolées sont apparentées aux gebiestridium, Butyrivibrio, Roseburigt
Bacteroides Les organismes xylanolytiques les plus abondapigartiennent aux genres
Bacteroideset Roseburia(Chassardet al., 2007). Les isolats dd&Roseburiasont assignés a
'espéceRoseburia intestinaliB. ovatuset B. fragilis ont longtemps été considérées comme
les espéeces xylanolytiques majeures du colon (He&Whitehead, 1990) mais de nouvelles
especes d®acteroidesont été isolées plus récemment, comBaeteroides xylanisolvens

(Chassardet al.,2007 ; 2008), qui présentent aussi des activiteEwfytiques importantes.

Role desBacteroideslans la dégradation des xylanes

Les Bacteroidesreprésentent une fraction importante de la flmioe (Salyers, 1984).
Ce sont des bacilles Gram négatif anaérobie, norulgmt, dont de nombreuses espéces ont
été isolées a partir de féces humains comrBe thetaiotaomicrondont le génome a été
séquencé (Xuet al, 2003),B. finegoldii(Bakir, et al, 2006) ouB. intestinalis(Bakir, et al,
2006) par exemple. Difféerentes especesBa@eteroidesont la capacité de dégrader les
polyméres complexes et les sucres simples présants le célon (Wexler, 2007). Dans le
génome deB. thetaiotaomicrorpar exemple, on retrouve 172 génes de glycosidestases,
codant 23 fonctions enzymatiques différentes, dentombreuses hémicellulases (Comstock
& Coyne, 2003), montrant limportante capacité dBacteroides a dégrader les

polysaccharides présents dans I'écosysteme colex|@n 2007).

En 1977 et 1979, deux études du groupe de Salpemhontré que plusieurs espéces de
Bacteroides étaient capables de deégrader différents polysadesa et notamment les
xylanes. Ainsi,B. ovatus, B. eggerthii, B. vulgates B. fragilis présentaient des activités
xylanolytiques importantes (Salyeed,al, 1977, 1979). Cette équipe a ensuite étudié plus e
détail la dégradation du xylane @ar ovatuset B. eggerthii Les auteurs ont montré que ces
deux espeéces libéraient dans le milieu de cult@egindes quantités d’oligosaccharides
solubles, utilisables ensuite par d’autres micigaaorsmes du microbiote intestinal (Salyers,
et al.,1981).

En 2007, la flore xylanolytique a été a nouveauaci#@risée dans notre laboratoire
(Chassardet al, 2007). Plusieurs souches de différentes espéed3acdteroidesont été

isolées dans cette étude, et il a été montré Rjumtestinalispossedait aussi une activité
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xylanolytigue importante, supérieure a celle Rleovatus Par contre, d’autreBacteroides
décrits récemment, commi®. dorei par exemple, ne sont pas capables de dégrader les

xylanes.

Les seules études visant a décrire le systeme olyligque desBacteroidesont été
conduites cheB. ovatus et ces travaux restent limités. Deux génes cqaaumt des xylanases
(xyll et xsg ont été isolés cheB. ovatuspar Whitehead en 1990 ; ces deux geénes
appartiennent a un méme opéron (Whitehead)., 1990 et Weavegt al, 1992). Les genes
xyll et xsa codent respectivement pour une xylanase de lalé&a@H10 et une xylosidase /
arabinosidase de la famille GH43 (Whiteheatdal, 1995), (Weaveret al, 1992). Les génes
sont induits lorsqueB. ovatusest cultivé sur xylane. La xylanase (Xyll) et leoggine

bifonctionnelle xylosidase / arabinosidase (Xsa)d&s tailles respectives de 43 et 37kDa.

Les capacités dB. ovatusa fermenter des substrats complexes ont été égiflidartin,et
al., 1998). Des cinétiques de croissancé3devatuspendant 72 heures ont montré que cette
bactérie dégrade efficacement différents sons ealEs (74% de son d’avoine dégradé en 72
heures) et utilise préférentiellement le glucosegdlactose et le mannose présent dans ces
substrats. Par ailleurs, des culturesBleovatussur 12 sources de carbone différentes (5
polysaccharides et 7 mono ou disaccharides) ontraue le niveau de dépolymérisation
des polysaccharides n’est pas un facteur limitdat@ioissance de cette bactérie. De plus, les
mesures des activités enzymatiques indiquent Bjuevatussynthétise un grand nombre
d’enzymes qui sont réprimées en présence de ssiengdes dans les cultureB. ovatusest
donc une bactérie capable de croitre sur de nomip@ysaccharides, dont le xylane, et cette
utilisation des substrats est en partie régulée Ipamiveau d’enzymes synthétisées
(MacFarlaneet al., 1990).

Plus récemment, en 2005, plusieurs xylanases éns@tes a partir d’ADNg de bactéries
extraites d’'un microbiote fécal de volontaires sdidayashigt al, 2005). Cing xylanases de
la famille GH10 ont été identifiées et leurs sémasnsont tres homologues aux xylanases des
bactéries du groupBacteroides / PrevotellaCes résultats confirment I'importance du réle

desBacteroidesians la dégradation des xylanes.
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Réle desRoseburia

Roseburiareprésente un genre majeur du microbiote coliguhtmme. Les espéces de
ce genre ont été essentiellement décrites comméobtityues, et jouent un réle important
dans la production du butyrate dans le cbélon (Rgnetaal, 2006). Seuls des travaux récents
dans notre laboratoire ont montré que certaine®cesp commeR. intestinalis étaient
xylanolytiqgues. Nos connaissances sur I'équipensgrlymatique de ces bactéries et leur
contribution réelle a la dégradation des fibresétélgs dans le cdlon sont donc encore tres

limitées.

2. Apports de la génomique

Ces dernieres années, le séquencage du genoméélentits especes majeures du
cblon a été réalisé (Xet al, 2003 ; Kuwahargaet al, 2004). De plus, la séquence du génome
complet de plusieurs centaines d’especes est ers §auman gut Microbiome Initiative,
Genome Sequencing Center - Chicago; « Human prdycrobiome », NIH ; Projet
MetaHit, Sanger], (Turnbauglet al, 2007). Le développement de ces nouvelles appsoghe
déja permis de mieux comprendre I'écologie de oertaespéeces dans le célon (Mahowatd,
al.,, 2009). Des approches de génomique fonctionnelle permis de comprendre le
fonctionnement des génes, d’étudier leur régulatideurs interactions avec I'environnement
afin de prédire le fonctionnement des bactériedegiexpriment. En paralléle, la génomique
comparative permet de compléter les connaissancds génome d’'une espece a partir des
informations disponibles sur d’autres especes,&meficiant de la conservation de certaines

propriétés.

Le séquencage du génomeRighetaiotaomicrompar exemple (626 Mbases) a montré
gue la majorité du protéome de cette bactérie &ditd a la dégradation des polysaccharides
et au métabolisme des sucres libérés, avec 172gytie-hydrolases, 163 protéines de liaison
au substrat, et plus de 20 transporteurs de sudeesifies (Xy et al, 2003). Une grande
partie des protéines est aussi consacrée au nmaohtida bactérie en symbiose avec I'h6te
dans un écosysteme complexe et trés diversifiGnéme type d’observation a été effectué
chezBifidobacterium longungui est capable de dégrader un grand nombre lokdrat) lui

conférant ainsi un avantage écologique dans lend@ohel] et al, 2002).
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Une analyse comparative des génomeB.dbetaiotaomicroret B. fragilis (séquenceé
en 2004) a montré que ces deBacteroidesprésentent des caractéristigues génomiques
différentes, puisqu®. thetaiotaomicrorretrouvé dans la lumiéere du colon a développé une
capacité d’'assimilation des sucres importante ajoesB. fragilis retrouvé sur la muqueuse

colique, a privileégié un potentiel d’'infection et dolonisation (Kuwahay&t al, 2004).

Une autre étude a permis de comprendre commentincamement intestinal affecte
I'évolution des génomes microbiens. Pour cela,gé&somes déacteroidesdu microbiote
intestinal B. vulgatuset B. distasonik et deBacteroidetes« non-intestinal »R. gingialis et
C. hutchinsonji ont été comparés pour analyser leur adaptatidoraenion de leur niche et de
leur habitat (Xuet al, 2007). Cette étude a montré que des transfééimlax de genes ou des
eléments mobiles ont conduit a I'évolution des gée® desBacteroides qui ont alors
modifié leur surface cellulaire, leur sensibilité 'anvironnement et se sont adaptés a

I'utilisation des nutriments présents dans le c@m, et al, 2007).

Une étude récente utilisant quatre méthodes diftésede génomique comparative, a
montré que les bactéries du cblon présentaientcaneergence des genes codant pour les
glycoside-hydrolases et les glycosyl-transférades.convergence de ces géenes montre
importance de la fonction de dégradation des satss glucidiques dans le célon humain

(Lozupone et al, 2008). A titre d’exemple, les genes de glycosigidrolases retrouvés chez

certaines bactéries du célon dont le génome esat sijuenceéhftp://www.cazy.ord/ sont

présentés dans tableau 8
Les séquencages de génome en cours devraient perm&voir une vision plus

globale des fonctions potentielles des bactéridgjums majeures, et en particulier de la

fonction de dégradation des fibres pariétales.
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3. Les especes bactériennes xylanolytiques étudiées

Comme signalé précédemment, des travaux au lald@ratmt permis d'isoler de
nouvelles especes bactériennes xylanolytiques cis fée volontaire sains (Chassastial,
2007). Ces recherches ont montrée la présence, gasmouveaux isolats, de 70% de souches
appartenant au gentgacteroideset de 30% de souches appartenant au geossburia
Parmi ces isolats, deux souches Bicteroides(Chassardet al., 2007) : Bacteroides sp.
XB12B et Bacteroides xylanisolven¥B1AT (Chassardet al, 2008) présentent des activités
xylanolytiques importantes, supérieures aux aégvikylanolytiques mesurées chigzovatus
par exemple. Le séquencage de '’ARN16s a montréBquglanisolvensXB1A" est proche
des souches types d& ovatus(97.5%), B. finegoldii (96.5%) et deB. thetaiotaomicron
(95.5%) (Chassardet al, 2008) alors quéBacteroidessp. XB12B est trés proche d&

intestinaliset plus éloigné de la souche typeBlehetaiotaomicror{94%) Figure 22).

aBacteroidales oral. AF481203
bacterium mpn-isolate. AF357555
Bacteroides fragilis. X83944
Bacteroides thetaiotaomicron, AEQO16933
Bacteroides ovatus: ABOS0O108
Bacteroides sp. strain XB1A, ARB_FBFDSDAD

Bacteroidaceae bacterium Smarlab 3301643, AYS538687

Bacteroides acidofaciens. ABO21163

Bacteroides caccae, X83951

Bacteroides sp. AY0R2449

g Bacteroides sp. strain XB12B, ARB_CIBABS6A

4‘:.E?Bmﬁcmides sp. strain XB44A, ARB_DYBY 14E4

3 Bacteroides intestis ;‘E.i’. AB214328

L g Bacteroides sp. nov, strain CRE21

B Bacieroides helcogenes, AB200227

aPrevotella zoogleoformans. 1.1 6488

Bacteroides uniformis. AB0O50110

Bacteroides eggerthii, L16485

Bacteroides tectus. AB200228
L pacteroides sp. ATA16906
—aBacteroides pyogenes, AB200229

raBacteroides sp.. AF319778
Lgswine fecal. AF445205

Bactervides sp. strain XO77842, ARB_EB1838F
4(;*'1_553«;@;@95 dorei sp. 219, AB242143
Bacteroides dorei sp. 175T, AB242142

hacterium mpn-isolate, AF357553
E Bacteroides vulgatus, M58762
uncultured bacterium., AF499894
8 Bacteroides massiliensis, AB200226
Y\ Bacteroides massiliensis. AY 126616

Bl Bacteroides plebeius. AB200217

0.10

Figure 22 Arbre phylogénétiqgue des membres du genre Bactesgdidhassard, et al., 2007)
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B. xylanisolven&B1AT est une espéce nouvellement décrite, qui présentaux de GC
de 42.8%, qui dégrade efficacement différents tyjgesylanes, se développe peu sur pectines
ou acides galacturoniques et ne dégrade pas I'anfidoassardet al, 2008). Les acides gras
a chaine courte majoritairement produits par ces éspéces dBacteroidesont I'acétate, le

propionate et le succinate.

Parmi les isolats d®oseburiaobtenus au laboratoird’'un d’entre eux présente une
activité xylanolytique importante Roseburia intestinalisXB6B4. La souche-type d&.
intestinalis(L1-82") a été décrite en 2002 (Duncat al, 2002), et la souche XB6B4 est trés
proche de la souche type L1I8R. intestinalisest un bacille & Gram positif plus ou moins
variable, & bas GC% (30%), mobile grace a son lflagelaire, phylogénétiquement proche

deR. cecicolaet appartenant au cluster XIVa d&gstridium(Figure 23).

Ruminococeus albus ATCC 272107 (X85098)

54 Ruminococcus flavefaciens ATCC 192087 (X85097)
Ruminacoccus callidus ATCC 277607 (X85100)
Anaerotruncus colihominis CCUG 45055™ (AJ315980)

100 100 Ruminocoecus bromii ATCC 272557 (X85099)

Clostridium leptum DSM 7537 (AJ305238) IV
Eubacterium sirasum ATCC 290667 (L34625)
100 Anaerofilum pentosovorans DSM 71687 (X87852)
100| Subdoligranufum variabile CCUG 471067 (AJ518869)
100 Faecalibacterium prausnitzii DSM 17677 (AJ270468)
Faecalibacterium prausnitzii ATCC 277687 (AJ413954)

Eubacterium eligens ATCC 277507 (L:34420)

Anaerostipes caccae DSM 146627 (AJ270487)

Isolate SSC/2 (AY305320)

100y— Eubacterium halli ATCC 277517 (L34621)

Eubacterium hallii L2-7 (AJ270490)

Coprococcus sp. L2-50 (AJ270491)

Coprococcus eutactus ATCC 277597 (EF031543)

Roseburia inulinivorans DSM 168417 (AJ270473)

Eubacterium ramulus ATCC 290997 (L34623)

Butyrivibwrio fibrisolvens 16.4 (AJ250365)

Roseburia faecis DSM 168407 (AY305310)

Roseburia hominis DSM 168397 (AJ270482)

Roseburia intestinalis DSM 146107 (AJ312385)

100y Eubacterium recfale A1-86 (AJ2T70475)

L Eubacterium rectale ATCC 336567 (L34627)

Isolate GM2/1 (AY305315) Xiva

Dorea longicatena DSM 138147 (AJ132842)
— @fﬂomcws gnavus ATCC 291497 (X94967)

100, Clostridium nexile DSM 17877 (X73443)
Coprococcus comes ATCC 277587 (EF031542)
§ Clostridium hathewayi DSM 134787 (AJ311620)
Clostridium asparagiforme DSM 159817 (AJ582080)
Closttidium saccharolyticum DSM 25447 (Y18185)
Isolate MB2/1 (AY305308)

Ruminococcus hydrogenotrophicus DSM 105077 (X95624)
Ruminococcus productus ATCC 273407 (X94966)
100 Ruminococcus luti DSM 145347 (AJ133124)
10— Ruminococcus obeum ATCC 291747 (X85101)

Isolate A2-162 (DQ9B6224)
Clostridium aminobutyricum DSM 26347 (X76161)
Clostridium formiaceficum DSM 927 (X77836)

Clostridium bartlettii CCUG 489407 (AY438672)
100 Clostridium glycolicum DSM 12887 (X76750) Xl
Clostridium difficile DSM 112097 (X73450)
Clostridium lituseburense ATCC 257597 (M59107)
Clostridium bifermentans ATCC 6387 (X75906)

Eubacterium angustum ATCC 437377 (L34612)

aerofustis stercorihominis CCUG 477677 (AJ518871)
Eubacterium barkeri ATCC 258497 (M23927) XV
1wop Eubacterium limosum ATCC 84867 (M59120)
Eubacterium callanderii DSM 36627 (X95961)

01

Figure 23. Arbre phylogénétique des bactéries a Gram padsitef bas GC% (Duncan, et al.,
2007)
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R. intestinalisa été identifie comme étant I'une des espéce®t@ches majeures du
cblon humain et une des principales especes pnickgtde butyrate (Louis & Flint, 2009).
Lors de la fermentation des polysaccharides, etcjalement de I'amidorR. intestinalis
produit majoritairement du butyrate et du lactat@sraussi de I'bl en quantité importante
(Duncan et al, 2002). Du fait de son isolement récent, les cmsaaces concernant la
structure de son systéme xylanolytique sont trésités.R. intestinaligorésente pourtant une
activité xylanolytique plus importante que les astsouches dBoseburiajusqu’a présent
etudiées (Chassardt al, 2007).

Tableau 9. Croissance des trois souches xylanolytiques étsdigur différents sucres
(Chassard, et al., 2008)

Bacteroides xyIanisoIvené;(BlAT Bacteroidessp. XB12B  Roseburia intestinalisXB6B4

glucose + + +
xylose + + +
arabinose + + +
cellobiose + + +
fructose + + +
maltose + + +
raffinose + + +
sucrose + + +
amidon - + +
cellulose - - -
mannitol - - -
ribose + + -

Ces trois souches xylanolytigues récemment isoléBacteroides sp. XB12B,
Bacteroides xylanisolvensXB1A'T et Roseburia intestinalisXB6B4 sont capables de
fermenter différents sucres solubl@sifleau 9)mais possedent aussi une capacité importante

a dégrader les xylanes.
Dans le cadre de ma thésBacteroides xylanisolvensXB1A™ et Roseburia

intestinalis XB6B4 ont été choisies afin d’étudier leurs activitésaxylytiques eBacteroides

sp.XB12B a également été intégrée a une partie de traivail, pour comparaison.
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Objectifs

Apres avoir étudié pendant plusieurs années laadé@fon des parois végétales par les
microorganismes du rumen, I'équipe « Microbiologies écosystemes digestifs » dans
laquelle jai effectué mes recherches de thésd st@ntée vers un autre écosysteme digestif
complexe : le colon. En effet, bien que la fermeatades fibres alimentaires dans le c6lon
ait été étudiée depuis de nombreuses années desitvdes espéces bactériennes impliquées
dans cette fonction n’est pas encore suffisamméatitd, et les mécanismes enzymatiques
MIiS en jeu par ces microorganismes n'ont été g fieu caracterisés. Il semble pourtant
essentiel de bien comprendre le fonctionnement’agtilité des bactéries fibrolytiques
présentes dans le cbélon de 'Homme, les fibres ealtaires étant un substrat majeur du

microbiote intestinal.

A mon arrivée au laboratoire, nous avons choistudiér de facon détaillée, les
systémes enzymatiques de deux bactéries xylanobgidBacteroides xylanisolver$B1AT,
et Roseburia intestinaliXB6B4, précédemment isolées par I'équipe et gas@ntaient des
activités xylanolytiques importantes (Chassardl,e2@07). Ces deux isolats appartiennent a
deux genres bactériens majeurs du microbiote intdstBacteroideset Roseburia dont les
fonctions semblent diverses dans cet écosystemegrient d’étre mieux précisées. Les deux
bactéries choisies présentent des caractéristigétaboliques différentesB. xylanisolvens
est unbacille a Gram négatif produisant acétate, prog@easuccinate, &. intestinalisest

un bacille a Gram positif produisant butyrate, déetet H.

Notre travail représente la premiére descriptiomitlée des systemes xylanolytiques
d’especes bactériennes du cdlon humain, et a peersogresser dans la compréhension des
mécanismes de dégradation des xylgraBacteroideset Roseburia Dans ce contexte, j'ai
développé différentes approches complémentairesans de ma these :

Une premiere partie de mon travail a concernéalactérisation fonctionnelle des
systémes enzymatiquete B. xylanisolvensXB1A' et R. intestinalis XB6B4. L’activité
xylanolytique des deux isolats a été étudiée lmdadfermentation de plusieurs substrats
complexes retrouvés dans l'alimentation humaingufiées ou céréales). La structure et la
complexité des systemes enzymatiques développéscemrbactéries ont ainsi pu étre

analysées et comparées. Ce travail a aussi pesnisielix comprendre le rble respectif de
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chacune de ces deux especes bactériennes dangcleiécologique. Les objectifs fixés pour
ce projet ont permis de répondre a plusieurs questi

- Les deux bactéries dégradent et fermentent-ddda méme maniére les différents substrats
testés ?

- Les deux bactéries colonisent-elles ces substitiésemment ?

- Quels systémes xylanolytiques développent-ellegr mlégrader ces substrats, et sont-ils
similaires pour les deux especes bactériennes ?

- Quelle est la localisation des différentes xgtas produites ?

L’ensemble des résultats obtenus est regroupéldatide 1.

La suite de mon travail a été consacrée Gtactérisation moléculairedes systemes
xylanolytigues des deux bactéries étudiées, et ditoisieme isolat xylanolytique :
Bacteroidessp. XB12B. Le premier objectif a été de recherdtesoler les génes codant pour
les xylanases produites par les trois bactéri@s,daf disposer d’'une vision la plus complete
possible des composantes des systéemes hémicdilylaly des bactéries. Ces genes de
xylanases étaient-ils propres aux bactéries im&sis ou présentaient-ils des similarités avec
ceux déja connus d’autres microorganismes fibrqigs d’écosystemes complexes ? Pour
répondre a cette question, différentes méthodesténnises en place pour rechercher, sur les
souches d'intérét, des genes homologues a ceuxcdgjius chez des espéces bactériennes
proches phylogénétiquement. Le séquencage du géderkisieurs souches Bacteroides
et deRoseburia intestinalisn 2008-2009 par différentes équipes, ainsi gle de la souche
sur laquelle j'ai travailléB. xylanisolvenKB1AT, obtenu a la fin de ma thése dans le cadre
du projet de séquencage du métagénome intestimalihu(projet Européen MetaHit,
coordonné par I'INRA), nous a ouvert de nouvellesspectives. Plusieurs génes codant pour
des xylanases appartenant a différentes famillegydeside-hydrolases ont ainsi été isolés et
séquencés chez les trois bactéries étudiées. Whgsarpréliminaire de I'ensemble des génes
d’hémicellulases présents dans le génomeBdeylanisolvensXB1A" a été réalisée. Le
second objectif a consisté a démontrer I'expresdmertains des genes identifiés chez les
trois bactéries, par recherche des ARNm ou de®ipex produites, puis a initier I'étude de la

régulation de leur expression par comparaison tesiax d’ARNm sur différents substrats.

Enfin, nous avons choisi d’étudier plus spécifigeamune xylanase de la famille
GH10, dont le géne a été isolé ctiezxylanisolvenXB1A'. Ce géne a été cloné et exprimé

chez E. coli, puis les propriétés de la protéine recombinanté &é analysées. La
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caractérisation enzymatique de cette xylanase suggere que cette enzyme jouslan
particulier dans la dégradation du xylane Barylanisolven&B1A'. Ces travaux sont inclus
dans l'article 2.
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Résultats - Chapitre 1.

RESULTATS - CHAPITRE 1
Dégradation et fermentation des fibres végétales pa. xylanisolvensxB1A"
etR. intestinalisXB6B4

1. INTRODUCTION

Les fibres alimentaires correspondant a la fractdea aliments non digérés dans la
partie haute du tube digestif, parviennent au colorelles sont dégradées par la communauté
bactérienne fibrolytique. Une part importante ds fileres est représentée par les polyosides
constituant les parois végeétales, comme les hélmiosts et la cellulose, qui sont
principalement rencontrées dans les fruits, lesitegs et les céréales, a des proportions

variables selon le type végeétal.

Le xylane, polysaccharide principal des hémicefiak (Polizeli et al. 2005), est un
composé arrivant en quantité majeure dans le c@anconstitue une source de carbone
importante pour les microorganismes de cet écasygstée xylane est un polymere linéaire
de résidus xylose, largement ramifié. Un systenmyreatique complexe est donc nécessaire
pour le dégrader et générer des produits de dégradassimilables par les bactéries. Parmi
les différentes souches de bactéries xylanolytigsel®es au laboratoire a partir de selles
humaines, nous avons choisi d'étudiacteroides xylanisolvenXB1A' et Roseburia
intestinalis XB6B4. En effet,Bacteroideset Roseburiareprésentent des genres majeurs du
microbiote intestinal humain. De plus, les deuxéesg bactériennes ont des caractéristiques
morphologiques et physiologiques différentes. Naw@ns voulu comparer leurs propriétés de
colonisation, dégradation et fermentation de d#fifées sources de fibres, riches en xylane,

provenant de I'alimentation humaine.

Pour cela, des substrats de composition variée émicklluloses, et plus
particulierement en xylane, ont été utilisés : denblé et de mais, fibre de pois, poireau et
chou blanc. Du xylane purifie commercial a été égant utilisé pour comparaison. La
structure et la composition des parois des subkstiabisis sont naturellement différentes
(Ewing, 2002 ; Faviert al, 1995 et Sauvangt al, 2002). Nous avons caractérisé plus
finement ces différences, en analysant la tenesirsdbstrats en monomeres osidiques. Puis,

s 7

des cinétiques de croissance bactérienne ont &igées pour chaque substrat sur une durée
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de 9 jours, afin de comparer la nature et I'effitades systemes enzymatiques (notamment
des xylanases) des souches bactériennes étudiéesn&sures d’activité xylanase totale ou
spécifique ont été effectuées a partir de chaqgirg de cinétique. La proportion de substrats
dégradés a été mesurée pour chaque souche bawterinles produits de fermentation
guantifies. Une analyse qualitative par zymogramanpermis de visualiser les enzymes
produites par les bactéries au cours du tempsoragtibn du substrat présent dans la culture.
Enfin, la colonisation de ces substrats par lex @spéeces bactériennes a été comparée.

Ce travail, présenté dans l'article n°1, a perneicdractériser et de comparer, pour la
premiére fois, les systémes enzymatiqueBaeteroides xylanisolven$B1A" et Roseburia
intestinalis XB6B4. Des résultats additionnels complémentas@st présentés a la suite de

cet article.
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ABSTRACT

Aims: to characterise fibre degradation, colonisatiod fermentation, and xylanase activity
of two xylanolytic bacteri®acteroides xylanisolven$81AT andRoseburia intestinalis
XB6B4 from the human colon.

Methods and Resultsthe bacteria grew well on all the substrates ehde represent dietary
fibres: wheat and corn bran, pea, cabbage andilaels, and also on purified xylars.
intestinaliscolonised the substrates more efficiently tBamylanisolvensFor the two
bacteria, 80 to 99% of the total xylanase activiis associated with the cells whatever the
substrate and time of growth. Optimal specific\atiéis of cells were obtained on oat spelt
xylan; they were higher than those previously meastor xylanolytic bacteria from the
human gutR. intestinaligoroduced high molecular mass xylanases (100 tkD&), while

B. xylanisolvengroduced lower molecular mass enzymes, includiogjlaassociated
xylanase of 37 kDa.

Conclusions the two bacteria display very high xylanolytidigity on the different
substrates. Differences were observed on substit@iehment and enzyme systems
suggesting that the two species occupy differesties within the gut microbiota.
Significance and impact of the studythis study characterizes xylan degradation by two

major species of the human intestine.

Keywords: human gut microbiota, fibre, xylanaggcteroides xylanisolvenRoseburia

intestinalis
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INTRODUCTION

In humans, dietary fibres are an important soufcibstrates for the resident gut microbiota.
These fibres are composed of plant residues tlbapesdigestion in the upper gastrointestinal
tract. Their degradation and fermentation by thiengicroorganisms is important for
maintaining healthy gastrointestinal function; tladfect digestive transit, lumen pH, mucosal
morphology and lead to the production of short gHaity acids that are an important energy
source for the intestinal epithelium (Macfarlane &ummings, 1991). Plant cell wall
polysaccharides (celluloses, hemicelluloses anti®cmainly found in cereals, fruits and
vegetables, constitute 20—30% of the dietary filmgssted daily. The gut microbiota
degrades and ferments these polymers into shart Gty acids (SCFA, mainly acetate,
propionate and butyrate) and gaseg E; and, in some individuals, GH The breakdown

of plant polysaccharides is ensured by a fibroligacterial community which includes
cellulolytic and xylanolytic species (Bétiahal, 1977; Salyerst al, 1977; Salyerst al,

1981). This community was re-investigated recefRlgbert and Bernalier-Donadille, 2003;
Chassaret al, 2007; 2008a). Hemicelluloses are the main compsna plant cell walls.
They are composed of a mixture of homo- and hegtefgmers including xyloglucan$;
glucans, glucuronomanans, arabinoxylans and xylanigh are intimately associated in the
plant cell walls. The digestibility of these sulasérs by the human gut microbiota is reported
to be very high (60-90%), on the contrary to thgediibility of cellulosic substrates (Slavin
et al, 1981). Xylans represent the most abundant potysales of the hemicelluloses.
Xylans are composed of a backbong ¢1—4)-linked xylose residues with varying degrees
polymerization, to which side groups of 4-O-metbylucuronopyranosyly-L-
arabinofuranosyl, acetyl, feruloyl, apecoumaroyl can be coupled (Hespell and Whitehead,
1990). To degrade this heteropolysaccharide, xjy#iodacteria must produce various

enzymes able to cleave the backbone but also tfeeatht substituent groups. Recent studies
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showed that the gut xylanolytic community is pressrhigh levels in all individuals (~1%
Chassarctt al, 2007, 2008b)Bacteroidegyenus was proposed to play a major role in the
degradation of xylans (Hespell and Whitehead, 189@)particularly of arabinoxylans
(Hopkinset al, 2003). The main xylan-degrading species isolatad human faeces belong
to BacteroidesandRoseburig(Chassaret al, 2007), which are two major genera of the
human gut microbiota. In earlier work, Salyerslesalated severaBacteroidesstrains from
human faeces which were able to ferment xyl8ng$ragilis andB. ovatusvere the major
xylanolytic bacteria among these isolates (Salgeed, 1977). None of these species was
identified in the recent work of Chassatdal, but several of thBacteroidessolates
represented the new specikesxylanisolven¢Chassarat al, 2008a). Furthermore, among
the Bacteroidedrom the human guB. xylanisolvenshowed specific properties: this species
is not able to use starch and appears thus asspecslised in xylan degradation and
fermentation. Th&oseburiasolates were assignedRo intestinaligChassaret al, 2007)
which has been considered as mainly amylolytic et al, 2006). TheB. xylanisolvens
andR. intestinaligsolates were shown to display xylanase activigt exceeded that &f.
ovatusand ofR. intestinaligype strain (Weavest al, 1992; Chassaret al, 2007). To date,
the xylanase activity of the different human filytat species has only been characterized
scarcely and the enzyme systems responsible fangylegradation in these bacteria are still
unknown. The aim of the present study was to aeaysl compare the xylanolytic properties
of two representatives of the xylanolytic specsesdadted recentlyB. xylanisolvensandR.
intestinalis They were chosen because of their different ctanatics:B. xylanisolvendas a
Gram-negative cell wall structure whiRe intestinalishas a Gram-positive cell-wall, and they
display different substrate and metabolic profilEsus, these two species should occupy
different ecological niches in the human gut, amousd have different impact on the SCFA

molar ratio in the colon. The growth, the substcti®nisation and degradation, the
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metabolites produced and the xylanase activif§.ofylanisolvenXB1AT andR. intestinalis
XB6B4 were monitored and compared on different sabss representing the dietary fibres

(cereals and vegetables) consumed daily by humans.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains, substrates and culture conditios

Bacteroides xylanisolverB1A" (DSM 18836T) andRoseburia intestinaliXB6B4

(isolated previously by Chassaetlal, 2007) were cultivated under anaerobic conditains
37°C in a complex medium containing clarified runfiesd (described in Chassaed al,

2007) and 0.5% of complex substrates (oat spedtrxywheat or corn bran, pea fibre,
cabbage, leek) or 0.3% of sugar (xylose, glucode}. media were prepared, dispensed and
inoculated by using strictly anaerobic technigu¢gngate, 1969). Cabbage and leek (fresh
vegetables) were freeze-dried and ground intogaréicles (<500um diameter) with a
blender (Waring laboratory blender, VWR internaéibi-ontenay-sous-bois, France). Wheat
or corn bran and pea fibres were kindly supplie\stHove/Limagrain (Clermont-Ferrand,
France). Oat spelt xylan was from Sigma-Aldrichifi®&&uentin Fallavier, France). Complex
substrates were washed twice with 50 mM pRG, buffer before inclusion in the culture

medium. The bacteria were subcultured four timetherrespective substrates.

Harvesting of cultures and preparation of cell extacts

B. xylanisolven&B1A" andR. intestinalisxB6B4 were cultivated for up to 9 days in
triplicate with each complex substrate, and thedlaultures were analysed separately for
each time of growth. Bottles containing 40 ml ofmggdex medium with carbon source were
inoculated with 3% (vol/vol) of inocula containidgl® cells/ml, and cultures were harvested

at0.5, 1, 2, 3, 6 and 9 days. We checked that @ftkays of incubation, the cultures were still
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viable. The cultures were centrifuged 20 min a6@0,x g. The pellets containing the bacteria
and the remaining complex substrates were washied tw50 mM sodium phosphate buffer
at pH 7.0 and suspended in 1/10 volume of the sauffer. The supernatant was concentrated
tenfold with a Centricon Plus-20 centrifugal devib&llipore, Molsheim, France).

Supernatants and cell suspensions were aliquottept frozen at -20°C.

Measurement of dry matter loss

Degradation and/or solubilisation of the solid $tdie were measured as the difference in dry
weight of the substrate between time zero of theneiand nine days of fermentation (dry
matter loss). After centrifugation of the culturtee pellet containing the bacteria and the
solid fibres was dried and weighed. Assays wertopeed in triplicate for each culture and
substrate. Previous work (unpublished) indicated biacterial cells attached to the substrates

contribute less than 10% of the weight measured.

Determination of fibre and sugar composition of subtrates

Analysis of cell wall composition of cereals (whaat corn bran), legumes (pea fibre) and
vegetables was done according to the method ofSéest (Van Soest and Robertson, 1980).
Neutral-detergent fibre (NDF), acid-detergent fiphd®F) and acid-detergent lignin (ADL)
contents were determined for each substrate. Timech#ulose fraction was determined as
the difference between the NDF and ADF contentgresds the cellulose fraction was the
difference between the ADF and ADL contents.

The constituent monosaccharides of substrates idendfied after prehydrolysis by 13M
H,SO, at room temperature for one hour, followed by lygbis with 1M HSO,at 100°C for
three hours. The monosaccharides released werngsaddly gas chromatography and uronic

acids were analysed spectrophotometrically as dhestpreviously (Matulovat al.,2005).
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Analysis of fermentation products and sugars in thgrowth medium

The fermentation products were quantified by'HDNMR (Matulovaet al, 2005). After
culture centrifugation, the pH of the extracellutatture fluid (ECCF) was corrected to 7.4.
ECCF was then analysed directly for quantificatiborganic acids by 1BH NMR. A 5-mm
TXI inverse probe'f, **C and™®N) was used in a Bruker Avance DSX spectrometer
operating at 500 MHz with z-gradients at 27°C (Mata et al.,2005, 2008). 10mM sodium
3-(trimethylsilyl)propionate TSP;dd 0.0) was used as standard. The SCFA concentrations
measured in the bacterial cultures were correcsa@thuhe concentrations present in the
culture medium before bacterial inoculation, toeginet SCFA production.

Sugars present and/or released in the growth mediera determined and quantified by a
colorimetric method (Dische, 1955) using xylose ghatose as standard, and also by NMR
(Matulovaet al, 2005; 2008). The Dische assay was performedttiiren ECCF samples.

By this method, furfurals are produced from sugdisr HSO, treatment, and then react with
cysteine to lead to characteristic coloured praogl(idische, 1955). For NMR analysis, ECCF
was freeze-dried, suspended and washed twicgdn &nd finally dissolved in 500l of

10mM TSP-d in D,O. Samples were then subjected to liquid stdt®]lMR measurements in
a Varian 600 MHz UNITY INOVA 600 NB spectrometerarb mm*H{**C, **N}PFG Triple

Res IDTG600-5 probe, with z-gradients (Nouadtel, 2009).

Scanning electron microscopy

B. xylanisolven&B1A" andR. intestinalisxB6B4 were grown in triplicate for three days on
culture media containing 0.5% of complex substrafestures were centrifuged (80009,
10min) and pellets were suspended in 0.2 M cactelplaffer (pH 7.4). Pellets were fixed for
1 hour with 3% glutaraldehyde in 0.2 M cacodylaiéfdr (pH 7.4) and cells were then

washed three times for 15 min each in the samebWREllets were dehydrated using a
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graded series of ethanol solutions. Cells wereetbadth gold in an EMSCOPE SC500 and

examined with a Philips SEM 505 scanning electracrascope.

Protein and enzyme assays

Bacterial and extracellular proteins were deterihiog the method of Bradford with bovine
serum albumin as standard. For each culture tinoéeip was assayed at least twice.

The enzyme preparations were incubated at 37°Gddo 60 min in 50 mM sodium
phosphate buffer at pH 7.0 with 0.5% oat speltxyla he amount of enzyme extract and the
incubation time were chosen to give conditions moh the measured activity was
proportional to these two parameters. Reducingrsugéeased from xylan hydrolysis were
assayed as described previously (Deviletrdl, 1999; Béra-Mailleet al, 2004) with xylose

as standard.

Zymograms

Both pellets (cells) and concentrated supernalt&@€F) were used to detect xylanase
activity on zymogram. For zymogram, polyacrylamg electrophoresis (8%) was
performed under denaturing conditions (SDS-PAGHEN Wi1% of substrate (oat spelt xylan).
Proteins were heated at 100°C for 10 min in Laentuiier, separated by electrophoresis and
then renatured by two 20min incubations of theiig@% Triton X100. The gel was further
incubated at 37°C and then stained with 0.1% Caadand destained with 1M NaCl as

described previously (Devillaret al, 1999; Béra-Mailleet al, 2004).

Statistical analysis

Two-tailed Student’s t-tests were used for statdtanalysis (Graphpad Instat software).

98



Article 1

Chemicals

TSP-d was from Eurisotop (Saint-Aubin, France). All cheals were from Sigma-Aldrich.

RESULTS

Substrate compositional analysis

The monosaccharide composition of the fibres usethebon substrates is shown in Table 1.
All the substrates contained a high proportionlatgse residues (from 42 to 77%), which
should correspond to cellulose or other glucanmelg. NDF, ADF and ADL analysis of the
substrates showed a high content in fibre for whea, corn bran and pea (NDF of 43, 60
and 619%, respectively). It also suggested thathasaa high cellulose content (63% of the
NDF), while wheat and corn bran had the highestibelinlose content (79 and 85% of the
NDF, respectively). Table 1 shows that corn andavhean had the highest xylose and
arabinose content, and that pea had also a qgitecontent of these sugars. This indicates
that these three substrates are rich in arabinogylan the contrary, cabbage and leek had
low xylose and thus xylan content. Commercial paftsxylans used in this study contained

83% of xylose residues (according to the supplieats).

Substrate degradation and fermentation

B. xylanisolven&B1A" andR. intestinalisxB6B4 were grown for up to 9 days with 0.5% of
the various complex substrates. A period of 9 degs chosen in order to obtain maximal
degradation of the complex substrates by the bhactdonitoring of fermentations for such
long periods of time was previously used for filgtm bacteria (Chassaet al, 2005;

Chassard and Bernalier-Donadille, 2006). The twairss degraded the different substrates at
rather similar extent (Table 2), only wheat brad ek appeared solubilised at significantly

different amounts. Oat spelt xylan was the mostatked substrate (about 60%). The dry
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matter loss of all the other substrates was comgiietween 22 and 39%. Growth of the
bacteria was monitored by protein content estimatfi@rmentation products were also
quantified. Succinate, propionate and acetate memsured foB. xylanisolven&XB1A",
whereas butyrate and lactate were quantifiedRfantestinalisXB6B4. Results obtained with
oat spelt xylan, wheat bran and cabbage are pegsénfFig. 1 as an example. The two strains
grew well on all the tested substrates, the higbestth rate and yield were obtained on
wheat bran and oat spelt xylan (Fig. 1A and B). baeterial growth measured on pea fibre,
corn bran and leek was rather similar to that oleion cabbage, shown in FiglA and B, for
the two species. For each substrate, cell bionmassased quickly during the first 24 hours of
growth, and then the bacterial proteins increasecerslowly (Fig. 1A and B). Fd3.
xylanisolvensXB1A', propionate (shown in Fig. 1C) was the major melisbwhatever the
substrate (about 8 mM produced) except wheat lamawliich acetate was produced in
slightly higher concentration (8 mM versus 7 mMpobpionate). FoR. intestinalisXB6B4,
butyrate and lactate were produced on all the gatiest and butyrate (shown in FiglD) was
always the major metabolite (mean ratio butyratédie of 3.6). The pHs of the media were
monitored all along the cultures. The pH valueselesed slowly with the production of

SCFA, and were all comprised between 6.4 and Glteatnd of the cultures.

Substrate colonisation

The cells oB. xylanisolvenXB1A" andR. intestinalisXB6B4 attached to wheat bran,
cabbage and leakere monitored by scanning electron microscopy éfteee days of growth
on these substrates. The pHs of the culture meelia at 6.7 for all the substrates. The
bacteria colonised the substrates to differentrestB. xylanisolvenXB1A cells were

rather isolated when cultivated on cabbage and(leigk 2A and 2C). On the contraif,
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intestinalisXB6B4 were attached to cabbage and leek with h demsity (Fig. 2B and 2D),

forming a thick biofilm. The same results were alisd with wheat bran (not shown).

Kinetics of sugar and oligosaccharide production

The substrate degradation was also monitored bdysang the sugars and oligosaccharides
present in the extracellular culture fluid (ECCFye sugars were analysed by btthNMR
(Matulovaet al.2005; 2008) and a colorimetric method (Dische 5)9%hich allowed also
their quantification. NMR results obtained with sgelt xylan are presented in Fig. 3 as an
example. They showed first that soluble sugars wadeased in the ECCF from the substrate
in the absence of bacteria. TH& NMR spectrum in Fig. 3A, registered before bdater
inoculation, showed the presence of soluble arakyhamoligosaccharides in the ECCF.
Indeed, signals corresponding to reducing enghoflose andg3-xylose Xyl eq andpXyl eq)
and internal xylose units of oligosaccharide ch&¥8i.: ) were identified. The ratio between
the intensity of the signals of Xyland of those odXyl g andpXyl .q SUggested the presence
of xylo-oligosaccharides of several xylose unitign@ls corresponding to chemical shifts of
a-arabinofuranose with different links in arabincxyt were also observed (Ar&ig. 3)

(Hoije et al, 2006; Pastekt al, 2008). The most intense signal belonged to teahdir8-
linked arabinofuranoside (Hoigt al, 2006). The colorimetric assay indicated that the
pentose concentration was 6 mM. After 12h-growtthefbacteria on the substrates, signals
characteristic of xylose units in xylooligosacclas were hardly detected by NMR in e
xylanisolvengulture (Fig. 3, C), while they were still visible theR. intestinalisculture

(Fig. 3, B) but disappeared after 24 h of growtlor&bver, the NMR signal due to terminal
1,3-linked Ard disappeared in the spectrum of Biexylanisolvensulture (Fig. 3, C). On all
the substrates tested, the colorimetric assay sthalge thaB. xylanisolvensised the soluble

sugars more rapidly thdR. intestinalis After 24h, the bacteria degraded the insoluble
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polymeric substrates, but soluble sugars/oligosauds were only detected in very low
concentration (1 mM or less) in the ECCF by NMRsogar colorimetric assay, on all of the

substrates tested.

Quantification and distribution of xylanase activity

To determine the distribution of xylanases betwe@cteria and ECCF during growth on the
different substrates, the relative xylanase aatisitvere measured at different culture time.
The distribution of the xylanase activity betweewteria and ECCF after 72h of growth is
shown in Table 3. It was similar for the two stsaiB0 to 96% of the total xylanase activity
was associated with the cells whatever the sulestféie same results were obtained at the
different culture times (not shown), although glsliincrease in the extracellular activity was
observed at 6 and 9 days of culture.

The xylanase specific activities of bacteria gramthe different substrates were measured at
the different time of culture. Optimal specific iadly of bacteria was obtained on oat spelt
xylan for both strainsB. xylanisolven&B1A' showing a specific activity twice that BE
intestinalisXB6B4 on this substrate. The specific activity vaasch lower (10 to 15 times) on
the complex substrates. Results obtained for twys dadgrowth are shown in Table 4 as an
example. There was no major change of the spefivity during the 9 days of culture,

except a small decrease after 6 days (not shown).

Zymogram analysis

Xylanase activity of cells and ECCF were analyzg&DS-PAGE zymogram during the
culture. The xylanase zymogram profiles of eacairstrevealed a high number of bands on
all the substrates. Xylanase activity profile®Bofylanisolven&XB1A™ were characterized by

the presence of endoxylanase bands at lower malesgight (37 to 170 kDa) compared to
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those ofR. intestinalisXB6B4 (100 to 170 kDa). Fig. 4 shows the zymografisined with
B. xylanisolven&B1A' growing on oat spelt xylan (A) amRl intestinalisxB6B4 growing

on wheat bran (B) for 9 days as examples. Whatineesubstrat8. xylanisolvenB1A"
presented two major xylanases at 37 and 80 kDa3Thé)a band was only observed in the
bacteria while the 80 kDa band was also found @ BECF. A band at 100kDa was mostly
associated with the ECCF fractid®. intestinaligoroduced on all the substrates a cell-
associated 170 kDa xylanase, and several otheslzdrdwer intensity both in the cells and
the ECCF. For both bacteria, the xylanase bandatigim obtained for each substrate was
similar during the kinetics, except that the intgnsf some bacteria-associated bands

decreased with time, while that of the ECCF inceda$ig. 4).

Discussion

The two bacteria studigBl. xylanisolven&B1A' andR. intestinalisxB6B4 degraded and
fermented all the substrates tested, chosen assetatives of dietary fibres consumed daily
by humans. The substrates contained various pioperdf xylans. The degradation of the
complex substrates was lower than that of purtkgdns, probably because of the presence
of cellulose which is not degraded by the two issdgChassardt al, 2007). In addition,
differences in the extent of degradation of theowes complex substrates may be explained
by their structural and chemical composition.

Fibrolytic bacteria are considered as primary clers of the insoluble plant substrates they
degrade, and they produce specific adhesion angrengystems to exploit them. These
systems have been well studied in bacteria froferdiht ecosystems like the rumen
(Forsberget al, 2000) or the soil (Demaiet al, 2005), but very little is known on
colonisationof plant fibres by human colonic bacteria. The présvork shows that complex

substrates were colonised differently by the twotdxda (Fig. 2). This may result from
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different attachment sites for the two specieseéut the bacterial species composition of
particulate and liquid fractions of faecal samples studied recently (Walket al, 2008).
The authors founéirmicutes,includingRoseburiajn majority associated with particles,
while Bacteroidetesvere mostly associated with the liquid fractiomld@hisation of wheat
bran by faecal bacteria was also monitareditro and sequences retrieved from bran were
dominated by clostridial cluster XIVa bacteria,luding Roseburiaspecies (Leitclet al.,
2007).Bacteroidesspecies were also detected, but to a lesser efdentesults are in
agreement with these findings that altogether sstghatRoseburiaare attached more tightly
to the insoluble substrates gaining an importampetitive advantage compared with
Bacteroideghat form a looser association with the substatkare found in majority as
planktonic cellsBacteroidesnay then be more specialised in the degradaticoloble
polysaccharides.

B. xylanisolvenproduced propionate, succinate and acetate adatigta. Propionate was
the major metabolite on most of the complex substreSuccinate is likely to be rapidly
converted into propionate by the gut microbiotasthinder physiological conditions of the
gut, fermentation of xylans . xylanisolvengrobably leads mainly to propionate and
acetateR. intestinaligoroduced butyrate and lactate on all the testbdtgates. This species
has been considered mainly as amylolytic (Ramsay, @006). Our work suggests tht
intestinalisis also a major xylanolytic bacterium in the cqlproducing butyrate upon
fermentation of xylan-rich substrates. This isgneement with recent woik vitro which
showed that the fermentation of arabinoxylans ¢ed high proportion of butyric acid
(Hugheset al, 2007).

The xylanase activity of the two bacteria appea&odoe mainly associated with the cells (80
to 96% of the total activity), the enzymes couldrteacellular (see below), in the membranes

or anchored at the cell surface as found for atlglamolytic species (Liekét al, 2008).
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Previous work showed that xylanase activitygobvatusandB. fragilisis also cell-associated
(Salyerset al, 1982). In the competitive community of the gutmbiota, retaining enzymes
on the bacterial surface should represent a ctedogical advantage for the bacteria.
Amylase activity of bacteria from the human gutluding RoseburiaandB.
thetaiotaomicronwas also found largely cell-associated (Andeiswh Salyers, 1989;
Ramseyet al, 2006).

During growth on xylans and on all the complex $aiss, very low concentration of soluble
sugars and oligosaccharides were released by thbdateria. This suggests a very efficient
utilisation of the polymer degradation productd tt@uld be explained by sequestration of
xylans at the cell surface and utilisation of xyigosaccharides in the periplasm or
cytoplasm. In additiorB. xylanisolvensised the soluble substrates more rapidly Ban
intestinalisand NMR results suggest also a higher arabinofigidase activity ifB.
xylanisolvengFig 3). Very efficient use of polysaccharide hylgisis product was observed
for cellulose and xylans in the rumen bacté&iilarobacter succinogengdlatulovaet al,

2005) andPrevotella bryantii(Miyazakiet al, 1997), respectively. On the contrary, the two
colonic bacteri@. ovatusandB. eggerthiireleased a variety of oligomers in the culture
medium during growth on xylans (Salyetsal, 1981).

SDS-PAGE zymogram analysis showed that the xyldicadystem oR. intestinalisvas
mainly composed of high molecular mass proteinggssting that these enzymes carry
several modules (Bourne and Henrissat, 2001). ®wdhtraryB. xylanisolven&B1A'
produced lower molecular mass enzymes, includiogllaassociated xylanase of 37 kDa. For
both bacteria, the intensity of some bacteria-aaseat bands decreased after three days,
while that of the ECCF increased. This may be duéée release of surface-anchored
xylanases with time and possibly also to bacteedlllysis at 6 and 9 h of culture. However,

cell lysis must be minor because the 37 kDa xylangss not found in the ECCF. The only
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other human gut bacterium whose xylanolytic systasibeen studied & ovatusOne
xylanase genexyll) encoding a GH10 enzyme was cloned t&taoli (Whitehead and
Hespell, 1990; Weavet al, 1992). It encoded a 38 kDa protein with a molacuiass close
to that of the 37 kDa xylanase identified her8inylanisolvenXB1A".

The xylanase specific activities Bf xylanisolvenandR. intestinaligneasured on the
different substrates were high. The specific atstimeasured in cultures on purified xylans
was much higher than that measured in cultureb®wther complex substrates. This result
suggests either an induction of xylanase-encodamgg on xylans, or a catabolite repression
on the other substrates due to sugars generatig loegradation of non-xylan
polysaccharides, or both. Indeed, the two bacteegi@ able to grow on non-xylan
hemicelluloses such @sglucan, a mixed linkag@(1,3) and (1,4) glucose polymer
(unpublished results). Earlier work indicated ttinet xylanases from the human colonic
Bacteroidespecies, includin@. ovatuswere inducible rather than constitutive (Salyadrs
al., 1978), and that their activity was optimal onand (Hespell and Whitehead, 1990). The
xylanase specific activities measured on xylangfotylanisolvensaindR. intestinalisvere
higher than that reported previously for other gggerom the human gut, includifigy ovatus
(Weaveret al, 1992, Chassaret al, 2007), and even higher than that quantified fajam
cellulolytic and xylanolytic rumen bacteria (Miydaat al, 1997; Reveneaet al, 2003;
Béra-Malilletet al, 2004) or protozoa (Béra-Malillet al, 2005). This result suggests that the
two strains studied here are representatives amxgjanolytic species from the human gut
microbiota.

Although the two bacteria studied in this work sh&mme similarity in their xylanolytic
activity on complex substrates: cell-associatetviagt rather similar preferential substrate
and similar extent of substrate degradation, tieysvery different activity profile on

zymograms and were attached differently to theowasrsubstrate®. intestinalisandB.
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xylanisolvenstwo of the main xylanolytic species isolated fraoman faeces, that have been
found in most of the individuals tested (Chassrdl, 2007), appear thus to have specific
niches within the gut microbiota. In addition, agyate and propionate producers
respectively, they may contribute differently tagmtial beneficial effects of SCFA on health,
since butyrate has been implicated in the preverdfgyut pathologies and propionate has

been proposed to inhibit lipogenesis (Wat@l, 2006).
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Figure legends

Fig. 1. Bacterial proteins (A, B) and organic acids (C,paiduced byB. xylanisolvens
XB1A' (A, C) andR. intestinalisxB6B4 (B, D) grown for 6 days at 37°C. Substra§%)
were oat spelt xylam\), wheat brank), and cabbagen]. A, B: bacterial proteins (mg). C:
production of propionate (mM) B8. xylanisolven&B1A'; D: production of butyrate (mM)

by R. intestinalisXB6B4. Each value represents the mean of thréerdiit cultures SD.

Fig. 2. Scanning electron microscopy of residual substfter 3 days of growth &.
xylanisolvensXB1A" (A, C) andR. intestinalisxB6B4 (B, D) on cabbage (A, B) or leek (C,

D). 5.1 bacteria were inoculated at time zero on eachtsatbsGrey or black bar: 10um.

Fig. 3.'H NMR spectra of culture medium containing xylaridoe bacterial inoculation (A)
and after 12 h of growth &. intestinalisxB6B4 (B) orB. xylanisolven&XB1A™ (C). Peak at
8 4.7-4.75 ppm corresponds to signal of residuabw@iOD). Ard: arabinofuranoside linked
to xylooligosaccharides (at5.40, 5.35-5.28 and 5.25-5.2&)Xyl eg and Xyl eq 0 and
reducing end of xylooligosaccharides .2 and 4.60 ppm, respectivelYXylin:: internal

units of xylooligosaccharides (&&4.5 ppm).

Fig. 4. Xylanase zymogram analysis of bacterial (P) arichegllular (S) proteins d3.
xylanisolvensXB1A" (A) andR. intestinalisxB6B4 (B) grown on oat spelt xylan and wheat
bran, respectively. Growth of bacteria was perfatimem 0.5 to 9 days. Protein migration
was performed on 8% acrylamide gels.tpand 3Qug of proteins were laid on the gels for
xylan and wheat cultures, respectively. Lane Maldroeange molecular mass standards (in

kilodaltons, Biorad).
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Table 1. Monomer composition (% w) of the substrates.

Sugars Rhamnose Fucose Ribose Arabinose Xylose Mannose Galactose Glucose Inositol

Uronic
acid
Substrates

Wheat 15 0.2 0.1 11.9 20.9 1.0 2.6 58.5 tr 5.0
Pea - - - 5.0 11.8 0.5 3.3 68.0 - 9.7
Corn - - - 17.0 29.8 0.8 3.9 42.4 - 6.1
Cabbage 1.2 0.1 - 5.1 2.5 3.8 4.4 77.1 0.8 5.3
Leek 0.7 0.1 0.1 2.0 2.5 4.6 11.0 71.7 0.8 6.5

Table 2.Dry matter loss of the solid residue (% w) aftesvgth of B. xylanisolvenXB1AT
andR. intestinalisXxB6B4.

Dry matter loss (%)

Substrate  B. xylanisolven&XB1A' R. intestinalisxB6B4
oat spelt xylan 56.9+1.2 58.2+25
wheat 38.3+£0.8* 32.7+£1.1*
pea 30.7+84 229+24
corn 25.3+2.0 225+1.2
cabbage 39.1+29 389+29
leek 27.4+14* 379x1.7*

Each value represents the mean of three differdhires+ SD. Values marked (*) are found

statistically different between the two strains QB%) by the two-tailed Student’s t-test.
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Table 3. Distribution of total xylanase activity (%) aftéree days of growth d.
xylanisolvensXB1A" andR. intestinalisXB6B4 on the substrates.

Substrate B. xylanisolvensXB1A' R. intestinalisXB6B4
Cell-associatedExtracellular Cell-associated Extracellular
oat spelt
xylan 88.9+3.5 11.1+35 87.0+3.0 13.0+3.0
wheat 88.9+4.0 11.1+4.0 88.8+7.6 11.2+7.6
pea 95.3+1.5 47+15 90.1+4.6 9.9+4.6
corn 81.6 +18.3 18.4+12.7 86.0 +4.7 14.0+4.7
cabbage 80.4 +3.3 19.6 + 3.3 90.4 +4.7 9.6+29
leek 95.6 +3.9 6.6+1.4 95.3+4.2 7.1+1.7

Results are expressed as % of mean total activityree different cultures + SEM

Table 4. Xylanase specific activity measured after twosdaf/growth ofB. xylanisolvens
XB1AT andR. intestinalisxB6B4 on the different substrates.

Xylanase activity

Substrate B. xylanisolvensXB1A R. intestinalisXB6B4
oat spelt xylan 2357 + 154 1201 £ 251
wheat 146 £ 15 90 £ 10

pea 176 £51 231+11
corn 161 +31 101 + 22
cabbage 405 113 +13
leek 185 + 30 109 + 38

Specific activity is measured with oat spelt xyensubstrate and expressed in nmol of xylose

equivalent.mg proteihmin™. Results are expressed as the mean of specifitiast of three
different cultures + SEM.
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Figure 2.
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3. RESULTATS ADDITIONNELS

3.1 Composition des substrats complexes utilisgssdcette étude
Les substrats testés ont été choisis afin d’épeésentatifs de notre alimentation et
difféerent dans la composition de leurs parois vagsét plus ou moins riches en xylane. Le
choix a été fait a partir de données bibliograpbggyEwing, 2002 ; Favieet al, 1995,
Sauvantet al, 2002 et Weightmaret al, 1992), mais celles-ci étant trés limitées, rnewms
cherché a mieux caractériser ces substrats. Piastasages ont donc été réalisés pour
connaitre leur composition glucidique :
- dune part, le dosage des monosaccharides apra®lysel des parois végétales
(résultats présentés dans l'article n°1)
- d’autre part, le dosage de Van Soest qui est urtieatlé de fractionnement des parois
végetales, permettant de déterminer les fractietialasique et hémicellulosique des
parois (Van Soes Robertson, 1980} Tableau 10.

Tableau 10.Fractionnement des parois végétales d’aprés VastSzdrobertson

% de matiére seche % de NDF
NDF ADF ADL Cellulose | Heémicelluloses
Son de blé 43.5 9.2 2.7 15 79
Son de mais 60.7 8.9 0.6 14 85
Fibre de pois 61.6 40.9 2.2 63 34

NDF (Neutral Detergent Fiber) : parois végétales alterpar action de dodécylsulfate
en milieu neutre.

ADF (Acid Detergent Fiber): ligno-cellulose obtenuear p action de CTAB
(céthyletriméthylammonium bromure) en milieu ad@par HSO,, a partir de résidu NDF.

ADL (Acid Detergent lignine) : lignine estimée apréduction de la cellulose vraie par
H,SO, 72% a partir du résidu ADF.

NDF — ADF = hémicelluloses et ADF — ADL = cellulose
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Tableau 10. Bis.Ratios Arabinose/Xylane et GIcUA/Xylane des difiés substrats

Arabinose/Xylane GIcUA / Xylane
Poireau 0,8 2,6
Chou 2,0 2,2
Pois 0,4 0,8
Son de blé 0,6 0,2
Son de mais 0,6 0,2

Le dosage de Van Soest a été effectué sur sorédst de mais, pois, poireau et chou
blanc, mais les résultats obtenus pour les |égypaeau et chou) n'ont pas été validés. Ce
dosage, destiné a l'origine a analyser les pldioi@sageres, ne semble pas adapté a ce type

de substrat, dont la teneur en fibre est faible.

Les résultats du dosage de Van Soest montrentaguemposition en fibres des parois
végetales des substrats est différente (43.5 @@1.6analyse des teneurs en cellulose et
hémicelluloses montre que les céréales (sons deetblde mais) sont tres riches en
hémicelluloses (79% et 85% respectivement), alars tp fibre de pois (Iégumineuse)
contient plus de cellulose (63%) que d’hémicellab$34%). En parallele, les résultats du
dosage des monosaccharides présentés dans l'aftiglent suggéré des différences dans la
nature des composés hémicellulosiques des subétratges. En effet, les sons de blé et de
mais semblent riches en arabinoxylane (Article dhl@au 1), qui est un constituant majeur
des parois végétales de céréales (Izydor&\&iliaderis, 1995). Au contraire, la proportion
d’arabinose retrouvée dans la fibre de pois est falible (Article 1, Tableau 1) et corrobore
les données de la littérature indiquant une présémportante de xyloglucanes dans les

parois végétales de légumineuses (Buckeriegal, 2000, Powlowskiet al, 2009).

Ces substrats présentent également des rati@siadis des taux de substitutions trés
différents (Arabinose/Xylane et GIcUA/XylanEableau 10.Bi3.
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3.2 Dégradation et fermentation des différents strats par B. xylanisolvenXB1A"
et R. intestinalisXB6B4.

Pour évaluer la capacité de ces bactéries a de&gtad substrats complexes et a
utiliser les produits de dégradation pour leurssance, deux parametres ont été mesurés tout
au long des cinétiques bactériennes :

- la quantité de protéines bactériennes, représeatddi la croissance des bactéries ;
- la concentration en acides gras a chaine courteC@Qoroduits par les bactéries,
représentative de leur activité métabolique.
Les cinétiques ont également été réalisées a plasitbactéries cultivées sur sucres simples

(glucose ou xylose).

Dans les figures 24 et 25, 'ensemble des résubtatisnus sur les différents substrats,
et non présentés dans l'article n°1, sont décBitsxylanisolvensxB1A™ et R. intestinalis
XB6B4 se développent bien sur tous les substrdessatroissances les plus importantes sont

observées sur xylane oat spelt et sur son de bieghaque espéc€ifjure 24 A et O.
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Figure 24. Croissance de B. xylanisolvens XB1A, B) et de R. intestinalis XB6B4 (C, D)
sur xylane oat spelt A}, son de bléx), fibre de pois ¢), son de maise|, chou () et
poireau ©) pendant 9 jours et sur xylose)(ou glucosed ) pendant 24 heures. Les bactéries
ont été cultivées, en triplicat, pendant neuf goau 24 heures a 37°C, dans 40ml de milieu
de culture contenant 0.5% de substrat complexe.8% @le sucre soluble. Les graphiques
représentent, pour chaque point, la quantité mogeda protéines bactériennes (en mg)

obtenues a partir des trois cultures de 40ml.

La croissance bactérienne est particulierement itapte pendant les 24 premiéres
heures de cinétique, puis la biomasse évolue lartependant les 8 jours qui suivent. Le
méme profil est observé pour tous les substratd (saur la fibre de pois) et pour les deux
souches bactériennes. Ce phénoméne, observéBchgianisolvenB1A' etR. intestinalis

XB6B4, peut s’expliquer par le fait que pendantpesmieres 24 heures, les sucres solubles
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sont d’abord utilisés, puis ensuite, les substratsplexes sont hydrolysés et métabolisés plus
lentement. Les cultures sur fibres de pois diffepar la présence d’'un pic de croissance a 24
heures, puis d’'une chute des protéines bactériem@geurs qui pourrait témoigner d’'une lyse
bactérienne partielle puisque la biomasse se s@kéhsuite et reste constante jusqu’au 9
jour de culture. Il faut noter que le pH mesurégdi@nmilieu extracellulaire des cultures varie
trés peu au cours des cinétiques, puisqu’il edh.fleen début de culture et proche de 6.5 au

bout de 9 jours. Il a donc peu d’'influence surdesssances bactériennes.

En ce qui concerne les cultures sur sucres simpligaire 24 B et D, les deux
bactéries se développent trés bien sur les milieartenant du glucose. La phase
exponentielle de croissance est observée entreuhet 9 heures de culture, ensuite la
croissance reste stationnaire, puis les bactérmamencent a lyser apres 15 heures
d’incubation. Par contre, en présence de xyloserdssance dB. xylanisolven&XB1A' est
moins importante (environ 2 fois moins de biomagse sur glucose)}{gure 24 B), et celle
de.R. intestinalisxB6B4 est tres faibleHigure 24 D).

Lafigure 25 montre la quantité d’acides gras a chaine cod@&CC) produite par les
bactéries au cours des neuf jours de croissancé |€3eAGCC majoritairement produits par
B. xylanisolvensXB1A" (propionate) eR. intestinalisXB6B4 (butyrate) sont présentés sur

cette figure.
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Figure 25. Principaux acides gras a chaine courte produits Ba xylanisolvens XBTA
(propionate) et par R. intestinalis XB6B4 (butydafgendant 9 jours de culture sur les

différents substrats.

122



Résultats - Chapitre 1.

Des quantités importantes d’AGCC sont produitesleiepremiéres heures de culture,
ce qui correspond a la croissance importante de®ies entre 0 et 24 heures. Ensuite, la
production d’AGCC ralentit pour atteindre un platéa2 ou 3 jours. Puis le taux d’AGCC se
maintient au méme niveau jusqu’a la fin de la ¢quet, indiquant une production faible ou
nulle de ces AGCC par les bactéries. Le xylaneassbcié a la production la plus élevée
d’AGCC par les deux especes, notamment fRuintestinalisXB6B4. Les trois AGCC
majoritairement produits paB. xylanisolvensXB1A" sont le propionate, I'acétate et le
succinate. Des traces d’isovalérate ont aussiudétidiées (inférieur a 1,5mM), aucun autre
AGCC n’a été mesuré a des concentrations signifeatR. intestinalisXB6B4 produit deux
principaux AGCC : le butyrate et le lactate (voitidde 1), les autres AGCC ont aussi été
guantifiés pendant la croissance de cette baaéseul le formate a été détecté a de faibles

valeurs comprises entre 0,5 et 2,5 mM.

3.3 Produits de dégradation

La dégradation des substrats par les bactérieBéétia conduit a la libération de
différents oses et d'oligosaccharides dans le mikxtracellulaire. Comme décrit dans
I'article 1, le dosage des sucres libérés a éléséépar RMN-H et par dosage colorimétrique
(Dische 1955). Le dosage colorimétrique de Discheatré que des pentoses ou des hexoses
étaient présents dans le milieu de culture avatulation bactérienne a des concentrations
variant de 2 & 8mM. Ces sucres ont pu étre enepaieintifiés grace a la RMNHet les
résultats ont été présentés dans larticle 1. Leses présents au temps « TO » sont
rapidement utilisés par les bactéries en tout ddbutroissanceFgure 26). La figure 26A
représente les pentoses dosés dans les cultureglaoe « oat spelt ». Des pentoses sont
présents a TO dans les milieux de culture contefilangt de pois et son de blé, alors que des
hexoses sont plutdt présents dans les milieux dieires contenant chourigure 26B),
poireau et maisB. xylanisolvensXB1A" utilise trés rapidement ces sucres puisque af#és 1
heures de croissance, la quantité de pentoseshexa$es est tres diminuée. Par corfe,
intestinalisXB6B4 utilise plus lentement les sucres dispomsilnlans le milieu extracellulaire.
Lors de la dégradation des différents substratautdds sucres sont libérés mais sont
rapidement réutilisés pour la croissance bactéeieen ne sont donc pas (ou trées peu)
accumulés dans le milieu extracellulaire. Ces tésubnt été confirmés par RMN:irhais
aussi par chromatographie des sucres sur coucheenf@®CM, non montré). Les CCM

montrent que les sucres présents au temps zéraessantiellement des monomeéres (xylose
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ou glucose). Les trois techniques sont donc comgiéaires et permettent a la fois de
détecter, quantifier et identifier les sucres pnéselans le milieu de culture ou libérés par les
bactéries lors de la dégradation des différentstsatis.

Pentoses (mM)
Hexoses (mM)

Temps (jours) Temps (jours)

Figure 26. Pentoses (A) ou hexoses (B) présents dans leungk&racellulaire lors de la
croissance de B. xylanisolvens XB1l(&ourbe rouge) et de R. intestinalis XB6B4 (courbe

verte) sur xylane oat spelt (A) ou chou (B).

3.4 Activités xylanolytiques de B. xylanisolveXB1A™ etR. intestinalisXB6B4.

L’activité xylanolytigue des deux especes a ét@lymee qualitativement par
zymogrammes et quantitativement par dosage destéstspécifiques et totales durant les 9
jours de croissance bactérienne. L'article 1 préeskas résultats obtenus a partir des cultures

sur xylane, et nous présentons ici également cbtenas a partir des autres substraigyre

27).

Comme indiqué dans larticle n°1, les profils enzgigues deB. xylanisolvens
XB1AT et deR. intestinalisXB6B4 sont différents. En effet, les xylanasesdpites parB.
xylanisolvensXB1A™ ont des masses molaires comprises entre 38 ekDl@@lors que celles
produites paR. intestinalisXB6B4 ont des masses molaires comprises entreetLl0@0 kDa.
Pour une espéce donnée, quel que soit le subsyedE, les profils enzymatiques obtenus en

zymogramme sont semblables, notamment pour leebardtéiques majeures.
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Bacteroides xylanisolven$B1AT Roseburia intestinaliXB6B4
Protéines Protéines Protéines Protéines
bactériennes extracellulaires bactériennes extracellulaires
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C : Chou, poireau ou fibres de pois

Figure 27. Analyse de I'activité xylanolytique de B. xylatiems XB1A' et R. intestinalis
XB6B4, par zymogrammes, durant 9 jours de cinétigue dessamce sur les différents

substrats.

En effet, I'intensité des bandes observées sunylemgrammes, suggere que certaines
xylanases sont majoritaires, comme les xylanase38 aet 80 kDa produites paB.
xylanisolvensXB1A" et la xylanase & 160 kDa produite prRr intestinalisXB6B4. Ces
xylanases sont produites lors de la dégradatiorctdeun des substrats étudiés et sont
présentes tout au long de la cinétigBe.xylanisolvensxB1A™ semble produire plus de
xylanases lorsqu’elle est cultivée en présenceytimg, puisqu’'un nhombre plus important de
bandes est visible sur les zymogrammes des culsuese substrat. PolR. intestinalis
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XB6B4, les profils des cultures sur xylanes etlssrsons de céréales sont assez similaires
alors que les zymogrammes des cultures sur Iégomoesrent un nombre moins important

d’enzymes produites.

4. CONCLUSION ET DISCUSSION

L’ensemble de cette étude concernant la dégradatida fermentation de différents
substrats végétaux nous a permis de mieux compgrdaditructure et le fonctionnement des
systémes enzymatiques d& xylanisolvensXB1A' et R. intestinalis XB6B4, espéces

xylanolytigues majeures du colon humain.

Ces deux bactéries sont capables de déegraderfetrdenter de maniere efficace des
substrats de nature différente et plus ou moingptexas : céréales, légumineuse, légumes ou
polysaccharide pariétal purifié. La composition @dé@ments glucidiques qui structurent les
fibres végétales est variable pour les Iégumesjmégeuse et céréales, en particulier les
contenus en xylanes et glucanes, mais finalementedifférences ont été observées dans la
dégradation de ces substrats complexes par leérigactEn effet, seul le blé et le poireau
présentent des taux de dégradation significativérdéférents entreB. xylanisolvenst R.
intestinalis Par contre, une difféerence majeure a été obsgrweela dégradation du xylane
oat spelt commercial, deux fois plus importante cgite des autres substrats. La composition
en hémicelluloses et cellulose des parois végétafleence grandement leur dégradation par
les microorganismes. Rappelons que les deux esgdgd®es ici ne sont pas capables de
dégrader la cellulose (Chassat al, 2007), ce qui constitue un frein a I'hydrolysesd
substrats complexes riches en cellulose. Par esllda structure et I'enchevétrement des
polyosides au sein méme de la paroi jouent égaleorendle important dans la dégradation
des substrats par les bactéries. Le xylane comabegai est composé de 83% de résidus
xylose est plus facilement accessible que les hamioses imbriquées dans la matrice
polysaccharidiqgue complexe qui constitue les parégetales, et ou s’entremélent cellulose,

hémicelluloses, lignine et autres composants.

Le choix des substrats pour cette étude n'a paaigéépuisque peu de données sur la
composition des parois des Iégumes, fruits ou Esé&mnt disponibles dans la bibliographie.

Il existe des données sur les teneurs en paroisodesges et des aliments pour animaux,

126



Résultats - Chapitre 1.

mais trées peu concernant la composition précise pdesis végeétales consommees par
’Homme. Il aurait été intéressant d’inclure damdre étude un plus grand nombre de fibres
pariétales, comme celles de fruits par exemple.ldpes essais de cultures d&
xylanisolvensXB1A™ et R. intestinalisxB6B4 sur des milieux contenant de I'ananas olade
pomme ont été effectués. Les deux souches se @@addmt sur ces substrats mais les
quantités de fibres dans ces fruits étant tredefgimous avons privilégié d’'autres aliments.
Nous avions également pré-sélectionné deux autiestrats, le son d’avoine et la fibre de
pomme de terre, mais nous avons di les élimineaudecd’une croissance trop faible des

bactéries sur ces substrats.

Les principales différences liées a I'activité filytigue des deux espéces bactériennes
concernent la nature des systemes enzymatiquesitsr@d la colonisation des substrats. Le
mode de colonisation des parois végétales semblesfiet trés différent, puisqud.
intestinalisXB6B4 forme un biofilm sur les fragments végétdbigure 2 de l'article n°1) et
semble donc plus étroitement associée aux parsiaidgétales quB. xylanisolvensXB1A"
qui adhere de facon plus sporadique au substraitr&@ment aux microorganismes de
I'écosystéme rumen, peu de données sont disporsbtdes processus d’adhésion au substrat
et de colonisation des particules végétales pabaegéries du cblon humain. Des travaix
vitro récents sur des fermenteurs inoculés par des rsispe fécales humaines ont montré
par FISH que le son de blé était principalemenbrisé par des especes appartenant au
cluster IVa des clostridies, incluant les espé&liestridium hathewayi, Eubacterium rectade
Roseburia spainsi que quelques especeBaeteroideqLeitchet al, 2007). Ces travaux ont
été étendudn vivo par une analyse moléculaire des populations mienoles associées aux
fractions luminales ou particulaires de feces dentaires sains. Cette étude a montré que,
bien que les séquences ribosomaled-dmicutes dominent celles deBacteroidetesaussi
bien dans la phase luminale que dans les partisoledes contenant les fibres, la proportion
deFirmicutes(y comprisRoseburid est plus importante dans les particules que @apbase
liquide (77% versus 66%). Au contraire, I&acteroidetessont significativement plus
nombreux dans la phase liquide que dans la phdisie £89% versus 19%) (Walkext al,
2008). Ces resultats suggerent queBasteroidesutiliseraient préférentiellement les substrats
solubles ou solubilisés par d’autres especes, ajoesRoseburiaet certaines espéces de
Ruminococcus dont les espéces cellulolytiques (Robert et BemBonadille, 2003),
dégraderaient plutét les substrats solides. Ndtréeéde la colonisation des substrats par les

deux espeéces, bien que préliminaire, va dans leers&ms. En conclusion, il semblerait donc
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gue, dans le colonRoseburia,et lesFirmicutes en général, seraient plutbt associés a la
fraction solide, leur conférant ainsi un avantage napport auxBacteroidesqui sont plutét
retrouvés dans la phase liquide, ou bien en csllidelées sur les fibres et donc moins
étroitement associées au substrat. Cependantpuoekisions vont a I'encontre des travaux de
Macfarlane et Macfarlane (2006) qui ont égalemanvisla colonisation de particules
alimentaires résiduelles par les bactéries féc@les.auteurs n’ont pas trouvé de différence de
diversité, par méthodes culturales, entre les @jouls adhérentes aux particules alimentaires
et les non-adhérentes, les genBexteroideset Bifidobacteriumétant les plus représentés
dans les deux communautés. Cependant, ces comrésnaatmblent métaboliguement
différentes puisque les populations adhérentes adégt préférentiellement les
polysaccharides et produisent de 'acétate, alaeslgs populations non-adhérentes seraient
plutét fermentatives et produisent du butyrate. digergences observées entre les résultats de
ces études et celles citées précédemment peuvenir de différences dans la composition
du microbiote des volontaires ou de leur régimenailitaire, ou encore des approches
expérimentales utilisées par les auteurs. Ces ghwees démontrent que des études
supplémentaires sont nécessaires pour mieux couanerds colonisation des aliments et les
mécanismes d’adhésion mis en place par les priesigspeces bactériennes du célon, avant

de tirer des conclusions plus générales.

Quant aux systemes xylanolytiques des deux espkaetriennes étudiées, ils
conférent a ces bactéries d’'autres avantages égo&sgEn effet, les mesures d’activité
effectuées ont montré que les xylanases sont &s0@ plus de 80% aux cellules
bactériennes. Ceci suggére que ces enzymes santitaisgment localisées a la surface de la
bactérie, et actives dés que la bactérie entreomtact avec son substrat. Ce processus
acceélere certainement l'internalisation et I'utition des sucres libérés lors de I'hydrolyse des
fragments végétaux par les bactéries. Dans un st&rsg comme le cblon, nul doute que ces
bactéries possédent un avantage compétitif palorappx autres microorganismes présents.
Cette hypothése est également soutenue par ldesfaibncentrations en sucres mesurées
dans les milieux extracellulaires des culturesBdexylanisolvensXB1A" et R. intestinalis
XB6B4. Les bactéries internalisent rapidement légosaccharides produits lors de la
dégradation des polymeres et optimisent ainsilisation des sucres. Bien g&e intestinalis
XB6B4 soit capable d’adhérer plus massivement pidf aux parois végétales qus.
xylanisolvensXxB1A, I'utilisation des sucres solubles issus de I''mjge des parois reste

plus rapide paB. xylanisolven&B1A', comme cela a pu été démontré & la fois par RMN et
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dosage des sucres totaux. Ceci pourrait étre expli@gr un systeme de transport des sucres
plus efficace chezB. xylanisolvens XB1A", ou une meilleure affinité pour ces
oligosaccharides. Notons, par ailleurs, gudntestinalisXB6B4 a une croissance tres faible

en présence de xylose, qui pourrait étre explignaéaine inefficacité du transport de ce sucre.

La nature des systémes enzymatiqueBdaylanisolvensXB1A" et R. intestinalis
XB6B4 différe sur plusieurs point&. xylanisolvensXB1A" produit des xylanases dont la
taille est comprise entre 38 et 170kDa alors BuéntestinalisXB6B4 posséde un systéeme
plus caractéristique de celui des bactéries Gratattrés écosystemes fibrolytiques, par la
présence de xylanases de masses moléculaires £laaraprises entre 100 et 170kDa.
Certaines enzymes possede une localisation intexwacellulaire spécifique, comme c’est le
cas pour la xylanase de 38kDaRlexylanisolvenB1AT qui est uniquement retrouvée dans
la fraction bactérienneF{gure 27). Cette xylanase associée aux cellules parait tres
intéressante puisque d’autres xylanases semblablgsdécrites dans la bibliographie. Ces
enzymes de petite taille sont souvent composées séul module (catalytique), et sont
périplasmiques chez les bactéries a Gram négatifgytoplasmiques chez les bactéries a
Gram positif, ce qui conféere aux bactéries un agmtsupplémentaire pour dégrader
efficacement les substrats, en « séquestrant préekiits d’hydrolyse du xylane par exemple
(Miyazaki et al, 1997). D’autres xylanases paraissent importaokex B. xylanisolvens
XB1AT (xylanase & 80kDa) et ch& intestinalisXB6B4 (xylanases de 140 & 160 kDa), une
forte activité xylanolytique de ces protéines ayatnatmise en évidence sur zymogramme. Ces
xylanases, qui semblent majoritaires, sont prodpse les bactéries lors de la dégradation de
'ensemble des substrats étudiés (xylane et substaplexes).

Les activités enzymatiques mesurées dans les tsxhactériens d8. xylanisolvens
XB1A" et R. intestinalisXB6B4 cultivées sur les différents substrats swas élevées,
notamment dans les cultures sur xylane. Ceci segges induction de I'expression des génes
de xylanase en présence de xylane, ou au contnageépression catabolique par les sucres
libérés lors de I'hydrolyse d’autres substratss tgie par exemple le glucose libéré par
hydrolyse de glucanes (voire une association des decanismes). Cette hypothese a été en
partie vérifiée au cours de mon travail de thésesefprésentée dans le chapitre « résultats-
partie 2 » de ce manuscrit. Le niveau élevé de leur activji@nase suggere que les deux
espeéces bactériennes étudiées jouent un rdOle iamportians la dégradation des

hémicelluloses, et en particulier du xylane, danedlon. Ces deux bactéries ont en effet des
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activités xylanases plus élevées que celles meswiéez les bactéries xylanolytiques du
rumen qui est pourtant un écosysteme digestif drgrincipale fonction est la fibrolyse
(Béra-Malillet et al, 2004, 2005; Reveneaat al, 2003; Miyazakiet al, 1997). B.
xylanisolvensXB1A' et R. intestinalisxB6B4 représentent donc des espéces xylanolytiques
importantes dans le célon humain, et jouent un céltainement majeur dans la dégradation
des fibres alimentaires par le microbiote intestiAéin de le confirmer, la prévalence de ces
deux espéces devra étre mesurée chez un nombretampd’individus. De récents travaux
au laboratoire ont d’ores et déja montré que legBacteroidestait retrouvé dans les selles
de 5 sujets sur 6 (et comportait plusieurs espddérentes), et qudR. intestinalisétait
présente chez 3 des 6 sujets (Chassiadl, 2007).

Le travail réalisé dans cette premiere partie perme de dégager différentes

perspectives

- Tout d’abord, une étude moléculaire complete desegyes xylanolytiques des deux
bactéries modeles devra étre réalisée. En effetm@mnous I'avons souligné dans notre étude
bibliographique, la composition et I'organisatioesdsystémes fibrolytiques des bactéries du
cblon humain sont totalement méconnues. Quelqueséds récentes, telles que le nombre de
genes de glycoside-hydrolases présents, sont isseesprogrammes de séquencage du
génome de certaines espéces du cOlon de 'homres tglieB. thetaiotaomicronou B.
ovatus comme nous l'avons évoqué dans notre revue bitalghique (Partie C, paragraphe
1.1.3). La premiére partie de mon travail de thaggermis de mettre en évidence plusieurs
composantes des systemes hydrolytiques des bactéadeles et de mesurer leur efficacité
pour dégrader les substrats pariétaux. Afin de ¢@t@pce travail, un inventaire moléculaire
des geénes de glycoside-hydrolases impliqués dandétmadation des xylanes ch&
xylanisolvenset R. intestinalisa été entrepris, et est rapporté dans la deuxparte de ce

manuscrit.

- Une deuxieme perspective de ce travail concernendele d’adhésion des deux
bactéries a différents substrats polysaccharidigiis de confirmer nos premiers résultats
obtenus par microscopie électronique a balayage, biectéries adhérentes et/ou non-
adhérentes pourraient étre quantifiées, par exepgvlenarquage fluorescent des cellules. Par

ailleurs, les systemes d’adhésion de ces deux espmactériennes pourront également étre
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étudiés. L’analyse génomique des systemes fibogulgs pourra donner tout d’abord quelques
indications comme la présence de CBM (par exemgle) lorsqu’ils sont associés a des
enzymes ancrées a la surface bactérienne, peueemtefire la liaison des enzymes au
substrat. Cela a été proposé pour d’'autres bast@vigon, et al, 2001 ; Rakotoarivoninat

al., 2009). Des structures spécialisées telles quePdepourraient aussi étre recherchées
(Rakotoarivonina,et al, 2005), ainsi que la présence de séquences atsign> des

cellulosomes, structures qui permettent en génégalement I'adhésion bactérienne au
substrat. En effet, jusqu’a présent aucune straataHulosomale n’a encore été décrite chez

des especes bactériennes d’origine humaine.

- Enfin, les interactions existant entre les deuxtdrés modéles devront étre étudiées,
afin de mieux comprendre leur réle respectif ddésokystéme colique. Ces interactions
pourront étre étudiées en co-cultumevitro, afin de voir s’il existe une compétition, ou au
contraire une synergie pour la dégradation de réiffis substrats hémicellulosiques entre les
deux espeéces. De plus, la colonisation des véggtauxne association de ces deux bactéries
pourrait étre suivie grace a un marquage spécifiguene visualisation en microscopie
confocale (Pampt al, 2009 ; Macfarlane et Macfarlane, 2006). Cett¢hoae permettrait en
effet de mettre en évidence la répartition spagala distribution relative de ces deux especes
sur différents substrats. Enfin, l'interaction enttes deux espéeces bactériennes pourrait
egalement étre étudiée vivo, dans des modeles de rats mono- ou di-associésff&nnous
disposons au laboratoire de modeles de rats ax@nigans microorganismes) auxquels nous
pouvons inoculer une ou plusieurs souches bacté&geafin de suivre leur deveriir vivo.
Nous pourrions ainsi étudier la compétition entes deux bactéries dans le tube digestif
animal, et identifier une éventuelle prépondéragic@e espéce par rapport a une autre, en

fonction du régime alimentaire et de leur local@adans l'intestin (Mahowaldt al.,2009).
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RESULTATS — CHAPITRE 2

Caratérisation moléculaire des systémes enzymatigsieleB. xylanisolvensXB1A'
et R. intestinalisXB6B4

1. INTRODUCTION

Pour dégrader les xylanes, les bactéries produisemtlarge variété d’enzymes qui
agissent de maniére complémentaire. Comme nousni&vappelé dans notre introduction
bibliographique, les xylanases (endoxylanases) soajoritairement retrouvées dans les
familles 10 et 11 des glycoside-hydrolases (GH)sndés enzymes ayant des activités
xylanases/xylosidases sont aussi retrouvees daffianelles de GH 5, 7, 8, 30 et 43 (Collins,
et al, 2005). Les enzymes de la famille GH43 affichené spécificité pour les substrats
contenant de l'arabinose, comme les arabinoxylapes;e sont en grande majorité des
xylosidases ou arabinofuranosidases. Les xylossdsget aussi retrouvées dans les familles
GH3, 30, 39, 51, 52 et 54, et les arabinofuranssislalans les familles GH3, 51, 54 et 62

(http://www.cazy.ordl. D’autres enzymes interviennent également pogratker les xylanes,

comme les enzymes débranchantes feruloyl estemasexétyl-xylane estérases et kes

glucuronidases.

Nous avons choisi, dans le cadre de ce travailnaies limiter & la recherche des
enzymes impliguées dans I'hydrolyse de la chainacipale des xylanes. Parmis ces
glycoside-hydrolases, nous nous sommes limitéseaaymes les plus fréquentes, c’est a dire
les endoxylanases des familles GH10 et GH11, deégmt des xylosidases de la famille
GHA43.

Les systémes enzymatiques mis en place par ledrlesckylanolytiques du cblon sont
encore peu connus aujourd’hui. Les espéces du @auteroides qui constituent une large
proportion du microbiote intestinal (Suat,al, 1999 ; Chassareéf al, 2008) ont été décrites
comme capables de fermenter les xylanes (Salgeet, 1977; Hespell & Whitehead, 1990;
Hopkins, et al, 2003). Le séquencage des génomeB.dihetaiotaomicron, B. ovatust B.
fragilis, a montré la présence de genes codants pour tessgs de la famille GH10 (Xet
al., 2003; http://www.cazy.org, et de nombreux genes susceptibles de coder gesir
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enzymes de la famille GH43 ébleau 8, mais aucune caractérisation compléete des systeme
enzymatiques d’espéces xylanolytiques, comBacteroides xylanisolvensXB1A" et
Roseburia intestinaliXB6B4, n'a encore été réalisée. Grace a la caiaaté@n fonctionnelle
des systemes enzymatiques de ces especes baasriguna fait I'objet de la premiere partie
de mon travail de these, nous avons montré quel@es bactéries possedent des systemes

enzymatiques diversifiés qui leur permettent dealdgy efficacement les parois végétales.

Pour entreprendre la caractérisation moléculairesgsteme de dégradation des
xylanes deB. xylanisolven&XB1AT etR. intestinalisXB6B4, nous avons cherché & identifier
les génes codant pour les xylanases produites gmrdeux bactéries. Une autre espéce
bactérienneBacteroidessp. XB12B, a également été associée a cette é@atte souche,
isolée précédemment au laboratoire (Chass&rd)., 2007), semble proche dgacteroides
cellulosilyticus,une espéce cellulolytique récemment isolée desélimaines et présentant
de fortes activités endoglucanase (Chassatr@dl, 2005 ; Robertet al, 2007). La souche
XB12B de Bacteroidessp. présente également une activité endoglucarddgrade la
cellulose Sigmacell et possede une activité xyknsigperieure a la souche type He
cellulosilyticus (Chassardet al, 2007). L’espéceBacteroidessp., a laquelle appartient la
souche XB12B, pourrait alors représenter un grdapetionnel important dans le microbiote
intestinal humain, puisqu’elle produit a la foissd=ellulases et des xylanases. C’est la raison
pour laquelle nous avons choisi de caractériseleggamt le systéme fibrolytique de cette

espece, en prenant XB12B comme modéle.

Différentes méthodes ont été utilisées afin de eattter les génes codant pour les
xylanases de ces bactéries. Tout d’abord, des RCRBt® effectuées en utilisant des amorces
spécifigues de séquences de genes codant pour yl@sases d'especes bactériennes
phylogénétiquement proches & xylanisolvensXB1A", Bacteroidessp. XB12B et deR.
intestinalisXB6B4. Cette approche a été facilitée par la digmbté, fin 2008, des données
de séquencage de génomes d’especes ou de souohbksespde celles que nous étudions,
telles queRoseburia intestinali$1-82 ouBacteroides intestinali®SM17393. De plus, des
PCR ont été réalisées en utilisant des amorcesndéggs spécifigues des familles de
glycoside-hydrolases 10, 11 et 43. Le niveau d'esgion de certains des génes identifiés
grace a ces différentes méthodes a ensuite étéifipiadans des cultures bactériennes
réalisées sur différents substrats carbonés. Dedysms en électrophorese mono et

bidimensionnelle de protéines nous ont aussi pemfdentifier certaines enzymes par
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MALDI-ToF et ainsi de confronter les profils enzytigaes obtenus en zymogramme avec

I'identification précise des xylanases présentes.

Enfin, en avril 2009, le séquencage du génomeBdeylanisolvensXB1A™ a été
réalisé dans le cadre du projet de séquencage dagémdme intestinal humain (projet
METAHIT coordonné par I'INRA). Bien que I'annotatiodu génome n’ait pas encore été
effectuée, nous avons pu, grace a un travail dmfbionatique sur la séquence brute du
génome, identifier d’autres genes de xylanasedyebgjde-hydrolases présents chez cette

espece bactérienne.
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2. RESULTATS

2.1 Recherche des génes de xylanases par amplifioatPCR a partir des ADNg

Pour rechercher les génes codant pour les xylards&s xylanisolvensXB1A',
Bacteroidessp. XB12B etR. intestinalisXB6B4, nous avons employé la technique de PCR
en utilisant plusieurs couples d’amorces spécique genes de xylanases d'espéces
bactériennes phylogénétiquement proches. Bienagugylanases soient aussi retrouvées dans
les familles de GH 5, 7, 8 et 30, nous nous somimealisées sur les enzymes appartenant
aux familles GH10, 11 et 43, familles qui regrouplarmajorité des xylanases et xylosidases
identifiées chez les bactéries du c6lon ou d'auémssystemes digestifs (voir introduction
bibliographique).

2.1.1 Genes amplifiés par PCR chez R. intestinXIB6B4

Sur le génome de la soucReintestinalisd.1-82, qui est la souche type de I'espéece et
dont le génome a été annoté en octobre 2008, lassgeodant une xylanase GH10
(ZP_04743263) et 7 xylosidases GH43 (ZP_04742694, 04742695, ZP 047431316,
ZP 04744774, ZP_04744846, ZP 04744873, ZP_047461RR) été identifiés. Pour
rechercher ces genes de xylanases BheatestinalisXB6B4, des amorces ont été dessinées
a partir de la séquence de ces genes et ont pdiisoter xyn10A, xylA, B, C, D, E, Fet G
(Tableau 11J).

Le séquencage des fragments d’ADN amplifiés dRemtestinalisXB6B4 a montré
une grande homologie des séquences nucléotidiqugsrieure a 98% powynl0A des
genes de ces deux souches bactériennes. Aucurcgéaet pour des xylanases de la famille
GH11 n’a été identifié dans le génomeRlentestinalid.1-82.
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Tableau 11 Amorces oligonucléotidiques utilisées pour amplifes genes de xylanases ou

xylosidases a partir de '’ADNg de R. intestinalB6B4 (température d’hybridation : 55°C)

Géne Famille de GH

Amorces

Séquence (5'-3

Bactérie d'origine*

R. intestinalis XB6B4

xyn10A GH10 6B4.GH10.6330-F GGGTTTGAAACGAAATTGGA R. intestinalisLI-82
6B4.GH10.6331-R TCAAGGCACTTTTTGCCATT R. intestinalisLI-82
xyl43A GH43 6B4.GH43.2694-F TTAGATGGTGTGATCCGTGAA R. intestinalisLI-82
6B4.GH43.2694-R GGCAACCGCATAAATACCTG R. intestinalisLI-82
xyl43B GH43 6B4.GH43.2695-F CACTTGGAACCTGGGAAAA R. intestinalisLI-82
6B4.GH43.2695-R GGCAGTACCAAAAGCTGCTC R. intestinalisLI-82
xyl43C GH43 6B4.GH43.3116-F CGAACACTTTCCTGCTCTCC R. intestinalisLI-82
6B4.GH43.3116-R AATATTTGCGCCAACGATTC R. intestinalisLI-82
xyl43D GH43 6B4.GH43.4774-F ACGTGATCCGCGTAGAAGAC R. intestinalisLI-82
6B4.GH43.4774-R CAGGCACTTCCTCCTGTTTC R. intestinalisLI-82
xyl43E GH43 6B4.GH43.4846-F CTGTAGGGTGGGGAAGATT R. intestinalisLI-82
6B4.GH43.4846-R CCGGTATTCCCTCATACGAA R. intestinalisLI-82
xyl43F GH43 6B4.GH43.4873-F TCCAGTTGTCCGTGGTTTTT R. intestinalisLI-82
6B4.GH43.4873-R CTGTTTTCCCCTGTTTCCA R. intestinalisLI-82
xyl43G GH43 6B4.GH43.6123-F CGGGATTTAATGCAGATCCA R. intestinalisLI-82
6B4.GH43.6123-R TTCTTTATAGTCAAAACTGCGGAA R. intestinalisLI-82

* Bactérie d'origine utilisée pour le design desoaras

Les structures modulaires des produits de ces gamdgeprésentées danddéleau
12. Les enzymes dont les genes ont été identifiés RhéntestinalisXB6B4 ont des masses
moléculaires élevées, comprises entre 60 et 160 k&matailles des endoxylanases produites
par la bactérie et observées en zymogramme étedanprises entre 100 et 170 kDa (voir
« Résultats-Chapitre 1 »). L’enzyme BeintestinalisXB6B4 qui posséde la plus haute masse
molaire, parmi les enzymes nouvellement identifiéest la xylanase XynlOA, seule
représentante de la famille 10 des glycoside-hgdies. Xyn1l0A posséde une structure
modulaire complexe qui comprend un module reconau RFam comme un module de
liaison au substrat (CBM 4-9), un domaine cataligsH10, et trois autres domaines plus
courts en région C-terminale, dont un domaine detfon inconnue, un domaine Ig-like et un
domaine fibronectine (Fn3). Sept autres glycosigdrdlases ont été identifiees, elles
appartiennent toutes a la famille GH43 et sont dprabablement des xylosidases. Cing
d’entre elles, Xyl43B, C, E, F et G, possedente®ent un domaine catalytique GH43. Les
deux autres enzymes, Xyl43A et Xyl43D, sont bi-matas, et sont constituées d’'un
domaine catalytique, et d'un autre domaine : resgEoent une ankirine (ayant un réle dans

les interactions entre protéines) et un domain®uetion inconnue.
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Les xylanases et xylosidases qui composent leragskglanolytique d&. intestinalis
XB6B4 ont donc des structures protéiques originagevariées. De maniére surprenante,
aucune des enzymes prédites chez cette espécessedpale séquence clairement reconnue
par analyse bioinformatique comme séquence sidutig: f/www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

et http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosuisignaisamal submit.htnm)l

Tableau 12. Structure modulaire des enzymes correspondant ganes isolés chez R.
intestinalis XB6B4

Nom Famille de GH Masse Structure
Xyn10A GH10 160 kDa [CI &SN [ |
Xyl43A GH43 60 kDa
Xyl43B GHA43 61 kDa [E——
Xyl43C GH43 57 kDa —
Xyl43D GHA43 57 kDa I
Xyl43E GH43 59 kDa —
Xyl43F GH43 57 kDa —
Xyl43G GH43 61 kDa —
— Peptide signal | Domaine Ig like famille 2

— Domaine catalytique GH10 =—= Domaine a fonction inconnue
E—— Domaine catalytique GH43 s Fibronectine type Il
AN CBM famille 4-9 = Ankirine

2.1.2 Génes amplifies par PCR chez Bacteroides&i12B

Pour rechercher les genes de xylanases a pait&ldig de Bacteroides spXB12B,
nous avons utilisé des amorces spécifiques desasds identifiées cheB. intestinalis
DSM17393 dont le génome a été annoté en juin 2@08.effet, B. intestinalis est
phylogénétiquement proche Bacteroides spXB12B (Chassardst al, 2007 ; voirfigure 22

de Il'introduction bibliographique), ce qui laissepposer une assez bonne conservation des
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séquences nucléotidiques entre les 2 espéces. geones codant pour des xylanases GH10
(ZP_03016608, ZP_03016590 et ZP_03016604) et utenase bi-fonctionnelle GH10-43
(ZP 03016595) sont répertoriés chigz intestinalis les genes correspondants ont alors été
recherchés dans le génomeRBketeroides spXB12B. Trois des quatre genes recherchés ont
ete amplifies a partir de 'ADNg de XB12B et sed péne de la xylanase GH10
ZP 03016608 n'a pas été détecté dans cette soddideéu 13. Les homologies de
séquences des genrgnlOA, xynlOBet xyn10+43Aavec les géenes de la souche Rle
intestinalissont respectivement de 92, 87 et 9Bbintestinalisest susceptible de produire
aussi plusieurs enzymes de la famille GH43 (27 geafe xylosidases répertoriés dans le
génome), mais les génes susceptibles de codes-celiéont pas encore été recherchés par
PCR dans le génome de la sou@ecteroides spXB12B. Bacteroides spXB12B etB.
intestinalis étant tres proches (voir ci-dessus), il est tnebagble que la souche que nous
étudions (XB12B) produise elle aussi, un nombreadrtgnt de xylosidases de la famille
GHA43.

Tableau 13 Amorces oligonucléotidiques utilisées pour amplifes genes de xylanases ou
xylosidases sur ’ADNg de Bacteroides sp. XB12Bm@érature d’hybridation : 55°C)

Géne Famille de GH Amorces Séquence (5'-3 Bactérie d'origine*

Bacteroides sp XB12B

Xyn10A GH10 GH10-Amd-12B-F GCAACCGTTTCCAATAGCA B. intestinalis DSM 17393
GH10-Amd-12B-R AAAAGCAACTGTGTCCATGTG B. intestinalis DSM 17393

Xyn10B GH10 GH10-Bactint-F CCGAAGATGCCAAGAACAAT B. intestinalis DSM 17393
GH10-Bactint-R CCAATCCATCAGCAAAACCT B. intestinalis DSM 17393

xyn10-43A  GH10+43 Xyn12B-GH10+43-F GCCGAAAACTGCATGAAGAG B. intestinalis DSM 17393
Xyn12B-GH10+43-R TTCACCTTTCATGGGGTCAT B. intestinalis DSM 17393

xyl43A GH43 Bthe-75476-ECM-F CGAACACGTTTGCAGTTTAT B. thetaiotaomicronvPI-5482
Bthe-75476-ECM-R CAGAAGCCCGAAAGTATATG B. thetaiotaomicronvPI-5482

* Bactérie d'origine utilisée pour le design desars:

hY

Néanmoins, un géne codant pour une xylosidase GH#&8 amplifié a partir de
'ADNg de Bacteroides spXB12B (Tableau 13, a l'aide d’amorces qui avaient été
dessinées a partir d'un gene de xylosidasB.dbetaiotaomicron/P1-5482 (AAO75476). Le
gene amplifié cheBacteroidessp. XB12B kyl43A), présente 79% d’identité avec celuilBle
thetaiotaomicronvPI-5482.
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La structure modulaire des xylanases dont les gamtesté identifiés cheRacteroides
sp. XB12B est présentée danddbleau 14

Tableau 14 Structure modulaire des enzymes correspondant gemes isolés chez
Bacteroides sp. XB12B

Nom Famille de GH Masse Structure

Xyn10A GH10 83 kDa I I I |

Xyn10B GH10 80 kDa
Xynl10-43A GH10 et 43 100 kba [ B

Xyl43A GH43 37 kDa [

— Séquence sign le —= Esterase famille CE13

===  Domaine catalytique GH10 === Domaine Ig-like famille 2

=== Domaine catalytique GH43 sss1 CBM famille 4-9 (PFam) ou |

Les masses molaires des enzymes GH10 et GH10-4B8Acsmnprises entre 80 a
100kDa. Ces masses molaires sont comparables as cd# xylanases produites par
Bacteroides sp XB12B cultivé sur milieu contenant du xylane ebservées en
zymogrammes : en effet, la taille de ces enzymesansprise entre 45 et 100 kDa, et deux
bandes de forte intensité sont observées a 80 (etkDA& (igure 28). Notons que pour
Bacteroidessp. XB12B, les xylanases sont essentiellementcaseso aux bactéries, puisque
seules des bandes tres faibles d’activité sontreéss en zymogramme dans la fraction
extracellulaire. La seule GH43 identifiée, Xyl43&,une masse molaire plus petite, de 37
kDa.
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150 kDa
100 kDa

75 kDa

50 kDa

-
Ll
o,

Figure 28 Analyse en zymogramme des xylanases bactériehnes éxtracellulaires (2) de

Bacteroides sp. XB12B cultivé 48 heures sur uremitontenant du xylane.

Les enzymes prédites a partir des génes identifitez Bacteroides sp XB12B
présentent elles aussi des structures modulainggnaes, notamment les GH10. Deux
enzymes, XynlOA et Xynl0-43A, pourraient étre hidtonnelles. En effet, Xynl10A
posséde un domaine catalytigue GH10 et un domaitadytique estérase de la famille CE1
(coumaroyl- ou feruloyl-estérase), reliés entre pak un module Ig-like, souvent impliqué
dans les liaisons inter-protéines. Par ailleursn20¢43A possede a la fois un domaine
catalytigue GH10 et un domaine GHA43, Ilui conféramihsi une double activité
xylanase/xylosidase. La structure de XynlOB est allissi peu commune, car elle est
constituée d’'un domaine GH10 entrecoupé par dewufes. Ces modules sont reconnus par
PFam comme des modules de liaison au substrat sigo&-famille 4-9, mais seraient plutot
des modules X dont la fonction reste a établir (Bedt Henrissat, communication
personnelle). Enfin, Xyl43A présente une structsimple, composée d’'un seul domaine
catalytigue GH43Tableau 149.

Exceptée Xynl1O0A, les trois autres xylanases ouskgises d8acteroides spXB12B

possédent une séquence signal.

2.1.3 Génes amplifiés par PCR chez B. xylanisolvEBL A’

PourB. xylanisolvensXB1A', nous avons d’abord testé plusieurs couples d'e@sor
dessinés a partir des genes de xylanases et xadesiddentifiés chez des espéces du genre

BacteroidesSur la banque de données Cazy, sont répertogéads de xylosidases GH43 de
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B. thetaiotaomicron VPI-5482 (AAQ78767,

AAO75476, AAO78780, AAO78001,

AAO78004 et AAO78149), un géne de xylanase GH1MBdevatusV975 (Xyll) et trois
génes de xylosidases GH43 (BAD47104, BAD51105 eH@3829) de deux souches Be
fragilis (YCH446 et NCTC 9343). Plusieurs couples d’amaqrcésgant le géne entier ou une

région plus conservée du gene correspondant auidercatalytiue de 'enzyme codée, ont

alors été utilisés pour rechercher ces génesBhrylanisolven&B1A". Aprés de nombreux

essais de PCR et plusieurs modifications de diparamétres afin d’optimiser l'efficacité

d’amplification, seulement un géne de la famille 43Hkyl43A a été amplifié par cette

stratégie Tableau 15. Le génexyl43Aa été amplifié avec les amorces spécifiques de gén

AAOQ75476 deB. thetaiotaomicronet les séquences nucléotidigues de ces deux génes

présentent 84% d’identité.

Tableau 15 Amorces oligonucléotidiques utilisées pour amplifess genes de xylanases ou

xylosidases & partir de ’ADNg de B. xylanisolv&BslA’ (température d’hybridation : 55°C)

Gene Famille de GH Amorces Séquence (5'-3) Bactérieatigine*
B. xylanisolven. XB1A'
xyn10A GH10 Xyn10A-1A-F AGCATATTCAGGACGATTGG B. xylanisolvensxB1A"
xyn10A-1A-R AAGGTCATTTCGGCATAGC B. xylanisolvensxB1A"
xyn1l0B GH10 1A-80kDa-F TTGCTCCATCACTACCGACA B. xylanisolvensxB1A'
1A-80kDa-R ATTTACCAGCCAATCCGTCA B. xylanisolvensxB1A"
xXyl43A GHA43 Bthe-75476-ECM-F CGAACACGTTTGCAGTTTAT . thetaiotaomicronvPI 5482
Bthe-75476-ECM-R CAGAAGCCCGAAAGTATATG . thetaiotaomicronVPI 5482
xyl43B GH43 78767-1AgenomF GCTCCTCTTTTTGTCGGTGA B. xylanisolvensxB1A'
78767-1AgenomR CCTCCGTTCCTTCATCGTAG B. xylanisolvensxB1A"
xyl43C GH43 51105-1AgenomF TATCCGCTTCCTTTCGATCA B. xylanisolvensXB1A'
51105-1AgenomR TTTCACGACTTTCGACAACG B. xylanisolvensxB1A"
xyl43D GH43 GH43-1AgenomF CGGAGGTCGGAGGTATTGAT B. xylanisolvensxB1A"
GH43-1AgenomR GTAAATCCACCAGCCGTTGT B. xylanisolvensxB1A"

* Bactérie d'origine utilisée pour le design deoers:

Les amorces précédemment utilisées pour amplier denes de xylanases chez

Bacteroides spXB12B ont aussi été testées sur I'ADNg Be xylanisolvensXxB1A', et

réciproguement. Aucun géne n’a été amplifié deeaegniere.

Au cours de la derniere année de ma these, le gépantiel (10% manquant) et non

annoté deB. xylanisolvenXB1A" a été disponible en avril 2009. Malgré un décoepagy
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petits contigs, qui augmente la difficulté pourlésades genes entiers, nous avons repéré sur
le génome de XB1A, des séquences nucléotidiqueantqubur des xylanases ou xylosidases
sur lesquelles ont été dessinées de nouveaux sodpleorces T ableau 15. Ces zones ont
éte repérées sur le génome grace a des rechemhberpologie de séquence avec les genes
précédemment décrits d& thetaiotaomicron, B. ovatusu B. fragilis. Plusieurs couples
d’amorces dessinés sur ces séquences dintérétlorg permis d’amplifier cing génes
supplémentairesxyn10A, xyn10B, xyl43B, xyl43Exyl43D (Tableau 15)

Les enzymes prédites a partir des genes amplitied ADNg de B. xylanisolvens
XB1AT sont présentées danstébleau 16.Les masses molaires de ces protéines putatives
sont comprises entre 36 a 92kDa. Les deux enzymé&sfdmille GH10, Xyn10A et Xyn10B,
possedent des structures différentes : 'une esiposée d’'un seul domaine catalytique et
lautre d’'un domaine catalytique entrecoupé parxdeomaines (CBM4-9 ou X). Les
enzymes de la famille GH43 prédites ciiezxylanisolvenXB1A™ présentent des structures
variables. Deux d’entre elles comprennent un sealaine catalytique (Xyl43A et Xyl43D)
et les deux autres possedent, en plus du domatagtpue, un domaine discoidine qui
pourrait étre impliqué dans la liaison au subst¥ati43B et Xyl43C) ainsi qu’'un domaine

fibronectine pour Xyl43C.

Tableau 16 Structure modulaire des enzymes prédites a paes genes isolés chez B.

xylanisolvens XB1A

Nom Famille de GH Masse Structure
Xyn10A GH10 40 kDa 1 |
Xynl10B GH10 80 kDa
Xyl43A GH43 36 kDa [E—
Xyl43B GHA43 92 kDa I |
Xyl43C GH43 80 kDa [
Xyl43D GHA43 56 kDa |

1 Séquence sigr “le sssxx CBM 4-9 (PFam) ou .

== Domaine catalytique GH10  ——= Discoidine F5-F8 type C
mmmm Domaine catalytigue GH43 mEEE Fibronectine type 3
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2.2 Analyse du génome dB. xylanisolvensXB1A"

En juillet 2009, une deuxiéme version de la ségaehcgénome dB. xylanisolvens
XB1AT, non annotée, mais avec des contigs de plus grailtiea été disponible. Afin de
rechercher les genes codant pour les xylanasedastidases de cette espece, des recherches
par homologie de séquence ont été effectuées.echerches ont été réalisées avec toutes les
séquences de xylanases ou xylosidases des farGiHd9 et GH43, répertoriées dans la

littérature via le site NCBIhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrezle Bacteroides ovatl

V975 etBacteroides spD1, nouvelle espece du cblon de 'lhomme dont leoge avait
également été récemment séquencé (Refseq: NZ_ AQHBOO00). Ces deux espéeces
bactériennes ont été choisies car ce sont les espex plus proches phylogénétiquement de
B. xylanisolvenXB1A".

Grace a cette approche, d’autres genes, suscaptibleoder des enzymes impliquées
dans la dégradation des xylanes, ont pu étre repérde génome d2. xylanisolven&B1A"
(Tableau 17. Aucun autre géne de xylanase de la famille GRiaCGaté identifié. Par contre,
17 genes supplémentaires de xylosidases de laéaBii43 ont été repérés sur le génome. La
masse molaire de ces enzymes varie de 31 a 73 Uldaajorité de ces enzymes a une
structure modulaire simple avec un domaine catplgtiGH43. Deux d’entre elles, Xyl43G et
Xyl43H, possedent, en plus du domaine catalytigmegdomaine de liaison au substrat de la
famille CBM6.
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Tableau 17. Structure modulaire des xylanases et xylosidasésdif@s a partir des génes
identifiés. Les enzymes marquées* sont préditeartir ple génes amplifiés par PCR sur
'ADNg de B. xylanisolvens XBIALes autres enzymes sont prédites & partir de syéne

identifiés sur le génome de B. xylanisolvens XBiak homologie de séquence.

Nom Famille de GH Masse Structure Position

Xyn10A* GH10 40 kDa I —

Xyn10B* GH10 80 kDa Dans le cluster 1

Xyl43A* GH43 36 kDa (—

Xyl43B* GHA43 92 kDa I S E— Dans le cluster 2

Xyl43C* GHA43 80 kDa [ [

Xyl43D* GH43 56 kDa [ S— Dans le cluster 1
Xyl43E GH43 60 kDa [ | Avant le cluster 1
Xyl43F GH43 65 kDa I Dans le cluster 1
Xyl43G GH43 51 kDa [ I T Dans le cluster 1
Xyl43H GH43 52 kDa [ I T Dans le cluster 1
Xyl43l GH43 38 kDa [—

Xyl43J GH43 73 kDa I

Xyl43K GH43 60 kDa [—

Xyl43L GH43 42 kDa (I Dans le cluster 3
Xyl43M GH43 36 kDa I Dans le cluster 3
Xyl43N GH43 40 kDa [——— Dans le cluster 4
Xyl430 GH43 41 kDa [ |
Xyl43P GH43 31 kDa [

Xyl43Q GH43 43 kDa (I Dans le cluster 5
Xyl43R GH43 37 kDa I Dans le cluster 5
Xyl43S GH43 37 kDa [ |
Xyl43T GH43 63 kDa [ |
Xyl43U GH43 62 kDa [ |

) _ mmmm CBM6
—— Sequence sigr le sssss CBM 4-9 (PFam) ou
=== Domaine catalytique GH10 —= Discoidine F5-F8 type C
=== Domaine catalytique GH43 mmmm  Fibronectine type 3
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Un alignement des séquences protéiques des domeatelytiques de toutes les
xylosidases de la famille GH43 prédites cli@zxylanisolvensXB1A™ a été réalisé afin

d’analyser les homologies existant entre ces diffe&as enzymeds-{gure 29).

Xyl434
—IEXyMJG
Xyld3H

Xyl431
[_YyHSM
Xyl43R

Xyl43B
Xyl43C

[AY:UE—LSD
Xyl43F

- Xyld3E
Xyl43T
-[Xyli-.b’ U
Xyl43J
_[Xyl/f'(?[{
Xyl43N
_EXyH-.B’O
Xyl43L
*IEX@;MCS’P
Xyl43Q

Xyl43S

Figure 29. Dendrogramme représentant I'alignement des séqeepeaéiques des domaines
catalytiques des xylosidases de la famille GH4%tifiées chez B. xylanisolvens XB1A

(effectue avec le logiciel ClustalW accessibleigmel sur_http://align.genome.jp/

Le dendrogramme présenté dandidmre 29 permet de définir quatre clusters. Un
premier cluster regroupe des enzymes dont la nraskre est comprise entre 30 et 45 kDa
(Xyl43L, Xyl43P, Xyl43Q et Xyl43S). Dans un secorduster, sont retrouveées des
xylosidases de plus grande masse molaire, comense 55 et 65 kDa (Xyl43D, Xyl43F,
Xyl43E, Xyl43T et Xyl43U). Un troisieme cluster @hétérogene, regroupe des enzymes a
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simple domaine, de masse molaire peu élevée (XXM, XyIM et XyIR), et deux enzymes
qui semblent relativement proches I'une de I'aetrdont la structure modulaire est semblable
(Xyl43H et Xyl43G). Les deux xylosidases Xyl43B Xl43C peuvent également étre
classées dans ce cluster. Enfin, un dernier clustgroupe Xyl43J, Xyl43K, Xyl43N et
Xyl430. Les homologies de séquence entre ces diffés GH43 sont tres variables,
comprises entre 20 et 80% d’identité. Les xylosidgsrésentant les plus grandes homologies
de séquence sont Xyl43M et Xyl43R (80% d’identdeXyl43L et Xyl43P (72% d’identité).

Une analyse des séquences voisines des genekadaseas et xylosidases repérés dans
le génome d&. xylanisolven&B1A, nous a permis d'identifier plusieurs regroupermete
genes, et ainsi de mettre en évidence l'organisates genes de glycoside-hydrolases chez
cette bactérie. Cinq clusters ont pu étre idemstifr@groupant plusieurs genes de glycoside-
hydrolases de différentes familles, ainsi que démseg codant pour d’autres protéines
impliquées dans le transport, la fixation ou lardégtion des polysaccharides. Ces cing

clusters sont représentés danfigare 30.

Le cluster 1 est le plus grand des cing regroupésnge genes identifiés. Il regroupe
19 genes codant des enzymes impliquées dans lad#dign des polysaccharides, dont de
nombreuses GH. Dans ce cluster, on retrouve phssggnes précédemment décritgn(L0B,
xyl43F, xyl43G, xyl43Dket xyl43H), ainsi que des genes codant des GH3, 5, 31, 93 et
des protéines dont la fonction est encore inconeiuen groupe de genes codant des protéines
(un transporteur d’ion, les protéines RagB-SusDnetécepteur TonB) qui ont un rdle dans la
fixation des polysaccharides et l'internalisatioesdproduits de dégradation. De telles
protéines ont déja été décrites chi®z thetaiotaomicronou Flavobacterium johnsoniae
(Schurmannet al., 1995, Gilbertget al.,2008, McBridegt al.,2009). Des séquences pouvant
correspondre a des terminateurs de transcriptiosi gu'a des promoteurs sont identifiées
pour les genes présents aux extrémités du cluBtar.contre seulement deux séquences
promotrices sont reconnues en amont des autreséddRE&cun terminateur n’a été identifié

par bioinformatique Http://nbcll.biologie.uni-kl.de/framed/left/menui@iight/transterm)/

ou(http://www.softberry.ru/berry.phtml?group=progranssfgroup=gfindb&topic=findterin

De plus, les distances intergéniques sont faibtes de nombreux génes, suggérant qu'ils

pourraient étre co-transcrits.
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Figure 30. Représentation de cing clusters repérés sur lguedce du génome de B.
xylanisolvens XB1A regroupant des génes codant des enzymes impdiquées la
dégradation des polysaccharides. Organisation génétique des clusteBs,Organisation et
structure modulaire des produits des génes.
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Dans les autres clusters, qui sont de plus peiille {3 a 9 genes), on retrouve aussi
plusieurs génes codant des enzymes précédemmaeaitesiélans Igableau 17 ainsi que
d’autres glycoside-hydrolases. En effet, le clu@aromprend sept génes, dont cing codent
des GH des familles 2, 28 et 43. Le cluster 3 nggeades genes codant deux diestérases, des
GH des familles 43 et 42, et des protéines donfofection est inconnue. Le cluster 4
comprend des génes codant des GH des familles 3B et des protéines dont la fonction est
inconnue. Dans ces deux clusters, sont aussi wsodes genes prédits pour coder des
protéines RagB-SusD, un récepteur TonB et un taateyr d’ion, impliqués dans I'utilisation
des polyosides. Enfin, le cluster 5, qui est lespietit des cinq clusters identifiés, regroupe 3
géenes : un géene codant une GH2 ainsi que les genggl43Q et Xyl43R.

Ces clusters pourraient également correspondramtie g des unités de transcription
car peu de séquences terminatrices et de promaentrpredits, et les séquences

intergéniques sont également faiblEgy(ire 30).

2.3 Utilisation d’amorces dégénérées spécifiques desridles de GH 10 et 43

Afin d’amplifier les génes de xylanases sur lesstebuches étudiées, une approche
utilisant la PCR et des amorces dégenérées spgasfijes genes codant les enzymes des
familles de GH 10, 11 et 43 a été mise en placs. &rorces ont été déterminées avec le
logiciel Metabolic Design, grace a une collabomatiavec I'équipe du Dr Pierre Peyret
(LMGE, UBP - Aubiere). Le principe de fonctionnemele ce logiciel est donné brievement

dans la partie « Matériel et Méthodes » (paragrdphe

Pour les amorces spécifiques des génes codanhzgmes de la famille GH10, une
protéine de référence, XynA dacteroides ovatu¥975 (P49942), a été choisie afin que le
logiciel extraie des bases de données toutes tpgeesées proches de XynlOA. A partir de
'alignement des protéines obtenues, deux coupdesédjuences ont été choisies, puis des
couples d’amorces correspondants ont été détermimésouple d’amorces ciblant seulement
les genes des genrBacteroideset Clostridium, et un autre couple, ciblant un plus grand

nombre de genres bactériens, appelé « couple $paggre ».

Pour déterminer le couple d’amorce spécifique d&seg de la famille GH43, la

protéine de référence Xyn43A deaenibacillus polymyxdP45796) a été sélectionnée. A
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partir du consensus de l'alignement des protéilésnol par le logiciel, un couple d’amorces

ciblant plusieurs genres bactériens a été choisi.

Des amorces déegenérées spécifiques des genes fdeile GH11 (protéine de
référence : XInC d&treptomyces lividansP26220) ont aussi été dessinées. Deux couptes on
également été testés : un couple « large spedteum couple ciblant plutot les ségquences
retrouvées cheBacteroideset Clostridium. L'ensemble des couples d’amorces choisis est
présenté dans [Eableau 20-A(paragraphd, Matériel et Méthodes)

Les protéines de référence choisies ne possédgiant domaine catalytigue GH10,
GH11 ou GHA43, et leur activité avait été démonhiéehimiquement.

Pour valider les couples d’amorces sélectionnésr pmite étude, des genes
« témoins » connus ont été amplifiéealleau 20-B. Les genexynlOE de Fibrobacter
succinogenest xyll de B. ovatusont été utilisés comme géenes témoins codant dek0GE
gene BT2895 d®. thetaiotaomicrorcomme gene témoin codant une xylanase de la &amill
GH43, et les genesynA de Ruminococcus albust xynD de R. flavefaciencomme génes
témoins codant des xylanases GH11l. Ces genes @nandplifiés, purifiés, puis utilisés
comme matrice pour les PCR effectuées avec leérdiffs couples d’amorces dégénérées
ciblant les génes des trois familles. Nous avomsigbu vérifier 'amplification, par les
couples d’amorces dégeénérées, des genes témoiastded xylanases des familles GH10,

GH11 et GH43 (résultats non montres).

Les amorces ont ensuite été utilisées pour amplifeDNg de B. xylanisolvens
XB1AT, Bacteroidessp. XB12B et d&. intestinalisxB6B4.

Le couple ciblant les genes de GH1BacteroidefClostridium »a permis d’amplifier
un produit de PCR a la taille attendue sur 'ADNg chaqgueBacteroides(résultats non
montrés). Apres séquencage, il s’est avéré quedtas< produits de PCR amplifiés
correspondaient aux génegn10Ade B. xylanisolven&B1A" et xyn10Ade Bacteroidessp.
XB12B déja isolés précédemment. Les différents sup’amorces ciblant les genes de
GH43 et de GH11 n’ont, par contre, pas permis @wointd’amplification a partir de 'ADN

génomique des trois souches étudiées.
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2.4 ldentification des protéines par spectrométriele masse

Afin d’identifier les enzymes actives en zymograeymes gels d’électrophorése mono
et bidimensionnelle ont été réalisés, les spotg@lét ont été préleves et analysés en MALDI-
ToF (plateforme protéomique du Centre INRA de ClantrFerrand/Theix).

B. xylanisolven&B1AT etR. intestinalisXB6B4 ont été cultivées sur xylane oat spelt
et les protéines liées au xylane ont été récupéaette fraction protéique a été analysée en
SDS-PAGE Figure 31). Les spots protéiques dont les tailles correspuindex xylanases
majeures identifiées en zymogramme ont été extrhitgel et analysés en MALDI-ToF.
Deux protéines ont pu étre ainsi identifiées etpmnis de confirmer la présence de Xyn10B
& 80 kDa dans les extraits protéiquesBdecylanisolvensKB1A' et de Xyn10A & 160 kDa
dans ceux d®. intestinalisXB6B4. Par contre, le spot protéique a 38 kDapga pu étre
identifié.

B. xylanisolvensXB1AT R. intestinalisXB6B4
kba M 1 2

1 2
200 & 160kDa .
—

150 Xyn10A "
100 o

80 kDa ]
s - omoe TR
50 .
37 *

Figure 31. Analyse par SDS-PAGE de la fraction des protéil@ss au xylane (1) et

zymogramme des protéines bactériennes (2) de Bnisplvens XB1Aet R. intestinalis
XB6B4, cultivées sur xylane oat spelt. La migratoété effectuée sur gel de polyacrylamide
a 8%. La piste M représente I'échelle de masse cutdée en kilodaltons (Bio-rad). Les
fleches noires indiquent les protéines extraitegedud’acrylamide et analysées par MALDI-
ToF.
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Des électrophoréses bidimensionnelles ont ensuiée réalisées afin de tenter
d’identifier par spectrométrie de masse les aupreséines actives en zymogramme, et en
particulier la protéine supposée étre Xyn10ARlexylanisolvensXB1A" (& ~38kDa). Des
zymogrammes bidimensionnels ont également étéséSalavec les extraits de protéines

solubles déB. xylanisolvenXB1A cultivé avec du xylane oat spelt.

Les zymogrammes montrent des protéines activesdegemasses molaires d’environ
40 kDa (pl 6,5 a 7,5) et 80 kDa (pl 5 a 5,Riglre 32 B). Ces deux protéines ont des masses
molaires et pl proches des valeurs théoriques léasupour Xyn10A (pl 7,6, 40 kDa) et
Xyn10B (pl 5,0, 80 kDa). De nombreux spots corresfamts a ces zones ont été prélevés et
analységqFigure 32 A). L'analyse MALDI-ToF a confirmé que Xyn10B esthila protéine
active en zymogramme, mais Xyn10A n’a pas pu éeatifiee. Parmi les spots prélevés dans
la zone des masses molaires ~40 kDa et des pbde A5, les spots 5 a 11, 16, 18 a 22 et 24
n'ont pas été identifiés, et les spots identifiége&spondent a des protéines homologues a des
séquences dBacteroidessp. (porines, une fructose biphosphate aldolabahleau 18. De
nouvelles expériences de protéomique seront réalisdin d’identifier Xyn10A deB.

xylanisolvensXB1A".

Xynl10A ?

kDa

Figure 32. Analyse par électrophorése bidimensionnelle ditst de protéines solubles de
B. xylanisolvens XBTAA. Gel d’'électrophorése bidimensionnelle révélé arate d’argent,

B. Zymogramme bidimensionnel xylane.
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Tableau 18 Identification par MALDI-ToF des spots prélevés gartir du gel

d’électrophorese bidimensionnelle

Spot MM pl Protéine homologue Espéce Mascot % Recou-
exp exp score vrement
(kDa)
1 83 5.0 Xyn10B B. xylanisolvens 100 23
Mr = 83000 pl = 4.84 XB1AT
83 5.05 158 22
83 51 50 7
4 41 6.2 Phosphate-selective porin O and PBacteroides spD1 120 34
Mr = 45203 pl = 6.16
12 39 5.6 Elongation factor Ts Bacteroides spD1 87 27
Mr = 35867 pl =5.20
13 39 6.0 Fructose biphosphate aldolase Bacteroides spD1 72 12
14 39 6.2 Mr = 36419 pl 5.37 105 20
15 39 6.4 126 28
17 39 6.5 Conserved Hypothetical protein  Bacteroide.2.4 79 18
Mr = 37912 pl = 6.27
23 41 7.4 Outer membrane porin F Bacteroides spD1 63
Mr = 41399

2.5 Expression de génes codant des GH10 et GH43 zHes bactéries cultivées sur
différents substrats.

De nombreux genes de xylanase GH10 et xylosid&b&3@nt été identifiés dans les
génomes des trois bactéries étudiées. Cependast, ithportant de confirmer que ces genes
sont bien fonctionnels et donc exprimés par chadeebactéries. Dans un premier temps,
nous avons extrait les ARN totaux des trois baesécultivées sur xylanes, ces ARN ont été
rétro-transcrits en cDNA, et des PCR ont été réatisavec des amorces spécifiques des génes
ciblés. Les génes ciblés étaient, p&urxylanisolvensXB1A" : xyn10A, xyn10B, xyl43A,
xyl43B et xyl43C ; pour Bacteroides spXB12B : xyn10-43A, xyn10A, xynl1Q# xyl43A,; et
pour R. intestinalisXB6B4 : xyn10A Tous ces genes correspondent a des genes que nous
avions séquences dans le génome de la bactéri¢ranssrits de tous les genes ciblés ont été
détectés par PCR, indiquant que ces genes sonekieimés par la bactérie en croissance sur

xylanes (non montre).
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Afin d’étudier les conditions d’expression de ce&nes de xylanases et xylosidases,
les ARNm ont été quantifiés par qPCR relative dales cultures des trois especes
bactériennes sur différents substrats : xylaneyseyket glucose. Tous les génes sont exprimés
sur les trois substrats. Les taux d’induction dédsont présentés dansfigure 33, ils sont
exprimés en valeur relative par rapport a la comitle culture sur glucose. Tous les genes
ont des niveaux d’expression équivalents en présdacglucose et xylose. Par contre, trois
des 9 génes étudiés par gPCR relative sont inénifwésence de xylane. En effetn10Aet
xyn10B de B. xylanisolvensXB1A'™ sont trés fortement induits, avec des taux de sur-
expression mesurés de 95 et 400, respectivemegeneXyn10Ade Bacteroidesp. XB12B
est sur-exprimé d’'un facteur 20 en présence deryla

400
1

O Xylose
90 - B Xylane

107 =l
0 4 T T e [ =

Taux d'induction par rapport au glucose
S
o

-10 -
\s ® s P s Q > s \§
0\9 Q\,Q 4}6‘5 4‘\‘)?.) ({\9 {\,»Q '\,va _‘:\\b{‘b (\'\9
) ) ¥ + ) ) & )
B. xylanisolvens XB1A Bacteroides sp. XB12B R. intestinalis XB6B4

Figure 33 Quantification par qPCR relative des niveaux @esssion de différents genes de
B. xylanisolvens XBTABacteroides sp. XB12B et de R. intestinalis XB&Bdprésence de

différents substrats.
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3. CONCLUSION ET DISCUSSION

Afin de réaliser cette premiére caractérisationénalaire des systemes xylanolytiques
deB. xylanisolven(B1A', Bacteroidessp. XB12B et déR. intestinalisxB6B4, nous avons
choisi de rechercher en priorité, méme si les »adas sont retrouvées dans d’autres familles
de GH, les génes codant les xylanases des faridlR) et GH11, et les xylosidases de la
famille 43 (Collins,et al., 2005). En effet, dans les familles GH5 et GH8 @eemple, des
xylanases sont présentes, mais la majorité desn@mwyretrouvées sont plutdt des
mannosidases et glucanases (GH5), ou des lichénasdes cellulases (GH8)

(http://www.cazy.ord ce qui rend l'identification de xylanases daas familles tres difficile,

voire impossible, sans confirmation expérimentad activité.

3.1 Recherche des génes de xylanases par PCR

L’approche mise en place pour la recherche degggéle xylanases chez les trois
bactéries choisies, a d’abord consisté a déterntiesramorces sur des séquences de genes
codant des GH10, 11 ou 43 chez des espéces ban&gig@roches. Or, de nombreuses
difficultés ont été rencontrées. En effet, au déteitnotre travail, peu de séquences de
xylanases d’especes bactériennes du célon humaienétisponibles dans les banques de
données (seules des séquencesBdepvatus B. fragilis et B. thetaiotaomicronétaient
connues). Par ailleurs, les homologies de séqudesgenes de glycoside-hydrolases ne sont
pas trés éleveées, donc, méme en placant les anaanedes régions les plus conservées du
domaine catalytique, nous n’avons identifié qu’'uwmibre limité de génes dans les trois

espéeces modeles.

L’approche utilisant les amorces dégéenérées spaeti des familles GH10, 11 et 43
ne nous a pas permis d'identifier de nouveaux geNesis avons choisi des amorces
dégénérees ciblant d'une part les gelasteroides/Clostridiunet d’autre part un plus grand
nombre de genres bactériens, visant a obtenir mescas « universelles » de ces familles.
Cette approche n’a pas été trés fructueuse, peutlétfait de la faible homologie entre les
protéines de référence choisies et les séquenceprdiines ciblées dans les bactéries du

microbiote intestinal humain.
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La mise en ligne de la séquence des génomeB. dglanisolvensXB1A' et deR.
intestinalisL1-82 nous a permis par contre d’avancer grandemans lidentification des

genes de xylanases dans ces deux bactéries.

3.2 Diversité des génes de GH identifiés ch& xylanisolvensXB1A', Bacteroidessp.
XB12B et deR. intestinalisXB6B4

Des genes des familles GH10 et GH43 ont été miévatence dans le génome des
trois bactéries ciblées, mais aucun gene codantgesixylanases de la famille GH11 n’'a été
identifié chez ces espéces. Des genes de GH11 pamttté non plus retrouvés dans les
génomes disponibles des bactéries du col@bleau 8 de I'introduction bibliographique).
L’analyse du génome d& xylanisolven&XB1A™ a confirmé I'absence de génes de xylanases
GH11 chez cette bactérie, et 'utilisation d’amarckgénérées spécifiques de cette famille,
n'a pas non plus permis de mettre en évidence desgéodant des xylanases GH11 chez
Bacteroidessp. XB12B eR. intestinalisXB6B4. De méme, de tels génes ne sont pas présents
dans le génome de la souche type L1-8Rdmtestinalisll semblerait donc que cette famille
de xylanase ne soit pas produite dans I'écosystéhom. Par contre les GH11 sont présentes
dans d’autres écosystemes comme le sol (Millwadie8get al, 1995), ou le rumen, ou elles
sont produites a la fois par les bactéries ettesnpignons (Paradist al, 1995). L'absence
de xylanases GH11 dans le cblon, si elle est cogfy, pourrait étre expliquée par la nature
des xylanes qui arrivent dans cet écosysteme. fét) eés GH des familles 10 et 11 différent
par leur action sur la chaine polyosidique : leslGHont plutot actives sur des longues
chaines de xylane, peu substituées, et produissniragments de plus grande taille que ceux

géneérés par les GH10. Les GH10 semblent plus activeles courts xylo-oligosaccharides.

Par les approches mises en place, nous avonsfile@inombreux géenes codant des
enzymes GH43 (21 che&2. xylanisolvens alors que les génes codant des GH10 sont en
nombre beaucoup plus faible : seulement un genantadghe GH10 est identifié chéz
intestinalis XB6B4, deux génes de xylanases GH10 cBexylanisolvensXB1A', et trois
genes de GH10 cheBacteroidessp. XB12B. De méme, chez les autres bactéries
xylanolytiqgues du cblon, les génes de xylanases@Gih#L sont détectés qu’en petit nombre
dans les génomes : trois genes de xylanases GH¥®chtestinalis un cheB. vulgatusou
jamais retrouvés, comme chez Bhetaiotaomicron ou B. fragilis par exemple

(http://www.cazy.orghoir aussiTableau 8. Au contraire, les enzymes de la famille GH43
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seraient tres largement représentées dans lesesoatidiées, et plus généralement dans les
bactéries xylanolytiques du célofiableau 8. Les enzymes GH43 n’ont pas une trés grande
spécificité de substrat : elles peuvent hydrolysesylobiose, les arabinoxylanes ou encore les
arabino-rhamnogalacturonanes. La majorité des Gitld@ites chez les trois souches étudiées
ont des séquences homologues a des xylosidaspsesilas analyses de séquences que nous
avons effectuées (Prodom, PFam ou InterproScan) bhaativité et la spécificité de ces
enzymes reste a démontrer biochimiquement. Les-dy#taidases sont classées dans
plusieurs familles (GH3, 39, 43, 52 et 54). IBesylosidases des familles GH3, 39, 52 et 54
sont des enzymes qui fonctionnent selon le mécanigen rétention, qui leur permet
d’effectuer des réactions d’hydrolyse et de traywsggylation. Au contraire, lg¥xylosidases

de la famille GH43, fonctionnent par le mécanisniaversion qui leur permet seulement
'hydrolyse des substrats (Smaadif al, 2006). Les autres espéces Bacteroidesdu
microbiote intestinal, possédent un nombre élev&Hd3. En effetB. thetaiotaomicronB.
vulgatus, B. fragilis et B. distasonén possédent respectivement 32, 22, 9 et 7 €Kal,
2007). Ces enzymes jouent donc probablement unimidertant dans I'écosystéme colique,
et leur présence en grand nombre chez ces espmqasue étre expliquée par une diversité de

spécificité de substrats.

Les systémes xylanolytiques Bexylanisolven&B1AT, Bacteroidessp. XB12B eR.
intestinalis XB6B4, semblent donc composés d’'un petit nombrexydanases de la famille
GH10. Ces enzymes pourraient cependant jouer @nimgportant dans la dégradation des
xylanes, si elles sont produites en grande quartiiéme le laissent supposer les niveaux
d’expression des genes de GH10 que nous avonsifiggnét si elles ont des activités
spécifiques élevées. Les profils enzymatiques @Bseen zymogramme, ou seules les endo-
xylanases sont visualisables, montrent un grandbm@nde bandes d’activité xylanases,
supérieur au nombre de GH10 prédites chez les Iaitéries. Xyn10A et Xyn10B d8.
xylanisolvensXB1AT correspondent aux bandes majeures & 38 et 80rkBpectivement ;
Xynl1l0A deR. intestinalisXB6B4 a été identifiée comme la protéine activé6d kDa, et
pour Bacteroides sp il est probable que Xyn1lOA et XynlOB corresparnda la bande
majeure autour de 80 kDa, et Xyn10-43A a la bandeune a 100 kDa. Les bandes d’activité
supplémentaires observées en zymogramme, pouriemspondre, soit a des produits de
protéolyse des enzymes citées ci-dessus, dans lde¢t intestinalisXB6B4 etBacteroides
Sp.,, soit a des agrégations de protéines, formées kst xylanases et d’autres protéines, dans

le cas déB. xylanisolvenXB1A".
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3.3 Diversité des structures modulaires des enmgs prédites

Les protéines dont les génes ont été identifiész dBe xylanisolvensXB1AT,
Bacteroidessp. XB12B eR. intestinalisXB6B4 présentent des structures non-modulaires, ou
des structures modulaires qui sont parfois tregiraies. En effet, plusieurs d’entre elles
possédent, en plus du domaine catalytique, des leodupplémentaires, comme par exemple
des modules de liaison au substrat des famillésd@é® modules CBM 4-9 (ou X). Les CBM
qui se lient au xylane appartiennent aux familles£ 6, 9 15, 22, 35 et 36 (McCartney,

al.,, 2006 ethttp://www.cazy.org). Les domaines de liaison aux xylanes jouent ue rd
essentiel dans I'hydrolyse des parois végétalés,fais en permettant les interactions entre
les enzymes et les substrats, mais peut-étre anssintribuant a la dégradation du substrat
(Fernandesgt al, 1999). Sur les protéines prédites a partir @eeg identifiés, les CBM sont
situés du c6té C- ou N-terminal, mais pour lesénets Xyn10B, d@. xylanisolven&XB1A"

et Bacteroidessp. XB12B, deux domaines consécutifs sont présehtsmterrompent le
domaine catalytique GH10. La protéine est prodeitactive cheB. xylanisolvensXB1AT,
comme le montrent le zymogramme et I'analyse MALDhe telle structure est aussi prédite
a partir des génes homologues retrouvés eheatestinalis, B. cellulolysiticus, B. plebies

B. eggerthii. Des domaines interrompant un domaine catalytiqu¢lGs ont déja été
rencontrés dans des enzymes produites par d’abte®ries, comme par exemple, une
xylanase active de 80 kDa chBrevotella ruminicola(Flint, et al, 1997), qui possede une
séquence de 280 acides aminés insérée dans lerdoosdalytique. Cette séquence, dont la
fonction est encore inconnue, est cependant reeooomme un CBM 4-9 (PFam) ou X
(Cazy). Les GH10 semblent donc présenter, danssi&guence, une zone permissive pour
l'insertion de domaines, et cette insertion n'en@pas I'activité catalytique. L'insertion de
deux modules consécutifs, qui pourraient étre d@slGdans le domaine catalytique GH10
semble étre une caractéristique commune et unique xylanases du groupe des
Bacteroidetespeut-étre adoptée par ces bactéries au coursédeldtion afin d’étre plus
efficaces dans la dégradation des polysacchalidesrait particulierement pertinent d’étudier
les propriétés de ces modules qui interrompenGld$0, par exemple en les faisant produire
chezE. coli

D’autres protéines prédites possédent des moduolessla fonction reste encore mal

définie (lg Like, discoidine ou fibronectine) maisii pourraient étre impliqués dans des

interactions protéine-protéine, interactions gsteat cependant a démontrer.
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Les protéines Xynl10A et Xyn10-43A, prédites clBaxteroides spXB12B, sont bi-
fonctionnelles (xylanase/estérase et xylanase/iddss). Des protéines bi-fonctionnelles
xylanase/estérase ayant des pourcentages d’'idétgités avec Xyn1l0A sont aussi prédites a
partir des génomes d’autrBacteroides B. intestinalis(97%), B. cellulolysiticug96%) etB.
eggerthii(92%). Une protéine homologue a Xyn10A, Xyn10D-#aele P. ruminicola(64%
identique a Xyn10A), a été clonée chiezcoli et caractérisée (Doddi al, 2009). Dans cette
étude, il a été montré que les deux domaines eeptiseparément leur activité respective et
gue le peptide formé par ces deux hémicellulasedwiba une synergie des activités, offrant

ainsi un avantage a la bactérie pour la dégraddtsrxylanes.

Bien qu’une organisation modulaire soit fréequemmrentontrée chez les cellulases et
hémicellulases bactériennes et fongiques, des esegsimple domaine sont aussi retrouvéees
chez les microorganismes, suggérant que ces enzgmest aussi un réle important dans
I'hydrolyse des polyosides. Les nombreuses enzysesiple domaine prédites chez les trois
bactéries étudiées, pourraient plutdt étre imphkgudélans la dégradation des oligo et
polysaccharides solubles, initialement libérés ges enzymes modulaires directement liées
aux substrats grace a leur CBM. Ainsi, les badépmduisent plusieurs types d’enzymes
modulaires et non-modulaires afin d’élaborer unatégie efficace pour hydrolyser les parois
végétales. Il serait maintenant intéressant dect&iser biochimiquement les différentes
protéines identifiées, afin d’analyser leur modactlon, leur spécificité de substrat, leur
capacité et spécificité d’adhésion lorsqu’ellesgeoent des CBM, et le réle des différents

modules dont les fonctions restent mal connues.

3.4 Localisation prédite des enzymes identifiees

Un certain nombre de séquences protéiques préadpestir des genes identifiés chez
les trois bactéries étudiées ne présentent pasptile signal, d’aprés les analyses réaligées
silico. En effet, cing GH43 cheB. xylanisolvensXB1A', Xyn10A chezBacteroidessp.
XB12B et toutes les enzymes prédites cRezintestinalisXB6B4, ne présentent pas de
séquence signal en N-termindlapleaux 12, 14, 16 et )7 Une premiere hypothese est que,
si elles sont effectivement produites par la béstées enzymes seraient cytoplasmiques, et
joueraient un réle particulier, sans doute en hlydemt de petits oligosaccharides, tels que le

xylobiose (pour les GH43) ou des xylotrioses ouatetes (pour la GH10), dans le
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cytoplasme. Une deuxieme hypothese est que, cdgin@e seraient exportées par des

mécanismes particuliers qui ne necessitent paetepce de peptide signal.

3.5 Expression des genes de xylanases et xylosidase

L’'analyse de I'expression des géenes de xylanasegl@sidases choisis chez les trois
bactéries étudiées, a montré que seule I'expresdams genes de xylanases GH10 est
fortement induite en présence de xylane (sguflOAde R. intestinalisXB6B4). Ce résultat
est en accord avec nos résultats présentés datisld’al, qui montraient que l'activité
spécifigue xylanase la plus élevée était obtenee des cultures bactériennes sur xylane pour
B. xylanisolvenXB1A et R. intestinalisXB6B4. Aucun des genes de xylosidase GH43 dont
'expression a été quantifiece en qPCR ne sembke igtiuit en présence de xylane. Leur
niveau d’expression est déja élevé dans les csltaue sucres. Cette étude, conduite sur
seulement un petit nombre de génes, devra étreluded tous les génes de GH10 et GH43
identifiés, afin de mieux comprendre la régulatil®s génes de xylanases et du catabolisme

des sucres chez ces especes bactériennes.

3.6 Organisation génique des clusters isolés chBzxylanisolvensXB1A'

L'analyse de la séquence du génomeBdexylanisolvensXB1A™ nous a permis
d’identifier cing clusters composés de trois a gaigenes codant des enzymes impliquées
dans I'hydrolyse des polysaccharides. Dans cesecijsont retrouvés des genes susceptibles
de coder des glycoside-hydrolases de différentasllés, offrant a la bactérie un panel
d’enzymes variées et efficaces dans I'hydrolyseataposants des hémicelluloses. Outre les
genes de GH10 et GH43, nous avons identifié, dackikter 1, des genes de GH3, 5, 31, 95
et 97. Notons que la GH5 identifiée pourrait étvé ane endoglucanase, soit une xylanase,
mais que sa masse molaire théorique (73 kDa) neespond a aucune bande d’activité
xylanase observée en zymogramme. Les clusters43ceimprennent des genes identifiés
comme codant des GH31, 42, 43, et des estérasesoee, le cluster 2 apparaitrait comme
un regroupement de genes des familles GH2 et 288¢ptibles de coder des galacturonases et

desp-galactosidase§-mannosidases ditglucuronidases.

Des terminateurs de transcription ont été repéeégadt et d’autre de ces clusters, et
guelques promoteurs sont prédits pour certaingédaes Figure 30), mais une analyse plus

poussée sera nécessaire. Une recherche de pronabtemerateur commun par exemple
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pourra étre réalisée, ainsi que la recherche desdrits, par RT-PCR ou expériences de

Northern, afin de définir si ces groupes de genes c-transcrits et forment un opéron.

Plusieurs genes codant des protéines de type R8gsebnt été retrouvés dans ces
groupes de genes. Ces protéines, produites pa&ratiftBacteroidetesont un réle dans la
liaison au substrat et dans l'internalisation diéggosaccharides dans les cellules (Hetlal,
2005). Le systéme Sus, impliqué dans la dégraddediamidon, a été largement étudié chez
B. thetaiotaomicronll forme un complexe de huit protéines situélaunembrane externe de
la bactérie (Choget al, 2001). Le systeme Sus est codé par un locusuitegBnes :
susRABCDEFQFigure 34-A). SusR est un activateur transcriptionnel du loqus,répond
en présence de maltose. SusA, B et G ont des téstiméopullulanase-glycosidase eti-

amylase respectivement (Reevetsal, 1996 et Shipmaretal., 2000).

A. Mallooligosaccharides 2RSS STyt
- Ayt
B SusG (amylase) SusD
oM T . Z ; 5 & \
Periplasm J :: o’ J 33 S ’
’ neopullulanase B & - : _
[ ) )
A T}’D\&h}l e (C ]V}X!H‘W \ P i
e ALt ’&s&%&ﬂ&t AN
Glucose Outer membrane ¢
S
N
IM « Maltohexaose
X
Cyloplasm J7

Farmantation
F— - TR

reguiator (SusR) outermembrane
. parin (SusC) . unknown function (Susk F)
. ghycoside hydmlass I:I starch binding (SusD)

(Sus A B.G)

Figure 34. A Systeme Sus d'utilisation de I'amidon chez B. tbh&tamicron. Schéma
représentant le locus sus et les protéines produ{i@’aprés Koropatkin, et al., 2008).

B. Structure 3D des protéines SusG, D et C impliquisess le complexe Sus (D’apres
Gilbert, et a.l, 2008).

163



Résultats — Chapitre 2.

Les lipoprotéines SusDEFG sont les composants thplexe ancrés a la membrane
externe qui, ensemble, fixent et dégradent lesuesgnolécules de maltodextrines. SusG est
une glycoside-hydrolase qui ne semble pas avoirdlle dans la fixation de I'amidon
(Shipman,et al., 1999). SusD fixe les longues chaines de maltosdigcharides. Susk et F
n’'ont pas d’activité hydrolytique et pourraient kgaent fixer 'amidon et les maltodextrines
(Cho, et al, 2001 ; Shipmangt al, 2000 ; Martensget al, 2009). Les maltodextrines
produites sont ensuite importées dans le périplagmeSusC, une porine de structure en
tonneaup appartenant a la famille des récepteurs TonB (€hal,, 2001,Figure 34-B), puis

sont hydrolysées en glucose dans ce compartimer@ysA et SusBRigure 34-A).

Ces systemes Sus semblent étre présents en tegmlegrquantité chezB.
thetaiotaomicronpuisque 208 homologues sglesCet susDsont retrouvés dans le génome de
cette espéce, ou ils sont souvent insérés danduddsrs (Martenset al, 2009). La présence
de complexes Sus chez d’autres bactéries dansetif§éécosystemes (du sol, marins...) (Xie,
et al, 2007), suggere que le systeme Sus est une aishgtee commune acquise par les
bactéries a Gram négatif dégradant les polysaddslGilbertet al, 2008). Les protéines
RagA et B (GTP binding protein) présentent égaldntes similarités avec les protéines
SusC et SusD. Tout comme les protéines Sus, elleseat un role dans la fixation et
I'internalisation des oligosaccharides dans letiled (Schirmanet al, 1995 et Hallget al,
2004).

Chez B. thetaiotaomicron le systeme Sus est impliqué dans la dégradatmn d
I'amidon, mais cette stratégie pourrait aussi étrgployée par les micro-organismes pour la
dégradation d’autres substrats. C’est I'hypothéseéee pouiFlavobacterium johnsoniaet
Cytophaga hutchinsonigui possédent des protéines homologues a SusC s, Spui
pourraient étre impliquées respectivement dans dgradlation et l'internalisation, des
hémicelluloses et de la cellulose (McBrig,al., 2009 et Xieet al, 2007). De méme, les
protéines homologues a RagB et SusD, ou enconmedepteurs TonB qui pourraient en fait
correspondre & SusC, identifiées sur le génom®.deylanisolvensXB1AT, suggérent un
complexe, similaire au systéme Sus. ClBezxylanisolvensXB1A', ce systéme pourrait
intervenir dans la fixation, au niveau de la membraxterne, et lI'internalisation des produits
de dégradation des hémicelluloses. De nhombreussepgmtives de travail découlent de cette

analyse du génome, afin de mieux comprendre letitomement du systéeme enzymatique
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mis en place paB. xylanisolven¥B1AT et notamment le rdle de ces protéines de typ®Gus

Rag.

4. MATERIELS ET METHODES

4.1 Souches bactériennes et conditions de culture

Bacteroides xylanisolvenXB1AT (DSM 18836T), Bacteroides sp. XB12B et
Roseburia intestinalisxB6B4 (précédemment isolés par Chassaidal, 2007) ont été
cultivés a 37°C sur milieu complexe contenant 2@%4ud de rumen clarifié (Chassaed al,
2007) et 0.5% de xylane oat spelt ou 0.3% de ssionple (xylose, glucose ou cellobiose).
Les bactéries ont été repiquées plusieurs foidesaréme substrat, avant que les cultures ne
soient arrétées. Les cultures sur xylane ont éléséas pour préparer les échantillons
protéigues analysées en SDS-PAGE, électrophoresee2Bymogrammes 1D et 2D. Les
cultures sur cellobiose ont été utilisées afin tfare I’ADNg des trois bactéries. Les cultures
sur xylane, xylose et glucose ont été utilisées patraire I'ARN et étudier I'expression des
différents genes codant pour les xylanases ou xidess.

D’autres bactéries ont été cultivées afin d'utilissur ADNg pour la validation des
différents couples d’amorces dégénérées utiliséd3@R.B. thetaiotaomicron/Pl 5482 etB.
ovatusV975 ont été cultivés sur milieu complexe (Chasser al, 2007) contenant 20% de
jus de rumen clarifié et 0.3% de cellobioBesuccinogeneS85 (ATCC 19169) a été cultivé
sur un milieu contenant 40% de jus de rumen et Od9ocellobiose comme décrit
précédemment (Béra-Mailledt al, 2000). Le xylane oat spelt, le cellobiose, léosg et le

glucose ont été commandés chez Sigma-Aldrich (Lifoamce).

4.2 Préparation des échantillons protéiques et dgsotéines liées au xylane

Bacteroidessp. XB12B a été cultivé 48 heures sur milieu caxelcontenant 0.5% de
xylane oat spelt. Les échantillons de protéinegéb@nnes et extracellulaires, utilisés pour
'analyse en zymogrammes, ont été préparés comuoré gegecédemment dans l'article 1.

B. xylanisolvenXB1A" etR. intestinalisxB6B4 ont aussi été cultivés 48 heures sur
milieu complexe contenant 0.5% de xylane oat speds échantillons protéiques ont été
préparés a partir des culots cellulaires obtenusceatrifugation des cultures bactériennes

(20min — 10 600g). Les culots ont été lavés quiatie avec de I'eau distillée contenant un
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cocktail d’'inhibiteurs de protéases (Roche) puisugpendus dans cette méme solution dans
1/25™ du volume initial. Les cellules ont ensuite étéélys au Cell Disrupter (One Shot cell
Disrupter — CellD) par trois passages a 2200 baes. cellules non lysées et les débris
cellulaires ont été éliminés par centrifugation@d0g pendant 40 minutes. Le surnageant
obtenu a été traité avec 4U d’endonucléases (DhaRkdlase, Sigma) pendant 20 minutes
dans la glace. Enfin, une ultracentrifugation (1@W§) 1h, 4°C) a permis de séparer la
fraction des protéines solubles (protéines du dgtope ou protéines faiblement liées a la
paroi ou a la membrane de la bactérie) des pratéimembranaires qui sédimentent. Les
surnageants (protéines solubles) et culots (presénembranaires hydrophobes) obtenus ont
été aliquotés et congelés a —20°C. Les quantitqzatéines obtenues ont été dosées par la
méthode de Bradford.

Des extraits de protéines liées au xylane (« xyiading proteins » ou XBP)nt
ensuite été préparés a partir des échantillonsatéipes bactériennes précédemment obtenus,
dans le but d’enrichir I'échantillon en xylanasdéss protéines bactériennes (0,25 mg
protéines/0,5 ml tampon) ont été lentement agigdex 2% de xylane oat spelt pendant 3
heures a 4°C. Au bout de 3 heures, les protéinedirées au substrat ont été éliminées par
centrifugation & 2000g pendant 5 minutes. Aprés feivages en tampon phosphate (0,5ml),
le culot contenant les protéines liées au xylargR)Xa été mélangé avec du tampon Laemmli
2X puis analysé en gel SDS-Page.

4.3 Analyse en gel SDS-PAGEet identification des gteines par MALDI-ToF

Les extraits de protéines membranaires liées aanry({XBP) deB. xylanisolvens
XB1AT etR. intestinalisxB6B4 ont été analysés par SDS-Page. Les prafigijgues SDS-
PAGE ont été obtenus en suivant la méthode de Laiefh®70). Les bandes protéiques ont
éte visualisées par coloration (bleu de Coomassihanol, acide acétique et eau : 0.1 : 40 :
10 : 50; v/viviv) puis décoloration (méthanol, a&cacétique et eau : 40 : 10 : 50; v/v/v) des
gels. Les spots protéiques d’intérét ont été péesur gel SDS-PAGE en utilisant un cdne de
pipette. La décoloration, la digestion par la tigpset 'analyse MALDI-ToF des protéines
présentes dans le gel ont été effectuées commi¢ picrédemment (Hamelief al, 2006).
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4.4 Electrophorese bidimensionnelle et identificatin des protéines par MALDI-ToF
- Précipitation des proté€ines

Les échantillons de protéines solubles ont étéimtés avant d’étre analysés en
électrophorése bidimensionnelle. La précipitatish effectuée en mélangeant 1 volume de
fraction protéique soluble a 3 volumes d’acétoraeigl. Aprés incubation a -20°C pendant 1
heure, le culot a été récupéré par centrifugatB®0Qg pendant 30min, puis séché sous vide

pendant 10min (conservé a -20°C).

- Premiére dimension

L’isoélectrofocalisation (IEF) a été réalisée sas thandelettes plastiques (3x170mm)
ou strips recouvertes d'un gel de polyacrylamidemgttant une répartition linéaire du pH
(Readystrip IPG Bio-rad pH pH 5-8). Les échanmiiq100ug de fraction protéique soluble
précipitée a I'acétone) ont été solubilisés darduBde tampon IEF (tampon de solubilisation
auqguel on ajoute extemporanément une solution diahgfes (Ampholytes pH 5-8, Bio-rad,
molécules synthétiques de 300 a 700 Da présentmnfahctions acides ou basiques), du
Dithiothréitol et du bleu de bromophénalrnexe J).

- Programmation de I'lEF
La programmation de I'lEF est décrite dansaleleau 19 elle a été effectuée a 20°C.

(Ampérage limité a 50uA par strip).

Tableau 19 Programmation de I''EF

voltage durée Volt x heures**
Rehydratation passive oV 9h
Rehydratation active 50V 6h 300vh
Ajouter 2 languettes humides sous chaque stripaau du filament
Etape 1 R 200V 30min 100Vh
Etape 2 G 200-1000V 1h 600Vh
Etape 3 G| 1000-10000V 6h 33000Vh
Etape 4* R 10000V ~2.5 20000Vh
Etape 5 R 500V 20h
Si possible, arréter I'lEF dés que I'étape 4 estrii@ée et noter les Vh recus
Vh totale théorique ** | ] | |  54000Vh

R= montée rapide du voltage

G= montée du voltage en gradient

*L'étape 4 est I'étape de focalisation des protgirtelle dépend des strips (longueur et pH) et &todt
entrée en volt-heure pas en durée comme les alfess

**Calcul théorigue des Vh recues lors d’'une mordgaegradient : [(WVy)/2]xt
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- Deuxiéme dimension

Avant de procéder a la deuxieme dimension, les ddattds sont rééquilibrées deux
fois 30 minutes dans deux tampons d’équilibratemiutions | et I, Annexe 2). La deuxieme
dimension est effectuée par SDS-PAGE sur un gél% de polyacrylamide (180x180mm,
épaisseur 1mm) apres avoir déposeé la strip suelleyn marqueur de taille a également éte
déposé (Precision blue, Bio-Rad). La strip est imsmmobilisée sur le gel en ajoutant de
'agarose (Low Melting Point) & 0.1% en solutiomsgau tampon de migration (Tris 25mM,
Glycine 192mM, SDS 0.1%, thiosulfate de sodium 5np¥, 8.3). La migration se fait en
deux étapes: la premiére a voltage constant (25Viedre) et la deuxieme a ampérage

constant (25 mA, une nuit) dans la cuve de mignafiRrotean XL Cell Bio-rad).

- Révélation et identification protéique par MALDT-OF

Les protéines ont été révélées au nitrate d’ar@éant, et al, 2000) Annexe 3. Cette
coloration est compatible avec I'analyse des pnet®ien spectrométrie de masse. Les spots
protéigues d’intérét ont ensuite été prélevés suB®S-PAGE en utilisant un céne de pipette

et analysés comme précedemment décrit dans lerppheed.3.

- Zymogrammes 2D

Pour les zymogrammes 2D, I'lEF des protéines (10@gpgfraction protéique soluble
précipitée a I'acétone) a été effectuée comme téiedessus. Avant 1a®?® dimension, les
strips ont subit uniquement I'équilibration dansstaution | et ont été déposées sur un gel
d’acrylamide a 12% contenant 0.1% de xylane odt.dpe révélation des zymogrammes 2D

a été effectuée comme décrit damstitle 1 pour les zymogrammes monodimensionnels.

4 5 Extractions d’ADN

L’ADN génomique de B. xylanisolvensXB1A', Bacteroides sp. XB12B, R.
intestinalisXB6B4, F. succinogene$85,B. thetaiotaomicrorWVPI 5482,B. ovatusvV975, a
été isolé a partir de cultures bactériennes d’'uriesur milieu contenant du cellobiose. Les
cellules (10ml de culture) ont été récupérées patridugation (10000g, 20min) et lavées 3
fois dans 1ml de tampon phosphate (50mM, pH 7)xttaetion d’ADN a été effectuée en
utilisant le kit «Easy DNA » (Invitrogen, Groninge Netherlands) selon les

recommandations du fournisseur. La concentratiola efualité des ADNg obtenus ont été
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contrblées au spectrophotometre ND-1000 (Nanodesghiiologies). Les ADNg de. albus
7 etR. flavefascien&7 ont été fournis par P. Mosoni (Mosagtial, 2007).

4.6 Oligonucléotides utilisés

- Amorces oligonucléotidiques simples

Les oligonucléotides utilisés pour amplifier lesxge de xylanases sur 'ADNg dB.
xylanisolvensxB1A", Bacteroidessp. XB12B efR. intestinalisXB6B4 sont présentés dans
lestableaux 11, 13 et 15e ce chapitre, ils ont été commandés chez lenikseur MWG
Biotech (Ebersberg, Germany). Ces amorces onthéiigies a partir des séquences des genes
de xylanases déja identifiées chez des especedrieaces phylogénétiguement proches ou
sur le génome partiel non annoté BlexylanisolvensXB1A" dont la premiére version a été

obtenue en avril 2009.

- Amorces oligonucléotidiques dégénérées et autnemrces nécessaires a leur validation

Des amorces oligonucléotidiques dégénérées spdesfiges xylanases des familles
GH10, 11 et 43 ont été testées. Ces amorces ordedtinées avec le logiciel Metabolic
Design développé par le I'équipe GIIM (Génomiqueggmée des interactions microbiennes)
du Laboratoire Micro-organismes Génome et Enviramerd (LMGE UMRG6023 — Aubiére),
(Tableau 20-A). Ce programme automatise toutes les étapes de dbs amorces selon le
processus suivant: 1) il effectue un alignementtipie de type CLUSTALW entre les
séquences nucléotidiques sélectionnées afin deayémge séquence consensus dégénérée, 2)
il teste des séquences de 18 a 22 pb issues amsensus par une analyse de type BLASTN
afin de tester leur spécificité, 3) il considers @morces spécifiques du groupe ciblé et les
conserve seulement si aucune réaction croiseéeidedifiée (Kaneet al, 2000).

Afin de valider la spécificité de ces amorces, g&ses « témoin » ont été utilisés. Les
amorces oligonucléotidiques utilisées pour ampliies genes « témoin » sont présentées
dans letableau 20B. Aprés amplification des genes « témoin » et maifon des produits de
PCR obtenus, les produits purifiés ont été utils#eme matrice pour une amplification avec
les amorces dégénérées. Cette amplification afftéede afin de valider la spécificité des
amorces dégénérées envers des genes codant poylatesses connues des familles GH10,
11 et 43.
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Tableau 2Q Amorces oligonucléotidiques dégénérées (A). Auaresrces utilisées pour

amplifier les genes « témoin » nécessaires a liaatbn des amorces degénérées (B).

Amorces dégénérées spécifigues des xylanases

Couple "Large spectre Séquence (5'-3 T° d'hybridation
amorce forwar KSIGRIAAYKVIATGAAR 45°C
amorce revers IVCYTCRTTIRCIACRTC 45°C

Couple "Bacteroides/Clostridium
amorce forwar CAYWSIYTIRTITGGCAY 45°C
amorce rever: IRCYTCRTTIAYIACRTC 45°C

Amorces dégénérées spécifiqgues des xylanases

Couple "Large spectre
amorce forwar RTIGARTAYTAYRTIRTI 45°C
amorce revers ISWYTGRTAICCYTCIRY 45°C

Couple "Bacteroides/Clostridium
amorce forwar RTIGARTAYTAYRTIGTI 45°C
amorce revers CCAIGCIYBIAMRTGRTT 45°C

Amorces déegeénérées spécifiques des xylosidases

Couple "Large spectre
amorce forwar TTYYTITAYTTYGSIAAY 45°C
amorce rever: RTGRTGRTTRTTICCICC 45°C

Amorces utilisées pour amplifier les génes "témr

Géne (espéce bactérienn Séquence (5'-3 T° d'hybridation
xynl1OE (F. succinogen¢ S85
amorce forwar GACTTTTTGGGGCGATTTTT 55°C
amorce rever: GAGACTGCCATCGAGAGAGA 55°C
xyl | (B. ovatusVV975)
amorce forwar AGGAGATAGAATCGCGCTGT 55°C
amorce rever: GCCATATAATCACCGGGAAC 55°C
xynA (R. albus -
amorce forwar AAAACTGTGCGGGAAAGAGA 55°C
amorce revers  CAGAATATATCAGGAAAGCTTGGA 55°C
xynD (R. flavefasciens 1
amorce forwar CACGGTCACGGAATGAGAG 55°C
amorce rever TTCTGTCCCTGACTGCTGTG 55°C
xynC (F. succinogene 55°C
amorce forwar CTTTGCTGTTGGCGGATAAT 55°C
amorce rever: ACGGGGAGCGTTTTTACAGT
BT2895 (B. theaiotaomicrt VPI1548%)
amorce forwar GGCGTATTCGGGTAATCAAA 55°C
amaorce rever: CAAGCACACCAAAAGGACAA 55°C
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Tableau 20. Bis. Nomenclature des bases dites “dégénérées” attribyae 'lUB

(International Union of Biochemistry)

Code IUB  Bases Code IUB Bases
N ACGT S G,C
Y G,AC w AT
B GT,.C M AC
H AT,C Y CT
D GAT R AG
K GT

4.7 Procédure d’amplification par PCR
Les réactions de PCR ont été réalisées en utilisbhide Tag DNA polymerase

(QBiogene). Les parametres de PCR ont été adapbésamorces oligonucléotidiques
utilisées. Le programme de PCR comprend une étapkdaturation (2 minutes a 94°C), 30
cycles d’amplification (30 secondes a 94°C, hyhrmapendant 2 minutes a la température
donnée et 2 minutes a 72°C), et une étape d’élmmgtuhale de 10 minutes a 72°C.

4.8 Séquencage de 'ADN et analyse des séquences

Les produits de PCR des différents genes, codamt les xylanases et xylosidases
amplifiés sur les trois souches bactériennes éadignt été séquencés. Les produits purifiés
ont été séquenceés entierement et dans les dewtiali®e avec le kit « ABI Prism BigDye
Terminator cycle» (Applera). Les séquences d’ADNenbes ont ensuite été analysées avec
le logiciel « Chromas Lite » disponible en libre cés sur le site Internet

http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.htrb& structure protéique et les différents

domaines composant les protéines traduites a jplrtles génes ont été analysés en utilisant

les bases de données Prodom, PFam et InterproScan.

4.9 Extraction d’ARN

L’ARN a été isolé a partir de cultures (10 ml)BlexylanisolvenXB1AT, Bacteroides
sp. XB12B efR. intestinalisXB6B4, sur des milieux contenant respectivemengldaose, du
xylose (16 heures de croissance) ou du xylane peit $48 heures de croissance). Pour

chaque bactérie, 'ARN a été extrait a partir aéstcultures différentes sur chacun des trois
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substrats, permettant ainsi d’obtenir trois répdichiologiques par substrat et par espece
bactérienne. L'extraction d’ARN a été effectuéeusitisant le kit «Hight Pure RNA» (Roche,
Mannhein, Germany) selon les recommandations dunifseur. Pour les extractions d’ARN
a partir du milieu contenant du xylane, le protecdu fournisseur a été légerement modifié.
En effet, une étape supplémentaire (Ufi& &tape de lyse des bactéries du culot avec 400!
de tampon de lyse puis centrifugation 5 minute®@08 pour récupérer les acides nucléiques
présents dans le surnageant) a été réalisée @limatier le xylane insoluble présent dans le
milieu. L'ADN génomique contaminant a ensuite éténéé des extraits par traitement
DNase (Eurogentec) selon les recommandations duifseur. La concentration et la qualité
des extraits d’ARN obtenus ont été contrélées actspphotométre ND-1000 (Nanodrop
Technologies) et sur gel d'agarose a 0,7%.

4.10 Reverse transcription et gPCR relative

Pour chacun des extraits d’ARN obtenu comme déefitessus, un microgramme
d’ARN total a été rétro-transcrit. Cette étape ékeortranscription a été effectuée en utilisant
des amorces aléatoires (Invitrogen, Cergy Pontéisace) et 200U de reverse transcriptase

Superscriptll Rnase HInvitrogen) selon les recommandations du foumiss

Afin de mieux comprendre la régulation de I'expressdes genes codant pour les
xylanases d&. xylanisolven&B1AT, Bacteroidessp. XB12B eR. intestinalisxB6B4, nous
avons quantifié les ARNm de certains genes ciblegbleau 21) a partir des cultures
bactériennes obtenues sur différents substratar{®&ylxylose ou glucose). Pour cela, nous
avons mesuré par gPCR relative, les variationspiéssion du géne cible dans la condition
« Xylane » ou « xylose » par rapport a la conditéoglucose ». L'ADNr 16S a été utilisé

comme gene de référence.
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Tableau 21. Amorces utilisées en gPCR relative pour quantifesr taux d’induction de

différents genes isolés des bactéries étudiées.

Bactérie Famille de GH Gene Amorces Séquence (5'-3") Tadlldu produit
B. xylanisolvensXB1A' / ADNri16s XB1A-16s-F TCCACGTGTGGGATTTTGTA
XB1A-16s-R AGCCGCAAACTTTCACAACT 156bp
GH 10 Xyn10A XB1A-xyn10A-F GGAAGTCTCGGCATCTTTTG
XB1A-xyn10A-R ATCCGTACGTCCTCTCATCG 211bp
GH 10 xynl10B XB1A-xyn10B-F CGGTGTGACAAAGATTGACG
XB1A-xyn10B-R CCGCTTTCATCCACATATCC 174bp
GH 43 xyl43A XB1A-xyn43A-F CTGCTATGCAATGAGCCGTA
XB1A-xyn43A-R AAACAGAACGGCGGAAACTA 179bp
GH 43 xyl43B XB1A-xyn43B-F CGACTGGTCGAAGGGATATG
XB1A-xyn43B-R ACGATCTGCAACAAGCACAT 172bp
Bacteroides spXB12B / ADNri16s XB12B-16s-F TAACGAGCGCAACCCTTATC
XB12B-16s-R GGCTTTTGGGATTAGCATCA 195bp
GH 10+43  xyn10+43A XB12B-xyn10-43A-F GCGTAGACAAAACCCAGCAT
XB12B-xyn10-43A-R ATGGCACAAGGTTTGAAAGG 163bp
GH 10 Xyn10A XB12B-xyn10A-F CATGGATGAGGGATTCCATT
XB12B-xyn10A-R ~ CACGACGATGGGTATCTGTG 212bp
GH 10 xyn10B XB12B-xyn10B-F ~ ATGCACGTGAGTTGCTATGC
XB12B-xyn10B-R ~ TGGGCAGCAGGAATTATCTC 245bp
GH 43 xyl43A XB12B-xyn43A-F  GGGACGATATAGACCCGACA
XB12B-xyn43A-R ~ TCCGTAAAACGAGGCAAATC 151bp
R. intestinalisXB6B4 / ADNr16s XB6B4-16s-F CACATTGGGACTGAGACACG
XB6B4-16s-R CACGTATTTAGCCGGTGCTT 184bp
GH 10 Xyn10A XB6B4-xyn10A-F TGAGCGTGACCTTTGAACTG
XB6B4-xyn10A-R GGGTGGCAGTTTCCIGATTA 216bp

L’optimisation des conditions de gPCR (choix desares, programme PCR) a tout

d’abord été effectuée en utilisant 'ADN génomigies trois espéces comme matrice. Pour
chacun des génes étudiés, trois couples d’amorteété dessinés et testés en gPCR avec
différentes concentrations d’ADNg de la souche dra@hne correspondante. Les différents
couples d’amorces ont été choisis en fonction det@res : une température d’hybridation de
60°C et un amplifia d’environ 200pb. L’'analyse désultats (non montrés) nous a alors
permis de sélectionner un couple d’amorce par gdne (Tableau 2J). Le couple d’amorce
sélectionné est celui qui présentait la meilledfieacité de qPCR (supérieure a 95%) et qui

amplifiait un produit a la taille attendue.

La qPCR est réalisée avec I'appareil Mastercyclep®ealplex 2S (Eppendorf) dans
des plaque de 96 puits (Twintec skirted plates,elBdprf) dans un volume réactionnel de
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20ul par puit. Le kit 1Q Sybr Green Supermix (Biad} a été utlisé selon les
recommandations du fournisseur. Les couples d’apsosont utilisés a la concentration de
0.3uM. Deux quantités d’ADNc ont été testées (@,1 aeg par puit) et la quantité de 1 ng
d’ADNCc a été retenue pour I'analyse des résultazpmtession car les Ct de sortie des genes
d’intérét étaient trop tardifs (Ct > 30) avec OdL.de cDNA. Le programme utilisé commence
par une étape de dénaturation initiale (30sec &)P{3uis 40 cycles d’amplification ou
chaque cycle est composé d'une dénaturation (15s€5°C), et d’'une hybridation /
élongation en une étape (30sec a 60°C) avec mesule fluorescence en fin d’élongation.
En fin de qPCR, la courbe de fusion (melting cue&)programmée avec une étape de 15sec
a 95°C, une étape de 15sec a 65°C, et une derBieme ou la température passe
progressivement de 65 a 95°C en 20 minutes, awggisiiion continue de la fluorescence.
L’expression relative des genes étudiés a enstatamalysée selon la méthode décrite par
Livak et Schmittgen (2001) qui estime le « Foldr@ase » c'est-a-dire le facteur d’'induction
ou de repression d’'un géne donné dans une conditidée (xylane ou xylose) par rapport a

une condition témoin (glucose) par la formuf®?.
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RESULTATS — CHAPITRE 3

Caractérisation de la xylanase Xyn10A d@&. xylanisolvensXB1A"

1. INTRODUCTION

La caractérisation moléculaire des systéemes enaynes des trois souches étudiées, a
montré que ces bactéries xylanolytiques du col@s@dent de nombreux genes susceptibles
de coder pour des enzymes impliquées dans la dégradde la chaine polyosidique des
xylanes. Ces enzymes appartiennent aux familles0G#11GH43 des glycoside-hydrolases.
Les genes codant pour des GH43 sont retrouvés amd grombre dans les trois génomes,
alors que les génes codant les GH10 ne sont psége’sin nombre trés restreint, comme nous
'avons déja signalé dans la discussion de la@arfRésultats-Chapitre 2 » de ce mémoire.
Par exemple, seules deux GH10 sont produite8 paylanisolven&B1A'. Or, les xylanases
de la famille 10 sont considérées comme de « vraieglanases, on retrouve dans cette
famille essentiellement des endo-xylang$ds4 et des endo-xylanaspd-3, capables de
cliver les chaines principales de xylane, alors geenzymes de la famille GH43 sont
essentiellement des xylosidases et des arabinesidasstinées a hydrolyser les ramifications
osidiques des chaines de xylanes. Les xylanasksfdmille 10 jouent certainement un réle
important dans la dégradation des xylanes par detthes modeéles étudiées, mais compte-
tenu de leur faible nombre, elles sont soit fortensynthétisées par ces bactéries, soit dotées
d’'une activité spécifique élevée. Nous avons effentent pu vérifier dans le chapitre 2 des
résultats que les génes codant XynlOA et Xynl0OBBdexylanisolvensXB1A' étaient

fortement sur-exprimés en présence de xylane.

Les enzymes GH10 que nous avons identifiées danbdetéries étudiées sont soit
modulaires et de masse moléculaire élevée (cas etieportent un ou plusieurs domaines
catalytiques ou des modules de liaison au substsat) non modulaires (seulement un
domaine catalytique) et de petite taille. Les xgs#s modulaires de la famille GH10, qui
possedent un ou plusieurs modules de liaison astraibsont probablement localisées a la
surface bactérienne pour permettre a ces enzymes'at@acher aux polysaccharides
disponibles pour les bactéries et de le dégradeamiPles enzymes GH10 de faible masse
molaire composées d'un seul module catalytique, dmwymes intracellulaires
(périplasmiques ou cytoplasmiques) ont été décdmss différentes espéces bactériennes
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(Connertongt al.,1999 ; Fontesgt al, 2000 ; Gallardoet al, 2003 ; Lieblet al, 2008). Les
résultats obtenus dans les deux chapitres pré&dents ont permis de mettre en évidence
une xylanase de petite taille (certainement nonulade) uniguement associée a la fraction
protéique intracellulaire dé. xylanisolvenset qui pourrait étre XynlOA. Le role des
enzymes intracellulaires est probablement imponpanir une utilisation plus efficace par la

bactérie des produits de dégradation des polysadelgariétaux.

Afin de caractériser cette xylanase, nous avonsécle génexyn10Adans un vecteur
d’expression pASK IBA33, et transformé des bacgdiecoli TOP10 avec cette construction.
La protéine produite a partir du plasmide recomtiirreensuite été étudiée, afin de déterminer
la spécificité de substrat de la xylanase, de dfiemison activité et de déterminer les
conditions optimales (pH et température) de sonviget En paralléle, une analyse
phylogénétique a permis d’analyser les homologesstducture de Xynl10A avec d’autres

xylanases GH10 provenant de divers microorganighesvironnements.
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ABSTRACT

A xylanase gengynl10Awas isolated from the human gut bacteriBacteroides
xylanisolvensXB1A" and the gene product was characterised. This xs#aXgn10A is a non
modular enzyme of 38kDa composed of one glycosydiedtase family 10 catalytic domain
with a signal peptide sequence. The recombinantlBgproduced b¥. coliwas active on
oat spelt and birchwood xylan and on wheat aralyilams. It cleaved xylotetraose,
xylopentaose and xylohexaose but it did not hydmbyylobiose, clearly indicating that
Xynl1O0A is a xylanase. Surprisingly, it showed logtity against CMC but no activity at all
against aryl-cellobioside and cellooligosaccharidissoptimal temperature and pH for
activity were 37°C and pH 6.0, respectively. Phglogtic analyses showed that Xyn10A was
closely related to other GH10 xylanases from huBacteroidesxyn10Agene was expressed
in B. xylanisolven&B1A" cultured with glucose, xylose or xylans. The piroappeared to

be closely associated with the bacterial cells. 2O/ is the first family 10 xylanase

characterised frorB. xylanisolvenXB1A".
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INTRODUCTION

The plant cell wall consists of a complex netwoflpolysaccharides including cellulose,
hemicelluloses, pectin and lignin. Xylans are mammponents of hemicelluloses (Polizeli et
al. 2005). They are composed of a homopolymeri&tbae off-1,4-linked D-xylopyranose
units and short side chains, including O-acetyll-arabinofuranosyl, and-D-glucuronyl
residues. The extent and nature of these sidekanes among plant species. Xylans are
major polysaccharides in the cell wall of cerealjtfand vegetable consumed daily by
humans. Accordingly, the xylanolytic community appeas an important component of the
human gut microbiota, as shown by cultural meth®dsdekind et al, 1988; Chassard et al,
2007; Chassard et al, 2008a). The predominant xgg¢gmading species that have been
identified up to now belong to thigacteroideggenus (Hespell and Whitehead, 1990 ;
Chassard et al., 2007). Salyers et al identifieg s xylanolyticBacteroidessolates
belonging taB. eggerthii, B. fragilis, B. ovatuendB. vulgatusspecies (Salyers et al, 1977a,
1977b).B. ovatusandB. fragilis were the most active of these isolates. Howetiergtis a

lack of knowledge about the xylanolytic systemledeBacteroidespeciesB. ovatuss the
sole human gut bacterium whose xylanolytic systasildieen partly characterized using
molecular techniques. Genes encoding a xylanasa aifdnctional xylosidase-arabinosidase
were cloned and expressedancoli (Whitehead and Hespell, 1990; Weaver et al, 1992;
Whitehead 1995). These two genes were shown tath@pan operon under the control of a
xylan-inducible promoter (Weaver et al, 199)xylanisolvenss another species of the
human xylanolytidBacteroidesvhich was recently isolated from human faeces $Shial et

al, 2008b). The type strain XBIAhowed a xylanolytic activity higher than that sed in
the other colonic bacteria suchBasovatugChassard et al, 2007). It was able to degrade pur
xylans of diverse origin efficiently, but did noégrade starch and grew hardly on pectins or

galacturonic acid, suggesting that it is specidlisexylan degradation. Preliminary
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characterization of the xylanolytic systemBofxylanisolven&B1A' showed that the
bacterium produces two xylanases of approximatekpba and 35kDa when cultured with
xylans (Chassard et al, 2007). A gene encodingndyfd 0 glycoside hydrolase
(http://www.cazy.org/) was identified from the drgénome oB. xylanisolvenXB1AT

(http://www.sanger.ac.uk/pathogens/metafihe encoded protein corresponds probably to

the lowest molecular mass xylanase (at 35 kDa)ipusly identified in this species. Our
objective was to carry out a complete charactednaif this newly identified xylanase from a

human gut bacterium.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and culture conditions

Bacteroides xylanisolvenéB1A" (DSM 18836T) was cultivated at 37°C anaerobicatiyg
complex medium containing clarified rumen fluid @lsarcet al, 2007) and 0.3% of
cellobiose, xylose or glucose, or 0.5% oat spdhrxyall from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France). Cells were harvested at lageplmase after overnight culture on sugars or
48 hour-culture on oat spelt xyldascherichia coliTOP10 (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) was routinely grown on Luria-Bertani (LB¢aium with appropriate antibiotic

selection at 37°C.

Preparation of E. coli and B. xylanisolvensprotein samples

Bacterial proteins . coli producing or not Xyn10A were obtained after cidtur
centrifugation at 8000g for 10 min at 4°C. Celllptd were re-suspended in 50 mM sodium
phosphate buffer at pH 7.0, providing bacteriapsusions concentrated ten times (10X).
Soluble proteins were obtained after sonicatiothef1l0X bacterial suspensions (Branson

250D Digital 200W). Cells were submitted to fivelgms of 10 sec at 50% intensity with 10
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sec pauses between each pulse. After centrifugati@8000 g for 20 min at 4°C, the
supernatant containing bacterial soluble proteias aliquoted and frozen at -20°C.

B. xylanisolven&B1AT cultured with oat spelt xylans or with sugars wesatrifuged 20 min
at 10,600q, at 4°C. The pellets containing celbasged proteins were washed twice in 50
mM sodium phosphate buffer at pH 7.0 and suspeimd&d 0 volume of the same buffer.
The supernatant containing extracellular proteias woncentrated about tenfold with a
Centricon Plus-20 centrifugal device (Millipore, Mbeim, France). Extracellular and cell-
associated protein samples were aliquoted andfiegan at -20°C. Protein amount was

determined by the method of Bradford with bovineisealbumin as standard.

SDS-PAGE, Western blotting and Zymogram

SDS-PAGE and Western-blotting were performed asrdesi previously (Esbelin et al,
2009; Rakotoarivonina et al, 2009).

Zymograms were performed under denaturing condit{@DS-PAGE) with 8%
polyacrylamide gels containing 0.1% of oat spelaryAfter electrophoresis, proteins were
renatured by incubating the gels fox 20 min in 50 mM sodium phosphate buffer at pH 7
containing 2% Triton X100. After 3 incubations & fhin in the same buffer without Triton
X100, the gel was incubated overnight at 37°C.ds\inally stained with 0.1% Congo red

and destained with 1M NacCl.

DNA isolation

Genomic DNA was isolated from culturesBfxylanisolven&XB1A" after overnight growth

in cellobiose rumen fluid medium. Cells (20 ml cué) were harvested by centrifugation
(100009, 20min at 4°C) and washed three timesnm odium phosphate buffer (50 mM, pH

7). DNA isolation was performed using the easy DIKIA(Invitrogen) according to the
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manufacturer's recommendations. DNA concentratiag @stimated by the absorbance at
260 nm. DNA integrity was verified by electrophasesn an ethidium bromide-stained 0.7%
(w/v) agarose gel.

Plasmid-DNA isolation from recombinaBt coliwas performed with the Qiafilter Mini Kit

(Qiagen, Courtaboeuf, France) according to thelgrfspinstructions.

RNA isolation and reverse transcription

RNA was isolated fronB. xylanisolvenXB1A" following an overnight culture with xylose
or glucose medium and 48 h culture with oat sp@hirx RNA isolation was performed using
the “High Pure RNA” kit (Roche, Meylan, France).taloRNA (1 pg) was reverse-transcribed
using random hexamer primers (Invitrogen) and 20&uperscriptll Rnase Hreverse
transcriptase (Invitrogen), according to the pracedsupplied with the enzyme. For each
RNA sample, a negative RT (no addition of reveraadcriptase) was performed and used as
a negative control in subsequent PCRs. Oligonudegtrimers used to amplify the whole
xynl0A  gene from B. xylanisolvens ~ XB1AT cDNA were 5'-
AGCATATTCAGGACGATTGG-3' (forward) and 5-AAGGTCATTTGGCATAGC-3

(reverse), and were purchased from MWG Biotech (&i®rg, Germany).

Cloning and expression of xyn10A gene

The wholexyn10Agene was amplified by PCR froBa xylanisolvenB1A™ genomic DNA
using the AccuTag LA DNA polymerase (Sigma-Aldriébljowing the instructions given for
the enzyme. Forward and reverse primers were desiggnclonexyn10Agene encoding the
predicted protein including the signal sequence fBiowing primers were used for PCR
amplification: 5'-

ATACTCGAGAATAAAAGAAGGAGATATACAARTGAAGACTTCGATAAGAACAACC
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GTAGTTTC-3 (forward) and 5'-
CTAACCATGGTTTTCTGCATAGCCTCTTTTATAATCAAATCAAC (reverse). The
forward and reverse primers contained cloning gitegalics) with their respectiv&hol and
Ncol sites (underlined). In the forward primer, doweam the cleavage site, two successive
stop codons (in bold) and a ribosome binding sitd¢ld) were added to stop the translation
starting from the vector and to start translatibtha start codon (in bold) of the xylanase
gene, respectively. The resulting PCR product @sed intoXhol / Ncotdigested pASK-
IBA33 vector (IBA, Gottingen, Germany) such thailias tag was fused with the C-terminus
of the recombinant protein. Recombinant plasmidseveapressed i&. coliTOP10 as

follows: single colonies were transferred into 8Bl medium with 50 pg ampicillin. ril

Two hundred microliters of these precultures waentused to inoculate 10 ml volume of the
same medium and were grown at 37°C with agitatosnt OQpo0f 0.5 then 2mg/ml of
anhydrotetracyclin (AHT, from IBA) was added ané ttulture was incubated for a further 3

hours at 37°C.

DNA sequencing and sequence analysis.

The recombinant plasmid-DNA was sequenced in bdtubns using an ABI Prism Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kitkiReélmer) with the following primers:
5-CCCGAATTCGAGCTCGG-3' (forward) and 5-GATGGTGATGGATCCT-3
(reverse).

DNA and protein sequences were analyzed using @il Nr EBI servers. Multiple

alignment was performed using the T-coffee progflotredame et al, 2000) available at

http://www.phylogeny.fi(Dereeper et al, 2008). The phylogenetic tree avastructed using

the BIONJ program (Gascuel, 1997).
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Enzymatic assays

The enzymatic assays were carried out by incub#tiegoluble protein extracts from
recombinank. coliwith 0.5% (w/v) polysaccharides [oat spelt andcBwood xylans,
medium-viscosity carboxymethylcellulose, lichenaminarin,B-glucan (Sigma), cellulose
(Avicel PH-101, Sigma Aldrich) and wheat arabin@nd (Megazyme, Wicklow, Ireland)] in
50 mM sodium phosphate buffer pH 7.0, at 37°C fonfin. The amount of soluble proteins
and the incubation time were chosen to provideyassaditions in which the measured
activity was proportional to these two parametBeducing sugars released from
polysaccharide hydrolysis were assayed as alreeslyritbed by Béra-Mailledt al (2004)

with xylose as standard. The optimal temperatuth@iylanase was determined by
incubating the soluble protein extracts at diffétemperatures (10—60 °C) for 30 min with
0.5% (w/v) oat spelt xylan in 50 mM sodium phosehatffer pH 7.0. The optimal pH was
determined by incubating the enzyme preparatidh5f6 oat spelt xylan in 0.2 M sodium
phosphate/0.1 M citric acid buffer (pH 4-9) at & for 30 min.

Soluble proteins were incubated wgNP-o-L arabinofuranosidggNP--D xylopyranoside,
pNP-D cellobioside (all from Sigma and at 0.5% finahcentration) for 30 min, in 50 mM
sodium phosphate buffer pH 7.0, at 37°C. The readtias stopped by the addition of 1ml of
1M N&CO; and color development was measured at 400nm. Eatayactivity was

measured ag-nitrophenol released per minute and mg of protein.

Thin-layer-chromatography

TLC was carried out using xylooligosaccharides {XX6, Megazyme) or
cellooligosaccharides (G1, G2, G3 and G5, Sigmaiétijl as standards. Enzyme extracts in
50 mM sodium phosphate buffer at pH 7.0 were intatwvith the xylo- or cello-

oligosaccharides at 37°C for 30 min, 1 or 2h. Sas\plere analyses onto thin-layer silica gel
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60 F254 plates (Merck, VWR International SAS, Simsg, France) as described in Nouaille

et al (2004).

RESULTS

Isolation of xyn10A sequence and gene product analysis

Using the Xyllsequence (SwissProt P49942) frBacteroides ovatu@Vhitehead et al,
1995) as query, genes encoding xylanases from gjiyedydrolase family 10 (GH10) were
searched for in the genomeRf xylanisolven&B1A'. The draft genome sequence of this
strain was produced by the Wellcome Trust Sangsitire

(http://www.sanger.ac.uk/pathogens/mefatdne open reading frame (ORF) predicted to

encode a GH10 catalytic domain without any otheili@any module was selected for further
examination. It was namegn10A The completaxyn10Agene sequence is 1137 bases with
an ORF starting with an ATG initiation codon andlieilg with a TGA stop codon. The GC
content of the sequence is 42.7%. The upstreantodimg portion of the sequence was AT
rich and contained sequences similaEtaoli-like promoters. A sequence that could be
assimilated to a RBS was found 5 nucleotides ugstrde putative start codon. The ORF
encodes a protein of 378 amino acids with a prediotolecular mass and pl of 42,123 Da
and 7,6 respectively. A typical signal sequengaésent at the N-terminus of Xyn10A, with

a predicted cleavage site between amino acids @2&nThe predicted molecular mass of the

mature protein is 40,390 Da.

Phylogeny
A phylogenetic tree was constructed for the GH18@lgac domain of Xyn10A fronB.
xylanisolvensThe deduced amino acid sequence of Xyn10A wasedigvith xylanase

sequences contained in the NCBI database. The gidrytic tree presented in Fig. 1 includes
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25 sequences of GH10 xylanase catalytic domaims fmacroorganisms isolated from various
ecosystems (rumen, human gut, soil, marine sedswemwater). A high homology was found
with xylanases from othd3acteroidespecies from the human intestilBacteroidessp. D1,
Bacteroidessp. 2-2-4B. ovatusB. cellulosilyticusB. Intestinalis, B. eggerthandB.

vulgatus which showed 98, 84, 84, 62, 60, 61 and 60% itewith Xyn10A, respectively.
The highest percentage of identity was found vh#ntylanase frorBacteroidessp. D1

(98%). The multiple alignments indicated that tmilarity was especially high in regions
that are known to be conserved among proteins geigrio GH10 xylanases (Baba et al,
1994; Kim et al. 2009). For instance, the sequenogesponding t&>*VDVVNEA'®*,
23YNDY 2% and®*"TELD?"° in Xyn10A were strictly conserved in the 25 GH}flaxase
sequences (not shown). The tree (Fig. 1) showdlle&acteroidesequences are grouped
into one cluster which is close Ryevotellasequences, witRrevotellaalso originating from
the human gut. The other sequences, from soil oinemanvironments are more distantly
related. The GH10 xylanases produced by the runbacteriaRuminococcus flavefaciens

andButyrivibrio fibrisolvensshowed the lowest percentage of identity (26%).

Cloning and expression of XYN10A irE. coli

The genexyn10Afrom B. xylanisolven&B1A', was cloned and expressedsincoli TOP10
using a pASK-IBA33 vector and the protein was piEtlas a C-terminal Higusion

protein. Protein extract frofd. coli cultures, induced or not by AHT, were used for SDS
PAGE and Western-Blot analysis (Fig. 2). A proteamd at approximately 42 kDa was only
present innduced culturesf E. coli (Fig. 2A and B). In addition, this protein wasogoized
by the anti-His antibodies (Fig 2B). Its molecutaass was in agreement with the predicted
molecular mass of the recombinant polypeptide XynIymogram analysis indicated that

the recombinant Xyn10A producedtn coliis an active xylanase (EC 3.2.1.8) (Fig. 2C).
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Expression ofxyn10Ain B. XylanisolvensxB1A"

The expression ofyn10Ain growing cells oB. xylanisolvenXB1AT was first checked by
analysing thexyn10Atranscripts. Total RNA was extracted from bactetiliivated with
glucose, xylose and oat spelt xylans. RNA was ranigoeverse-transcribed and the resulting
cDNA was used foxyn10Aspecific PCR. The results showed thatxjiel0Agene was
expressed under the three culture conditions @AY. In addition, cell-associated and
extracellular fractions of the same cultures weraysed by zymogram to detect xylanolytic
protein bands. Fig. 3B shows the presence of aoxgtehase band at 38kDa, assumed to be
Xyn10A, which was cell-associated and producedherthree substrates. This band was not
found in the extracellular fraction, whatever tstrate (not shown). Bottyn10A

transcripts and xylanase activity on zymogram amgzemore abundant in bacteria cultured

with xylans compared to soluble sugars.

Substrate specificity and enzymatic properties of ¥n10A

Enzymatic activities of soluble proteins prepanmehfE. coli producing Xyn10A were
measured by quantifying reducing sugars releaded eizyme-substrate incubations.
Specificity was evaluated on various substrateBl€Td). Specific activities on oat spelt
xylan, birchwood xylan and arabinoxylan were eveddat 13.9, 13.6 and 13.u4nol.min

! mg?, respectively. Low but perceptible activity wasagtified on CMC (11% of activity
relative to xylans), and poor activity was measweather glycan substrates, including
crystalline cellulose. No activity was detectedaoyl-substrates (Table 1).

TLC analysis showed that Xyn10A was active on »gfi@ose, xylopentaose and xylohexaose
as these sugars were entirely degraded in smalies during the incubations with XYN10A
(Figure 4). Xylotetraose was cleaved into xylobiflaee 7), while xylopentaose and

xylohexaose were cleaved into xylotriose and xyebi(Lane 8 and 9). The enzyme did not
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hydrolyse xylobiose, and no activity was found agacellobiose, cellotriose or cellopentaose
(not shown). Incubation of enzyme extracts with atrerabinoxylans and oat spelt xylans
released xylooligosaccharides of various sizes (&h@&lysis, not shown).

The optimal temperature and pH for Xyn10A activitgre measured with oat spelt xylans as
substrate and were found at 37°C and pH 6.0, r&spbc(Fig. 5). The enzyme retained more
than 80% of its original activity over a wide temgieire range from 32 to 42°C while 80% of
its activity was lost above 48°C (Fig.5A). With pahging from 5.5 to 7.5, Xyn10A retained
80% of its optimal activity, but at pH 9.0 and belpH 5.0, it lost more than 50% of its
activity (Fig. 5B). Variation of the activity wittemperature and pH was also measured on

Birchwood xylans and arabinoxylans, and same optuere obtained (not shown).

DISCUSSION

The majority of the xylanases characterized todaychistered into families 10 and 11 of the
sequenced-based classification of glycoside hydesl&Cantarel et al, 2009). The present
paper reports for the first time the presence fafaly10 glycoside hydrolase in the human
gut xylanolytic bacteriunB. xylanisolvenXB1AT with the full characterization of the
enzyme. Xynl10A is a non modular xylanase constitbga GH10 catalytic domain and a
signal peptide at its N-terminus. Xyn10A displayaailar specific activity against
arabinoxylans, oat spelts or birchwood xylans, bkeer GH10 xylanases (Gallardo et al,
2003 ; Devillard et al, 2003). It was active onotgltraose, xylopentaose and xylohexaose but
did not hydrolyse xylobiose, clearly indicating titas an endd31,4- xylanase. The
hydrolysis of xylotetraose into xylobiose exclusyis similar to what was observed for other
xylanases from GH10 such as Xyn10B fr@uallvibrio mixtus(Pell et al, 2004). Xyn10A
released xylooligosaccharides of various sizes facabinoxylans and oat spelt xylans,

including low molecular mass oligosaccharides, sgtjgg that, like the other xylanases from
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GH10 and unlike GH11 xylanases, Xyn10A does natireca long stretch of unsubstituted
xylose backbone for the cleavage of xylans (Bi¢lgld997). The enzyme did not cleave
PNP-D-xylopyranosyl and PNR-L-arabinofuranoside. However, a low activity wasifid
against CMC, and other glycan polymers, includiabjutose, while PNH3-D-cellobiose,
cellobiose, cellotriose and cellopentaose wereclgaived. This is surprising because many
characterized GH10 enzymes were shown to be aagjamst aryB-cellobiosides but not
against CMC or cellulosic substrates (Collins 2@05; Gallardo et al, 2003; Devillard et al,
2003 ; Ducros et al, 2000; Gilkes et al, 1991). tdybis of CMC, although very low in
comparison to that of xylans, appears thus to $ygeaific property of Xyn10A. The
mechanisms by which GH family members discrimiriveen substrates is not yet fully
understood (Ducros et al, 2000).

Xyn10A from B. xylanisolvenXB1AT presents strong homology with xylanases from other
Bacteroidesspecies and also from human guévotella In particular, Xyn10A sequence
showed a high percentage of identity (98%) witlylaxase from the strain D1 Biacteroides
sp., a strain with unknown function from the humarcrabiota (Refseq :
NZ_ACABO00000000). Xynl1lOA displays 84% of aminochmentity with Xyll fromB.

ovatus which represents the only other xylanase chanaetétoday from a human gut
bacterium (Weaver et al, 1992). Xyn10A appearedendistant from xylanases present in
bacteria from other ecosystems, including the ruriiérs suggests that, due to different
nature and composition of substrates arriving @s¢hecosystems, bacteria have probably
adapted their xylanase structure in order to degedificiently the polysaccharides available
in their environment. Xyn10A showed an optimal xygytic activity at pH 6.0 and 37°C on
xylans, close to the optimal growth conditionsted strain (pH 6.8 and 38°C, Chassard et al,

2008b) and to the physiological conditions of thienlan colon.
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Xyn10A-encoding gene was shown to be express&d iiylanisolven&B1AT cultured with
glucose, xylose or xylans. Both RT-PCR and zymogresults (Fig 3) suggest an over-
expression okynl10Ain cells growing on xylans compared to solubleasagbut this should
be further confirmed by quantitative analysis. Expression of the xylanase operorBin
ovatuswas shown to be upregulated by xylan and redugdbdbaddition of glucose
(Hamady et al, 2008), suggesting that xylanase ggpeession is regulated in human gut
Bacteroides.

Xyn1O0A is the sole GH10 enzyme of about 40 kDa tbumthe translated draft genomeBof

xylanisolvensXB1A" (http://www.sanger.ac.uk/pathogens/metafiihe second major active

protein band of appromimately 80 kDa observed enzgmogram might correspond to a
multi-domain family 10 GH we also retrieved fronettiraft genome (not shown). The
characterization of this second putative xylanasenider progress. ORFs encoding putative
GHA43 of molecular masses close to that of Xyn10Aevadso identified from the genome
sequence, but GH43 are xylosidases that do noepeendoxylanase activity (Bourgois et al,
2007). Consequently, the genome-identified Xynl@Aracterized in this study is most
probably the cell-associated endoxylanase (~38kletcted on zymograms realized with
proteins ofB. xylanisolvenXB1A'. Because Xyn10A bears a signal sequence, itsdocat
should be either periplasmic or at the cell surféidecated at the cell surface, Xyn10A
should be particularly well-anchored since it was aetected in the extracellular medium of
strain XB1A' after growth with xylans. However, outer membranehoring-sequences
usually found in Gram-negative bacteria were nantbin the Xyn10A sequence usiing

silico analysis littp://www.expasy.org/tools/scanprosite/

http://bioinformatics.biol.uoa.gr/PRED-TMBB/). OthéH10 xylanases composed of a sole
GH10 catalytic domain have been shown to be pesmpiaor cytoplasmic. Indeed, Xyn10B

from Cellvibrio mixtus(Fontes et al, 2000) or Xyl10B froffhermotoga maritimgLiebl et al,
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2008), were shown to bear a 20 to 30 residues Isigmpdide and were detected in the
periplasm. Xyll fromB. ovatusalso had a signal peptide and was shown to bkiblso
enzyme, probably periplasmic (Weaver et al, 1992her GH10, such as XynB from
Paenibacillussp. BP-23 (Gallardo et al, 2003), Xyn2 fr@acillus stearothermophilugl
(Baba et, 1994) or XynA fronihermobacillus xylanilyticu€onnerton et al, 1999) do not
have any signal peptide and have been shown tgtbplasmic. Such intracellular or
periplasmic xylanases are thought to hydrolysetstydooligosaccharides entering the
cytoplasm or the periplasm and resulting from edlalar xylan hydrolysis by external
xylanases. Such intake of xylooligosaccharidesthan internal cellular utilization would
allow a very efficient utilization of the polymeegdradation products and would provide an
energy source exclusively beneficial to the baatar(Miyazaki et al., 1997; Fontes et al.,
2000).

In conclusion, we characterized for the first tisn&H10 xylanase from the human gut
bacteriumB. xylanisolvensThis enzyme is highly active against xylans and
xylooligosaccharides, and presents the particylésipossess a CMCase activity. In addition
its cell-associated localization, presumably pasplic, certainly provides an ecological
advantage to the bacterium in the gut microbiakgstem. This study provides new insights
on the fibrolytic function of a human gut bacteriuBn xylanisolvensFurther investigations
are needed to better comprehend the role and iampm@tof this species in the human gut

microbiota.
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Figure legends

Fig. 1. Phylogenetic tree showing the relationship betweedYN10A from B.
xylanisolvensXB1A" and other GH10 xylanases.

Phylogenetic relationships (BIONJ) are based omffee alignments of GH10 xylanase
catalytic domains. Protein sequences are nameleblyacterial species, gene names and/or

GenPept accession numbers. Scale bar indicate® awioh substitutions per position.

Fig. 2: Expression ofxyn10Afrom B. xylanisolvensXB1A in E. coli

SDS-PAGE (A), Western-blot (B) and zymogram (C)lgsia of total bacterial proteins (A)
or soluble protein extracts (B, C) frdm coli producing Xyn10A after induction with AHT
(Lane 1) or without induction (Lane 2).

SDS-PAGE was performed under denaturing condititsirsg 10% acrylamide gel. The

positions of molecular mass markers are indicated.

Fig. 3: Expression ofxyn10Ain B. xylanisolvensXB1A'

A: RT-PCR products obtained froB xylanisolvenXB1A following growth with xylose
(Lane 1), glucose (Lane 2) or xylan (Lane 3) uginigher pairs specific tayn10A Molecular
size DNA markers (MM, Smart Ladder, Eurogentec, édmsgFrance) and negative control
(NC) performed with RNA not reverse transcribedessplate are also shown. Arrow
indicatesxyn10AcDNA.

B: Xylanase zymogram analysis of bacterial protéios B. xylanisolven&B1A" following
growth with xylose (Lane 1), glucose (Lane 2) olaxy(Lane 3). Protein migration was
performed on 8% acrylamide gel. The positions ofemaar mass markers are indicated

(Precision Plus, Bio-Rad) . Arrow indicates putatkynl10A.
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Fig. 4: TLC analysis of xylooligosaccharide degrad&n by XYN10A
Thin layer chromatography of sugars produced dutiegncubation of soluble proteins of
E.coli containing XYN10A with xylotetraose (lane 7), xgkentaose (lane 8) and xylohexaose

(lane 9) during 2h at 37°C. Xylooligosaccharide& (& X6) were used as standards.

Fig. 5: Enzymatic properties of recombinant Xyn10A

A: Temperature effect on xylanase activity of XyAlid 50mM NaPO, buffer at pH 7.0.

B: pH effect on xylanase activity of Xyn10A in pRO/citric acid buffer at various pHs and
at 37°C.

Enzyme extracts were incubated with oat spelt »/[@¥5%). Enzyme activity was mesured
as g of reducing sugars released in 30 min p&fggluble proteins. Relative activity is

expressed as a percentage of maximum activity £ S.D
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Table 1 Substrate specificity of recombinant Xyn10A.

Substrate Specific activity Activity relative to

pumol. mint. mg* oat spelt xylan (%)

Oat spelt xylan 13.9+0.5 100
Birchwood xylan 13.6 £0.6 98

Wheat arabinoxylan 13.4+0.2 96

Carboxymethylcellulose 16+0.1 11
Barleyp-glucan 04+0.1 3
Lichenan 0.2+0.1 1
Laminarin 0.2+0.1 1
Avicel cellulose 0.2+0.1 1

PNPa-L-arabinofuranoside ND -
PNPB-D-xylopyranoside ND -
PNPp-D-cellobioside ND -

Specific activities are given asnoles of xylose or glucose equivalent producedhpeute

and per mg of protein, after enzyme incubation® wylan or glycan substrates, respectively.

ND: not detected.
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Sphingobacterium spXYNA19 ACR61562
Prevotella bryantiiX YN10A CAD210011

Prevotella copri223465845
’ Bacteroides xylanisolvenXYN10A
0-43 - Bacteroides spD1 ZP_04543380
Bacteroides sp2-2-4 ZP_ 04553730
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3. RESULTATS ADDITIONNELS

Homologie de séquence entre Xyn10A et d’autres rgkses de la famille 10

Une analyse phylogénétique a permis de positioaexylanase Xynl0A deB.
xylanisolvensXB1A" par rapport & d’autres xylanases de la famille Geisponibles dans
les bases de données. Un arbre phylogénétiquewbteartir de I'alignement de séquences
des domaines catalytiques de 25 GH10, a été peestanis larticle 2. Les domaines

catalytigues GH10 de plusieurs xylanases ont &f/sés par alignement avec ClustalW.

L’alignement montre que les régions |1, II, 1ll, W/ et VI, qui sont les régions
conservées au sein des xylanases GH10, sont plumains semblables selon le genre
bactérien considéré (Babet, al, 1994). Les xylanases GH10 d®acteroidessp. présentent
de grandes homologies de séquence entre-ellesnmatat dans les régions conservées lll,
IV, V et VI (Figure 35. On retrouve plusieurs motifs identiques sur $égjuences de
Bacteroidessp. qui semblent donc caractéristiques des xytmnde ce genre bactérien. Par
exemple, le motif YEIGEEYIPLAFQYAHEAPDAE... dans lggion IV, est un long motif
de plus de 30pb trés conservé dans les xylanaseéBaderoidessp. Quatre xylanases
montrent des homologies importantes : les xylande® xylanisolvensBacteroides spD1,

Bacteroides sp2_2 4 etB. ovatus
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Figure 35. Homologies de séquence entre difféerentes xylanadesla famille 10 des

glycoside-hydrolases. Alignement effectué avec @IW, les probables acides aminés

catalytigues (glutamate ou E) sont encadrés en reug

Homologie
avec Xynl1l0A

CoOoO~NOOOAWNPR

36% 1 _Paenibacillus_EF-Z23

33% 2  Geobacillus_sp.

33% 3 Thermobacil lus_xylanilyticus

/ 4  Bacteroides_xylanisolwvens

98% 5 Bacteroidez_sp._ D1

84% 6 Bacteroides_sp._ &2-2-4

84% 7 Bacteroidez_ovatus

62% 8 Bacteroidez_cellulosilyticus
60% 9 Bacteroidez_intestinalis

61% 10 Bacteroides_ eggerthii

60% 11 Bacteroides_wulgatus

57% 12 Chryseobacterium_gleum

53% 13 Sphingobacterium_sp.

51% 14 Prevotella bryantii

50% 15  Prewotella copri

48% 16 Glaciecola mesophila

48% 17 Pseudoalteromonas_atlantica
46% 18 Cellvibrio_mixtus

46% 19 Cellwibrio_japonicus

47% 20 Flawobacterium sp.

35% 21 Thermotoga haritima

36% 23 Cellulomonas_fimi

33% 23  Anaerocellum thermophilum

26% 24 PButyriwibrio_fibrisolwens

26% 25 PBuwminococcus flawefaciens
ADEIVD FAVAR GIGVR GHTLVWHNQT PAWNM FEDA- ------ SGGTASREM
ADQIVS FAKSN GMAVRGHTLYWHNQT PEWV FQNS - -----~ SGGKAGREL
ADKIAD FAAFH GEKLRGHTLVWHNOQT PDWF FEAP - - ===~ ~ GGGPAGKET
ADEFVAFGEFNHLAITGHTLIWHSQL SPWFCVDE------- HGENVSPEY
ADEFVAFGEFNHLATITGHTLIWHSQL SPWFCVDE------- HGENYSPEY
ADEFVSFGESNOQMAII GHCLIWHSQLAPWFCVDE------- DGINNVSPEV
ADEFVSFGESNOMAII GHCLIWHSQLAPWF CVDE - ------ LGNNVSPEY
ADEFVKFGEDNGMFIIGHCLVWHSQL SPWFCVDA- -===== EGENVSPEV
ADEFVEFGEDNGMFII GHCLVWHSOL SPWFCVDA-----~-~ DGENVSPEV
ADEFVEFGEDN GMYII GHCLVWHSQL APWF CVDE------- DGNNYAPEY
ADRLYRFGEENDMAVI GHCLIWHSQLAFWFCVDE- ------ QGETVSADI
ADKFVD FGMENNMFIIGHTLIWHSQL PEWF FTDK- ----- - HNGFDVSPEV
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ADEYLNFCRENNIAIRGHN-L LHQUTPNWF FENPQTG-EK LTNSEKDEKI
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AATLEFCEQNGIALRGHTFVWVSQT PDWF FREN- ---F3 QNGAYVSED I
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1 LRLLG-EDYLVQAFNMA-HEADPNAL LFYNDYNETDP-VEREKIYNLVES LLDOGAPVHGI GHOGHWNIHG PSHDE IRQAIERYASLD-VQL

2 LASIG-EDFIAKAFEYA-HEADPOALLFYNDYNESVP-EKREKIYALLEL LEEQDVPIHGYGLOAHWNLEFPSLDD IRRAIERYASLD-LMLHITELDVS

3  HDMVG-PEFIVRAFEYA-HEADPDALLFYNDYNECHNP-AKRDEIIRLVEW LFEQGAPIHGI GHOGHYNLAS PSIAEVREAIEEKYAELG-LVI

4  YEILG-EEYIPLAFQYA-HEADPDAE LYYNDYSMAQP-GRRAAVVEMVED LFFRGIRIDAVGHOGH IGMDY PEISE FEESHLAFAKAG-VEVHITELDLT

5 YEILG-EEVIPLAFQYA-HEADPDAE LYVNDYSHMAQP-GRRAAVVEIVED LEFRGIRIDAYGHQGH IGMDY PKISE FEESMLAFAGAG-VEVMITIELDLT

6 YEILG-EEYIPLAFQYA-HEADPDAELYVNDYSMAQP-GRREAVVEMVND LERRGIRIDAVGMQGHIGMDY PEISE FEKSHLAFAGTG-VEKIMITIELDLT

7 YEILG-EEYIPLAFQYA-HEADPDAELYYNDY3SHAQP-GRREAVVEIMVND LEFRGIRIDAIGNQGHIGINDY PEKISE FERSHLAFAGTG-VEKINITIELDLT

8  YEILG-EEVIPLAFQYA-HEADPEAE LYVNDVGMHEP-GRRDAVVEMVNS LFEEGLRIDAT GMOGHMGLDY PSIGEYETS LLAFA STG-AKVHMITIE

9  YEILG-EEYIFLAFQYA-HEADPEAE LYYNDYGHHEP-GRRDAVVEMVNS LFEKGLRIDAYVGHOGHNGLDY PSIGEYETS IFAFA STG-AKVMITIE

10 YEILG-EEFIFPLAFQYA-HEADPEAE LYVNDYNMHEA-GKRATVVELVND MESKGLRVDAIGMQGHVGLDYPSLTD FEESHMLAYA STG-AKVMIT

11 YEILG-EEYIPLIFOYA-HEADPEAE LYVNDYGHD GE-AKRDEVVELVEIL LEDRGLRIDAVGHOGHNGNDY PSVSE FEASTLAFAATG-Y

12 YEILG-EDFIPLAFQYA-QEADPNAE LYYNDYNEWYP-EKVETVIAMVEE LESRGIRIDGY GHOAHVGNDNPSIDE YGRAILAT SNAG-VEVNIT

13 ¥DIIG-KDFIKLAFQFA-QEADPNAE FYYNDYSTAIP-AKRNGINELVEE VLDSGVRVDAI GHOEHNGLDNPALSEVEKTIVGFASLG-T

14 YFIIG-PDFIKLAFIFA-HQADPDAE LYYNDYSHS IP-AKRNAVVELVEE LEAAGCRIDAYGHOSHNGFNY PNLED YENS IKAFI AAG-VDVOFIE

15 YKIIG-PEFIELAFRFA-HEADPNVE LYVNDYSTSEP-AKREAICELVRD LEAKGLRIDAVGNQSHNGFDY PDYAE YEKS IEAFA GEG-VEVHLTE

16 ROIIG-DDFIEFAFTYA-HAADPDAKLYYNDYNLYKP-EKSAGAAKLIKS LODKEGI PVHGY GLOGHY S LTHPALNE LDDALTLFASLG-IESNIT

17 ROIIG-DDFIEFAFTYA-HAADPDARKLYYNDYNLYEP-EKSAGARKLIKS LDEGI PVHGYGLOGHYSLTHPALNE LDDALTLFASLG-IESMIT

18 Y¥EKIMG-DDFIYNAFTLA-NEVDPEAHLMYNDYNIERT-GKREATVEMIER LOKRGHFIHGLGIQGHLGIDT PPIAE IEKSITAFAKLG-LEVHFT

19 YEKILG-EDFIYVQAFNLA-HEVDPEAHLLYNDYNIERT-GKREATIEMIER LOKRGHPIHGLGIQGHNGIDTPPIAEVEKS IIEFAKLG-LRVHFT

20 LNTLG-ESYLADAFHLA-AKADPEVDLYVNDYNNEEP-FKREGTINLIKE — VRAAGGKVEGVGIQAHWRLESPSLKE IEESIEAVSALG-LEVAFT

21 YETIG-PEVIEKAFRWA-FEADPDAILIVNDYSIEEINAK SNFVYNMIKE LFEEGYPVDGI GFOMHIDYRGLNYD S FREN LERFAKLG-LOQIVITIENDVE

23 QQKLG-NGYIE TAFRAA-FAARDPFTAKLCINDYNVE GINAK SNSLYDLVED FEARGVPLDCVGFOSHLIVGQVPGD - FRONLORFADLG-VDVR

23 FHVLG-PEYIEKAFIYA-HOADPNAQLFYNDYSTENP-VEREVIYELIKS LREKGIPIHGVGLOCHISVSWPSYEEVEKTIELFS SIPGIKI

24 TETVG-EDFFIKAFEFARKYAAPEVSLFYNDYETAQP-WKRDFILEKVLG PLIDKKLIDGHGHOSHLLMDHPDISEYRTALENYGSTG-LQIHITELDME

25 VWEIYGDDSFVINAFKYARQVAPAGCKLYLNDYNEY IP-AKTNDIY NMAME LEQLGY-IDGIGHOSHLATHY PDANTYETALEEFL STG-LEVOITELDIT
t - E ® - LR L] . - S S - - ) -

Région IV Région V Région VI

4. CONCLUSION ET DISCUSSION

La premiere partie de mon travail de thése, a edaimettre en évidence un systeme
enzymatique diversifié cheB. xylanisolvensXB1A'. L’analyse du généme de la bactérie
(Résultats-Chapitre 2) n’a permis de recenser eux kylanases de la famille 10 des
glycoside-hydrolases, contrairement & un nombrs jphportant de GH43. Il est probable que
chaque hémicellulase produite pBr xylanisolvensXB1A' ait un réle particulier dans la
dégradation du xylane, les GH10 dégradant pluttcleaines principales de xylose et les
GH43 les chaines latérales ramifiéBs. xylanisolvensXB1A" présente une forte activité
xylanolytique, ce qui nous a conduit & nous inggesplus particulierement aux deux
xylanases GH10 produites par la bactérie. Nous savaboisi d’étudier plus précisément

Xyn10A deB. xylanisolven¥XB1A"™ composée d’'un seul domaine catalytique GH10.

Comme décrit précédemment dans I'étude biblioggmhila majorité des glycoside-

hydrolases sont organisées en domaines. Au cantb@n10A composée d’'un seul domaine,
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est une xylanase originale qui semble jouer un palticulier dans la dégradation du xylane

parB. xylanisolven&XB1A', puisque sa localisation est trés probablemeradatiulaire.

Peu de xylanases produites par les bactéries dun @it été caractérisées a I'’heure
actuelle.B. ovatusest la seule bactérie intestinale humaine dongéses codant pour des
xylanases ont été analysés et caractérisés (Whdehrd Hespell, 1990 ; Weavet, al,
1992 ; Whiteheadtt al, 1995). Le gene codant pour une xylanase a sidmpteine GH10 de
B. ovatusa été identifié et les enzymes correspondanteacigaisées (Whitehea@t al,
1990). Ce geéene appartient a un opéron qui compkgalement un géne codant une
xylosidase-arabinosidase bifonctionnelle, ainsiugugéne d’estérase et un gene susceptible
de coder un transporteur membranaire sodium-sitamédy,et al, 2008). Le geneynl10A
de B. xylanisolvensxB1A™ ne semble pas appartenir & un regroupement des,génas
'avons identifié comme isolé dans le génome danpdrtie « Résultats-Chapitre 2 » de ce
mémoire. Une autre étude récente a permis d’identife nouveaux genes de xylanases a
partir d’ADN métagénomique de bactéries fécales dinas (Hayashiet al, 2005). Cing
xylanases de la famille GH10 ont été recensées. dtiadyse bioinformatique a montré la
présence d’'une xylanase a simple domaine (Xyn1@A}g par son homologie de séquence,
a été classée dans le groupe des xylanaseBadteroidetes(Hayashi, et al, 2005).
L’ensemble de ces résultats montre donc la présgmeglanases GH10 composées d’'un seul
domaine catalytique dans différents souches du eg@&acteroides Notre travail de
caractérisation des propriétés de XynlOA représante des rares études qui permettent
aujourd’hui de mieux comprendre le fonctionnementeerble de ces xylanases GH10 a

simple domaine produites par les bactéries du célon

Il a souvent été montré que les xylanases de digeosystemes digestifs sont
majoritairement associées aux cellules bactériephaét qu’extracellulaires (Salyerst al,
1982 ; Selingeret al, 1996 ; Miyazakiget al, 1997 ; Fontest al, 2000). C’est aussi le cas
pour B. xylanisolvensB1AT, dont plus de 80% de I'activité xylanolytique eskociée aux
bactéries (cfArticle 1). Nous avons montré que XynlO0A, produite [arxylanisolvens
XB1A', est une enzyme exclusivement associée aux celaetériennes. Sa localisation est
supposée périplasmique, ce qui lui confere ainei ecaractéristique originale jamais étudiée
chez les xylanases des bactéries du célon humaifodalisation périplasmique de Xyn10A
devra cependant étre confirmée, par exemple erugamat des anticorps polyclonaux dirigés

contre Xyn10A. La production d’anticorps nécessitdans un premier temps la purification
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de Xyn1O0A, facilitée par le motif 6His que nous asantroduit dans la protéine recombinante
produite cheZ. coli. Ces anticorps pourraient alors étre utilisés goaaliser I'enzyme a
I'aide de la microscopie électronique, comme ceddéafait pour d’autres xylanases (Liedd,

al.,, 2008). Un fractionnement cellulaire d® xylanisolvens suivi d’'une analyse en
zymogramme des différentes fractions, permettigalednent de confirmer la localisation de
Xyn10A. Cependant, une méthode de fractionnemdhtla@iee devrait d’abord étre mise au
point chezB. xylanisolvensUne localisation périplasmique de XynlOA pernaétta B.
xylanisolvensXB1A" de séquestrer les produits d’hydrolyse des potysaies, limitant
ainsi les apports d’énergie aux autres bactéries@mantes. Cette stratégie est trés efficace
pour la bactérie et lui permet d’étre plus compétiface aux autres espéces bactériennes
présentes dans le colon. De telles enzymes pénmjass ont été mises en évidence chez
Paenibacillus sp.(Gallardo, et al, 2003), Cellvibrio mixtus (Fontes, et al, 2000) ou
Thermotoga maritimdLiebl, et al, 2008).

Les conditions optimales d’activité ont été déteres pour XynlOA. Elles ont été
évaluées a 37°C et pH 6.0, sachant que I'activet&Xgn10A reste stable entre les pH 5.5 et
7.5. Ces parametres optimaux sont en accord awepdemetres mesurés pour d’autres
enzymes du célon humain comme par exemple la xg&adkaynl10A, produite a partir d’'un
géene isolé d’ADN total extrait de flore fécale (dahi,et al, 2005).

Les spécificités de substrat mesurées chez Xynl®B.dylanisolvensXB1A' ont
montré que l'enzyme est essentiellement active substrats xylanosiques et sur
xylooligosaccharides, mais présente aussi unedéggétivité sur CMC, bien que non active
sur PNP-cellobioside ou cellodextrines, ce quirest original pour des enzymes de la famille
GH10. La détermination de la structure tridimensilie de Xyn1l0A serait nécessaire pour

comprendre comment la structure du site actif exglicette spécificite.

Il faut noter par ailleurs que les activités mesargour XynlOA sont élevées
(13umol/min.mg prot). Ces valeurs sont proches @l quantifiees, par exemple, pour
XynA (non purifiée), une xylanase déeocallimastix patriciarum(16pmol/min.mg prot)
champignon du rumen trés efficace dans la dégmdates hémicelluloses (Gilbest al,
1992). La caractérisation des propriétés enzymesigie Xyn10A pourrait étre poursuivie par
la détermination de ses constantes cinétiques. i@assiterait au préalable, la purification

de I'enzyme.
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Outre les expérimentations complémentaires connetaacaractérisation de Xyn10A
proposées ci-dessugifférentes perspectives peuvent étre envisagépsur poursuivre ce

travail :

Etant donné I'importante activité spécifique xyls@amesurée pour XynlOA d&
xylanisolvens XB1A', il serait intéressant d’évaluer les applicatidnistechnologiques
possibles pour cette enzyme. En effet, des xylanaserobiennes, d’origine fongique ou
bactérienne, sont utilisées pour différentes appbas industrielles (Begt al, 2001). Des
xylanases produites par des champignons cofmmohoderma reesdiTenkanenet al, 1992)
ou Thermomyces lanuginosuBajpai, 1999) sont utilisées dans lindustrie et#re.
D’autres,produites par des bactéries, comBegillus subtilisou Clostridium papyrosolvens
(Khandeparker and Numan, 2008), ont été proposaasdes applications biotechnologiques.
L'utilisation la plus courante des xylanases conedes processus de blanchiment de la pate a
papier, comme agent biochimique de remplacemerththre (Bajpai, 1999). Les xylanases
sont aussi utilisées en nutrition animale, pourlare¥ la digestibilité de certains aliments a
teneur élevée en fibres et a grande valeur nuingtle (Gilbert et Hazlewood, 1993).
L’efficacité des xylanases a aussi été prouvée tafabrication de produits de boulangerie
pour son action sur les propriétés de la pate @iddité des pains (Romanowskaal, 1992).
Enfin, I'nydrolyse totale de la paille de blé pasdomplexes enzymatiques contenant des

xylanases est utilisée pour la synthése de biocankai(Damasat al, 2004).

Cependant, pour certaines de ces applicationgsiatance a haute température ou a
des pH acides est nécessaire, et les propriét&yridDA concernant I'influence du pH et de
la température sur l'activité, restreignent de fagoportante les applications possibles pour
cette enzyme. Certaines enzymes possedent desrontie thermostabilité, leur permettant
de maintenir une activité élevée dans des conditibus extrémes. C’est le cas par exemple
de la xylanase Xyn2 d@&richoderma reese{Jun, et al 2009), qui posséde un domaine
thermostable qui augmente d'une part la thermdgtabie I'enzyme mais aussi son

attachement au substrat.

Par ailleurs, une seconde xylanase de la familleX¥810B, a été identifiée chex
xylanisolvensXB1A, et il serait intéressant de cloner le géne copant cette enzyme chez
E. coli afin de caractériser les propriétés de la xylameeduite. En effet, Xyn10B possede

une structure originale, avec un domaine catalgtigudeux domaines de liaison au substrat
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CBM9. Par ailleurs, le géne codant pour XynlOB estouvé sur le géndme dB.
xylanisolvensXB1A", dans un gros regroupement de génes comportalenéeyst plusieurs
GH43. Nous avons de plus mesuré une sur-expressiogenexynl0Bd'un facteur 400
lorsqueB. xylanisolvengtait cultivée sur xylane par rapport a des celisur sucres simples.
L’ensemble de ces observations nous conduit a pesp@omme perspective de travail, la
caractérisation enzymatique de Xyn10B, I'étude €& capacités de liaison au xylane, ainsi
gue I'étude de la régulation de I'expression dewgealu cluster dans lequel elle se trouve.

Enfin, de nombreuses enzymes de la famille GH43 [@ngénes ont été identifiés a
partir du génome dB. xylanisolvensXB1A', pourraient également étre caractérisées sur le
plan enzymatique (parametres optimaux d’activip&cticité de substrat...), afin de mieux

comprendre la grande diversité de génes de GHARIxete chez cette bactérie.

La caractérisation de I'ensemble des xylanasesylesiklases deB. xylanisolvens
XB1A" permettrait une avancée significative vers unelleuee compréhension de la
structure et du fonctionnement du systéme xylaitplgt de cette bactérie. Elle représenterait
€galement un pas important dans I'analyse de latifom fibrolytique d’'un genre bactérien

majeur du cbélon humain.
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Discussion générale et perspectives

Role deB. xylanisolvensXB1A', Bacteroides spXB12B etR. intestinalisXB6B4 au sein

du microbiote intestinal humain

Ce manuscrit rapporte la premiére caractérisates gystéemes xylanolytiques Be
xylanisolvensXB1A', Bacteroides spXB12B et R. intestinalis XB6B4. Nos résultats
montrent que ces especes possedent un équipenmmiaigue différent, mais composé de
protéines dont les activités sont suffisamment démpntaires pour permettre a ces bactéries
de dégrader efficacement le composant majoritage fibres pariétales consommées par
'Homme, et donc de jouer un rdle important danslégradation des xylanes au niveau du
cblon humain. Ces especes bactériennes appartieardgux phyla majeurs du microbiote
intestinal humain : le§irmicuteset lesBacteroidetespuisque respectivement 80% et 17%
des séquences ADNr16S identifiées de microbiotesufé appartiennent & ces deux phyla
(Tap, et al, 2009). Au sein de ces phyBacteroideset Roseburiareprésentent deux genres
dominants, avec une prévalence importante chezniisidus. Des études moléculaires
récentes ont montré par ailleurs une grande véit@iiter-individuelle dans les espéces du
genre Bacteroidesprésentes dans les microbiotes (Tapal, 2009) ou les métagénomes
fécaux (Kurokawaet al, 2007). Il est nécessaire de bien connaitre Vaétmétabolique des
espéeces dominantes et fortement prévalentes dadsole humain, si 'on souhaite parvenir a
identifier dans un avenir proche des marqueursébacss de « bonne santé » ou de « risque
pathologique ». La plupart des especeBaeteroidescaractérisées est soit amylolytique, soit
xylanolytique (Salyers, 1984 ; Hespell et Whitehe&€90 ; Chassardgt al, 2007). Les
especes du genr@oseburiaont surtout été étudiées pour leurs propriétésiapigues
(Ramsay, et al 2006), et notre étude représente la premiérerigésa du systeme
xylanolytique d’'une souche d&oseburia intestinalis Les activités amylolytiques et
xylanolytiques sont souvent retrouvées au seinelm@me bactérie, comme c’est le cas chez
Bacteroides spXB12B etR. intestinalisxB6B4. Par contreB. xylanisolvenXB1AT n'est
pas capable de dégrader I'amidon, et semble dome fpécialisée dans I'hydrolyse des
xylanes. Amidon et xylanes sont les composés n&mjdes fibres alimentaires consommeées
par 'Homme, et arrivent donc en quantité imporadans le cblon. Les bactéries qui
présentent une double fonction hydrolytigue pougrdder, par exemple, ces deux types de

polysaccharides possedent probablement un avaobageetitif dans I'écosysteme.
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Une premiere approche de ce travail de these nopesrrais de décrire, de fagon
globale, les systémes enzymatiquesBdexylanisolvensXB1A' et R. intestinalisXB6B4.
Nous avons ainsi pu constater que ces bactériedéwatioppé des systemes xylanolytiques
diversifiés. En effet, plusieurs enzymes, xylanasesgylosidases, appartenant a différentes
familles de GH (GH10 et 43 essentiellement) et tigas structures variées et originales sont
produites par ces deux especes bactériennes. Lasbdetéries semblent, de plus, coloniser
les parois végétales différemment. En effet, xylanisolvensXB1A' se lie aux parois
végetales de facon moins étroite gRe intestinalisXB6B4 qui forme un biofilm sur les
surfaces veégeétales. Ainsi, ces espéces bactériponesient avoir développé deux stratégies
opposées R. intestinalisXB6B4 est trés fortement liée aux parois végétgléslle dégrade,
et produit de nombreuses enzymBs:xxylanisolvensXB1A™ privilégie plutét la dégradation
des sucres ou des polymeres solubles, produitysésnses « Sus-like » qui lui permettent de
fixer ces polysaccharides solubles a la surface bmamaire, et a développé une machinerie
enzymatique et de transport efficace dans la séqties des sucres. Ces deux bactéries ne
sont donc pas en compétition, et colonisent uneenécologique différente. Il est probable
gue la durée importante du temps de transit dualwlentaire dans le célon (Cummings &
Mac Farlane 1991), permette aux premieres bactédkemisatrices des substrats insolubles
(commeRoseburia de développer une association étroite avec lstetbet de constituer un
biofilm avant de dégrader ces polymeres. Les nons@® autres bactéries, qui sont associées
de facon moins intime aux parois végétales (corBaeteroidey bénéficieraient alors des
interactions de « cross-feeding », par la consomomales sucres solubles et des fragments de
parois libérés lors de I'hydrolyse partielle pars Ibactéries fortement colonisatrices
(Belenguer.et al, 2006 ; Flint,et al, 2007). Les perspectives évoquées au chapitre |4 d
partie « Resultats » de ce manuscrit permettrocbdérmer ces hypothéses. En effet, I'étude
de I'interaction de ces espéces, entre elles et lageautres membres du microbiote intestinal,
permettra de mieux comprendre leur rdle respeatida colonisation des végétaux. De plus,
les études d’adhésion a différents substrats, gunsil’analyse des systéemes d’adhésion mis
en place paB. xylanisolvensXB1A" et R. intestinalisXB6B4 permettront, d’'une part,
d’expliquer le mode de colonisation des deux ba&ggeet d’autre part, de mieux identifier la

niche écologique qu’elles occupent dans I'écosystedton.

Il est aujourd’hui proposé que le microbiote ititeed humain joue un rdle important
dans la santé humaine. En effet, des dysbioseéddifibres entre especes bactériennes) dans

cet écosysteme ont été corrélées a des pathologiesne certaines inflammations de

214



Discussion et perspectives

l'intestin ou I'obésité (Swidsinsket al, 2005 ; Ley.et al, 2006). L’équipe de Gordon a en
effet montré que la proportion dgacteroidetesest diminuée chez les personnes souffrant
d’'obésité par rapport aux personnes minces, aloes lg proportion dd-irmicutes est
augmentée chez les personnes obeéses, le régimentdine n’influant pas sur cette répartition
(Ley, et al, 2006 ; Turnbaugtlet al, 2006 et 2009). L’explication mécanistique segai¢ le
microbiote, chez les sujets obeses, serait plisae# dans ['utilisation de I'énergie de la
ration alimentaire, et en particulier dans l'utii®n des sucres et des polysaccharides. Ces
résultats sont cependant controversés, puisqu’utre aquipe ne montre pas de différence
dans les proportions dgacteroidetesles individus sains et obéses (Dunaral., 2008), et
observe que la réduction du nombreFdgnicutesproducteurs de butyrate détectée dans les
feces d'individus obéses ayant perdu du poidssigsificativement dépendante du régime
alimentaire. Ces travaux, bien que faisant appisaméthodologies différentes (FISH versus
ARNr16S), sont contradictoires et démontrent liétéde connaitre le réle des especes
bactériennes composant ces deux phyla majeurs,adicyber dans la dégradation des
polysaccharides et le métabolisme des sucres. N&eail constitue une premiére
contribution a la compréhension du réle de deweespB. xylanisolvenset R. intestinalis

dans la dégradation des hémicelluloses.

Les systémes fibrolytiques deB. xylanisolvensXB1A', Bacteroides spXB12B et R.
intestinalisXB6B4

Les deuxiéme et troisieme parties du travail prEsedans ce manuscrit s’'intéressent
aux systémes xylanolytiques mis en place BarxylanisolvensxB1A', Bacteroidessp.
XB12B et R. intestinalis XB6B4 pour deégrader les fibres pariétales. L’'asalyen
zymogramme et la recherche des genes codant lasasds dans les génomes montrent que

les systemes enzymatiques produits par les traighes étudiées sont différents.

En effet, les xylanases produites different d’abpat leur nombre : nous avons
identifié, selon les souches bactériennes, de lgangs codant pour des xylanases de la
famille GH10, et un nombre important de genes desigases de la famille GH43. Les GH10
different dans leur structure modulaire: seulesxdgwtéines, Xyn10B d&. xylanisolvens
XB1A" et Xyn10B deBacteroidessp. XB12B, présentent la méme structure modulaire
originale, alors que leurs séquences protéiquesoneidentiques qu’'a 68%. La majorité des

xylosidases GH43 ne posséde qu’'un seul modulenEpliisieurs enzymes identifiées chez
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les trois especes bactériennes étudiées posseedgmgtrdictures modulaires originales, qui
n’'ont encore jamais été décrites chez les bactdueawsicrobiote intestinal humain. En effet,
certaines sont bi-fonctionnelles, et d’autres pdest des modules de liaison aux substrats
(CBM) localisés en N- ou C-terminal, ou entrecoupardomaine catalytique. Le clonage des
genes codant pour ces xylanases et la caracténdatictionnelle des produits de ces genes
permettrait de mieux comprendre le role de chadeees enzymes au sein des systemes
enzymatiques des trois bactéries étudiées.

Les enzymes identifiées chez les trois especeeramutes different également dans
leur localisation R. intestinalisXB6B4, qui se développe peu sur xylose, produihambre
important de xylosidases GH43. Ces enzymes, ausilg seule GH10 identifiée ch&
intestinalis XB6B4, sont dépourvues de séquence signal et gieutr donc étre intra-
cellulaires. Si c’est le cas, il est probable cuédctérie internalise les xylo-oligosaccharides
et les dégrade dans le cytoplasme, stratégie effipaur I'utilisation optimale des glucides
pour sa croissance. Une autre possibilité est dempion des enzymes dépourvues de
séquence signal a la surface cellulaire, ou legrétion par des mécanismes difféerents des
systemes Sec et Tat (Desvawt, al., 2009). En effet, des enzymes extracellulaires sont
indispensables pour la dégradation préalable ddaney en xylooligosaccharide®.
xylanisolvens XB1A' produit également une xylanase GH10 cellulaire n(OA),
probablement périplasmique, qui lui permet de dbgrales xylo-oligosaccharides
internalisés. Il serait intéressant de confirmelotalisation périplasmique de Xynl10A, et de
déterminer la localisation des autres enzymes fesiupar B. xylanisolvensXB1A
(cytoplasmique, périplasmique, a la surface bamée ou extracellulaire), afin de
comprendre l'organisation cellulaire du systeme icélulolytique de cette bactérie. Par
ailleurs, les protéines Sus-Like (et Rag-Like), dtes genes ont été identifiés dans les
clusters deB. xylanisolvensXB1AT, pourraient aussi intervenir dans la capture et
I'internalisation des produits d’hydrolyse des héalluloses, et des xylanes en particulier. De
nombreuses perspectives découlent de cette détewraginale, comme I'étude du réle et du
fonctionnement des systemes Sus-Like dans la déjpaddes hémicelluloses chéx

xylanisolvenset I'étude de la régulation de I'expression desasg impliqués.

L’organisation en cluster des génes codant pourpietines impliquées dans le
transport ou la dégradation des polysaccharides, (GH ...), que nous avons mise en

évidencechezB. xylanisolven&B1A', est trés originale, et la régulation de I'expi@ssies
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genes de ces clusters devra étre étudiée. En affedfre connaissance, une organisation en
opéron des génes codant pour des systemes filopodgtin’a été mise en évidence jusqu’a
présent que chez des clostridies (Maametr,al, 2006); néanmoins, des structures
opéroniques semblent également présentes @&uwzeroides (Hamady, et al, 2008 ;
Chatzidaki-Livanisgt al, 2009).

Analyse des génomes des bactéries fibrolytiques délon et outils génétiques

La séquence du génome d& xylanisolvensXB1AT a permis une avancée
significative de nos recherches dans l'identificatdes génes de xylanase de cette bactérie,
mais aussi d’un grand nombre de genes impliqués ldamétabolisme des substrats carbonés.

L’une des perspectives de ce travail est de poueslianalyse de ce génome a l'aide
d’outils bioinformatiques plus puissants. Dans aére, une collaboration pourra étre mise en
place avec I'équipe de Bernard Henrissat (AFMB UMBO8 CNRS - Marseille) qui a
développé le logiciel CazyModO (Coutinho et Herais4999) permettant de rechercher, sur
la séquence d'un génome, les ORF codant pour tdategprotéines impliquées dans la
dégradation des parois végétales (glycoside-hysksla glycosyl-transférases, estérases,
polysaccharide-lyases, et modules de liaison astsath Les génomes de différentes especes
bactériennes qui dégradent les polysaccharidesiosit été analysés récemment. Le logiciel
CAZyModO a permis d’identifier sur le génome d’ubactérie marineSaccharophagus
degradan2-40" (Taylor, et al, 2006), 180 ORF codant pour des enzymes impligdées la
dégradation des sucres et polysaccharides. Degsasajénomiques et protéomiques plus
poussées ont ensuite confirmé la présence de 7700&dnt pour des xylanases, glucanases,
mannanases et pectinases. Parmi ces 77 enzymgms88dent un domaine de liaison au
substrat. Plus récemment, les génomesRdminococcus flavefacier®erg Miller, et al,
2009) etClostridium cellulolyticum(Bouzard,et al, 2009) ont également été analysés par
cette approche. Ces analyses montrent, Ehdlavefaciensun nombre encore jamais égalé
d’ORF codant des enzymes a dockerines (225), at,Ips deux bactéries, la présence d'ORF
codant pour de nombreuses enzymes cellulosomalesmuqui n’avaient encore jamais été

identifiées par méthodes biochimiques.

Cette approche pourrait étre élargie a I'analys@é&hwme dedR. intestinalisXB6B4,

actuellement en cours de séquencage dans le cagnejét METAHIT, et dont la séquence

217



Discussion et perspectives

sera disponible dans les mois qui viennent. Cel/sem permettraient de décrire de facon
exhaustive le nombre et la diversité des enzymgedéant les parois végétales produites par
B. xylanisolven&B1A" etR. intestinalisxB6B4. Il sera évidemment nécessaire de confirmer

par la suite I'expression des génes identifiés, s RT-PCR, soit par approche protéomique.

Pour comprendre le réle des différents génes guiposent un génome bactérien, les
outils génétiques moléculaires sont indispensaBleffet, chez les bactéries, de nombreuses
approches visant a créer des mutants par mutagdivegse ou aléatoire, ou inactivation de
genes, sont utilisées afin de décrypter les donfaesies par le séquencage des génomes.
De tels outils seraient particulierement utiles p@tudier le réle des différents génes
identifiés dans les génomes des bactéries que aonuss étudiées, et en particulier des

souches pour lesquelles le génome a été ou sararssy

Des outils génétiques ont été utilisés chez legmspdu genr8acteroidesdepuis
plusieurs années. Compte-tenu des applicationscailédi possibles, de nombreuses études
sont menées sur les especes pathogendsaderoides afin d’étudier leur résistance aux
antibiotiques, ainsi que les mécanismes de transfer ces génes de résistance. Des
transposons conjugatifs ont été mis en évidence phsieurs espéces Bacteroideset sont
trées largement étudiés (Salyers et Shoemaker, 19@fers,et al, 2009). Grace a ces
transposons conjugatifs, les transferts de gemablsat tres actifs dans le célon humain, a la
fois au sein du genf@acteroidesmais aussi entre des especeBaeteroideset des bactéries
a Gram positif (Shoemakeet al, 2001). Le transfert de génes par conjugaisorore d
largement été utilisé cheBacteroidescomme outil génétique, y compris dans le cadre de
'étude des systemes fibrolytiques. En 1992, Weateal. ont créé des mutants d’insertion
afin d’étudier I'organisation de I'opéron des geudesxylanasesxéaetxyll) deB. ovatusB.
ovatusa également été modifié génétiquement par corgagailans le but de produire des
molécules biologiquement actives, comme le factgufeuille de tréfle TFF-3 (Hamadgt
al., 2008). Ce facteur TFF-3, initialement produit [ cellules caliciformes de I'épithélium
intestinal, permet de stabiliser le mucus en s# Bax mucines et de renforcer sa viscosité et
ses propriétés de barriere. Le promoteur de I'apgsaxyll deB. ovatusa été utilisé afin de
contréler la production de TFF-3 par le xylane. £Bethetaiotaomicronle cluster de genes
sus impliqué dans la dégradation de I'amidon, a aégsitudié grace a des outils génétiques.

En effet, la création de mutants déficients daosliBation de maltose et de maltotriose a
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permis de montrer que I'expression de ces gengs@dsiee au niveau transcriptionnel, par les
régulateurs SusR et MalR (Chat,al., 2001).

Contrairement 8acteroidessp., peu d’outils génétiques sont connus cheedpeces
du genreRoseburia En 2008, la premiere manipulation génétique amaé@ée sur I'espéce
Roseburia inulinivoran®2-194 avec deux transposons conjugatifs : Tnid&libubacterium
cellulosolvenset TnK10 deClostridium saccharolyticunk10 (Scott,et al, 2008). Ce travail
a permis de montrer que le transfert artificiel ghnes était possible in vitro entre deux

especes bactériennes appartenant au phyluirigesutes

Il est donc raisonnable de penser que des outitgtigies pourront étre trés
prochainement utilisés pour produire des mutan8.dglanisolven®uR. intestinaliset ainsi
identifier les genes dont I'expression est essimtpour la dégradation des hémicelluloses

par ces deux bactéries.

A plus long terme, ces études génomiques poutréiea elargies a d’autres especes
de Bacteroidesdu c6lon humain, afin de réaliser des études caamtipas de leur équipement
enzymatique, et ainsi mieux comprendre le réle kiaque espéce au sein du microbiote
intestinal. Elles pourraient également étre comsusiur des espéces cellulolytiques du cdlon
humain, telle qu&®uminococcusp. (Robert et Bernalier-Donadille, 2003), dongémome est
également en cours de séquencage dans le cadreop RletaHit. En effet, il serait
intéressant d’étudier le systéme enzymatique de beictérie et de le comparer a celui des
ruminocoques du rumen par exemple, afin de vaiowss produisent des cellulosomes (Berg
Miller, et al 2009). LesRuminocoquesppartiennent également au groupe [iesiicutes
phylum dominant du microbiote intestinal humain.étuide du fonctionnement et de
'organisation des systemes fibrolytiques dRsminocoquesiu cdlon permettrait aussi de
comprendre leur réle dans la fibrolyse intestingtedonc, plus généralement, au sein de

I'écosystéme colon.

Comme décrit dans la partie « bibliographie » demaauscrit (partie C. 1.1.3), ces
dernieres années, l'analyse de divers métagénomasrey une accumulation de données
importantes sur les microbiotes intestinaux (Hatttral, 2009). L'analyse de ces données a

montré un nombre important de glycoside-hydrolasgsn particulier, de polysaccharidases,
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dans le métagénome intestinal humain et suggere dorréle essentiel de la fonction de
dégradation des polymeéres végétaux dans cet éeasys(Gill, et al, 2006). Il serait
intéressant d’étudier la représentativité des geoedant pour des xylanases et des
xylosidases, que nous avons identifiés sur les tsouiches bactériennes étudiées, dans les
différentes banques métagénomiques disponibles.s Phlobalement, I'approche
métagénomique permettra de mieux appréhender fegidas essentielles de I'écosystéme
colique, comme la fibrolyse, et ses variations @mcfion de I'age, de l'alimentation ou de
I'état de santé des individus. En parallele, I'étggnomique des souches isolées et I'analyse
de leur fonction métabolique et physiologique,aesindispensables pour mieux comprendre

le fonctionnement d’'un écosystéme aussi complerdeadlon humain.
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Annexe 1: Tampons de solubilisation et d’'IEF

Tampon de solubilisation :

Solution stock
Préparer ces solutions en utilisant des gants etasgue

Dans une fiole jaugée de 25 ml

Urée (7M) (PM=60.6) 10,59
Thiourée (2M) (PM=76.12) 3.89
CHAPS (4%) 19
Triton X100 (0.24%) 60ul
DdH,0 gsp 25ml

Dissoudre sous agitation
Filtrer a 0.2um
Aliquoter par 1ml et conserver a —20°C

Tampon IEF
Base = 1ml Tampon de solubilisation

Ajouter extemporanément :

+3mg DTT (0.3% ou 20mM final, PM= 154.2)

+ 2.5ul Ampholytes 4-6 a 40% (0.1% final)

+ 2.5u1 Ampholytes 5-7 & 40% (0.1% final)

+ 2ul solution mere de bleu de bromophénol a 0.10mg bleu/10ml H20)
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Annexe 2: Solutions d’équilibration

Solution mére de Tris 10X : Tris 500mM pH 8.8

Tris base 1.25¢g
DdH.O gsp 20ml|

BASE des Solutions d’équilibration (pour 2 strip :ml)

Solution d’équilibration 1 :
Base 20 ml
DTT 400 mg (Cf 130 mM)

Solution d’équilibration 2 :

Base 20 ml
lodoacétamide 500 mg (Cf 135 mM)
Bleu de bromophénol 400 pl 2 0.1%

(Gt = concentration finale)

Base :

Solution mére de tris 4ml GO0mM pH 8.8)
Urée 14.4g (C 6M)
Glycérol 122ml (¢ 30%)

SDS 800mg (£ 2%)
DdH,O 13.4ml
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Annexe 3: Protocole pour la révélation des gels au nitrate’argent

Incuber le gel dans 250 ml de solution sous agitati

1) 2 x 15 minutes dans la solution de fixation

2) 30 minutes dans la solution de sensibilisation
3) 3 x 5 minutes a I'eau distillée

4) 20 minutes dans la solution d’argent

5) 2 x 10 minutes dans de 'eau distillée

6) 7 minutes dans la solution de développement
7) 10 minutes dans la solution STOP

8) 3 x 5 minutes a I'eau distillée

A) Solution de fixation
E) Solution STOP
500ml H20 dist

100ml Acide acétique Peser :
400ml Méthanol 14.6g d’EDTA
gsp 1l
B) Solution de sensibilisation Faire toutes ces solutions dans une
éprouvette de 1 litre + barreau aimanté
Peser : Puis transvaser dans bouteilles de 1l
2g de thiosulfate de Na (bouchons bleus)
689 d’'acétate de Na Stocker a 4°C

gsp 700ml H20O dist
Ajouter 300ml Méthanol

C) Solution d’argent

Mettre des gants
Peser :
2.5g de nitrate d’'argent

gsp 1l

D) Solution de développement

Peser :

259 de Na2CO3 (Carbonate de sodium)
gsp 1l

(ajouter extemporanément 100ul de
formadehyde pour 250ml de cette solution)
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Chez I'Homme, les parois végétales contenues dessfilbres alimentaires sont
dégradées puis fermentées par les bactéries filmods du cblon. Le xylane étant I'un des
principaux polysaccharides constituant ces par@gétales, deux bactéries possédant de
fortes activités xylanolytiqguesBacteroides xylanisolvens XB1A" et Roseburia intestinalis
XB6B4, ont été caractérisées. Les activités xyhimles de ces especes vis-a-vis de
différents substrats riches en xylanes ont étéyaéat quantitativement et qualitativement.
Ces deux espéces dégradent et fermentent tréaceffieent ces substrats, mais les colonisent
differemment. L’équipement enzymatique de ces sesicbomparé par zymogramme, révele
un grand nombre de xylanases dont la masse mekailede 37 kDa a 170 kDa. Les activités
spécifiques des extraits protéiques des deux hestgont trés élevées et sont majoritairement
associées aux cellules. Les génes codant pouylasases de ces deux espéces bactériennes
et d’une troisieme bactérie xylanolytique du célBacteroides sp. XB12B, ont été identifiés.
lls codent pour des xylanases appartenant aux leariD et 43 des glycosyl-hydrolases, et
sont modulaires. Certaines xylanases ont aussil@téifiées par protéomique. Les conditions
d’expression de certains de ces génes ont étééésigar PCR quantitative, et montrent une
régulation par le xylane. Des regroupements de gyg@uvant étre impliqués dans la
dégradation des hémicelluloses ont été trouvés agénome de3. xylanisolvens XB1A.
Enfin, une xylanase de 38 kDa, de la famille 10 digsosyl hydrolases, produite pBt
xylanisolvens XB1A', a été caractérisée : le géne codant cette enzyéE cloné et la
xylanase, nommée XynlOA, produite ché&z coli. Cette enzyme, qui pourrait étre
périplasmique chezB. xylanisolvens XB1A', dégradein vitro les xylanes et les
xylooligosaccharides, mais aussi tres faiblemer€NéC. Ces travaux permettent de mieux
comprendre les mécanismes de dégradation des xyfsaredeux especes appartenant aux
genres majeurs du célon humdiacteroides et Roseburia, et représentent une avancée
significative dans la connaissance de leurs r@spgactifs dans cet écosysteme.

Dietary fibres of plant cell walls are degraded #&rmented by fibrolytic bacteria in
the human gut. Xylan being one of the major polghaddes constituting the plant cell walls,
we have characterised two bacteria presenting itapbxylanolytic activitiesBacteroides
xylanisolvens XB1A" and Roseburia intestinalis XB6B4. The xylanolytic activities of these
species grown on various substrates rich in xylaerewanalysed qualitatively and
guantitatively. The two bacteria degraded and fewewk all the substrates tested very
efficiently, but they colonised them differentlyh& enzymatic system of these strains, studied
by zymogram, revealed a large number of xylanatasotecular mass comprised between 37
and 170kDa. Specific activities of protein extragese very high, and were mainly associated
with the bacteria. The xylanase-encoding geneseftivo bacteria studied, and of another
xylanolytic bacteriumBacteroides sp. XB12B, were identified. They encode xylandses
glycoside-hydrolase families 10 and 43, and areutasdSome xylanases were also identified
by proteomics. The conditions for expression of soof the genes were studied by
guantitative PCR, and showed a regulation by xyfeveral clusters of genes predicted to
code for hemicellulases were found in the genom®.ofylanisolvens XB1A™. Finally, a
38kDa GH10 xylanase produced . xylanisolvens XB1A', named XynlO0A, was
characterized. Theynl0A gene was cloned and expressedEincoli. The recombinant
Xyn10A was very active against xylan and xylooligosharides, and also showed a weak
CMC activity. Xyn10A may be periplasmic B xylanisolvens XB1A'. This work represents
a major contribution to our knowledge of the medtiaus of xylan degradation by
representatives of tHgacteroides andRoseburia genera, and also a progress in assessing their
respective roles in the human colon ecosystem.
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