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RESUME/ABSTRACT

Résumé

Les enzymes lipolytiques sont des ester hydrolases impliquées dans le métabolisme lipidique. Leurs caractéristiques se sont révélées étre
des atouts dans de nombreuses applications industrielles. Chez les microalgues, I'isolement et la caractérisation de ces enzymes d’un
point de vue structural et fonctionnel restent des domaines de recherche peu explorés 4 ce jour.

Certaines espéces bénéficient pourtant de contenus en lipides intéressants, source de mati¢re premiére pour les industries de
'agroalimentaire ou de I'énergie. Par exemple, I'acide docosahexaénoique (DHA), un acide gras polyinsaturé de la série des omégas 3,
est reconnu pour ses propriétés en santé humaine. Parmi de nombreuses espéces, [sochrysis galbana, une microalgue unicellulaire
appartenant  la classe des Prymnesiophycées est considérée comme une source possible de DHA. La présence d’acides gras libres a été
montrée par 'analyse des lipides, suggérant la présence d’enzymes lipolytiques potentiellement intéressantes pour leur sélectivité et leur
spécificité de substrat.

L’analyse d’'une banque de marqueurs de séquences exprimées a permis l'identification de séquences susceptibles de coder des enzymes
lipolytiques. Les ARN messagers ont été extraits et les ADN complémentaires ont été clonés.

Ce travail de these présente 'analyse et le clonage de deux génes codant une ester hydrolase putative et une thioestérase putative, issues
de la microalgue Isochrysis galbana.

Les deux séquences codent des protéines de poids moléculaires de 35,41 kDa et de 42,31 kDa. Elles montrent 30 4 40 % d’identité et
de similarité avec des hydrolases o/} notamment des carboxylestérases de différents organismes. Les séquences protéiques ont permis
lidentification du pentapeptide consensus Gly-X-Ser-X-Gly caractéristique des enzymes lipolytiques et les acides aminés Ser/Asp/His
de la triade catalytique.

Les deux séquences codantes ont été clonées et exprimées dans la levure Saccharomyces cerevisiae et la bactérie Escherichia coli. Le
clonage dans E. coli a permis d’identifier 4 la taille attendue une protéine par Western blot. En présence de cette protéine, la
composition en acides gras des lipides de la bactérie a été modifiée. L’analyse CPG a notamment montré une augmentation des
proportions en acides gras C16:1 et C18:1 par rapport au témoin. Ce résultat permet de caractériser I'activité thioestérase pour

IgTeCe.
Mots clés : Ester hydrolase, Isochrysis galbana, Expression de protéines, Acides gras.
Abstract

Lipolytic enzymes present in all known species play a key role in lipid metabolism and are involved in several industrial processes.
They catalyse lipid hydrolysis and synthesis. Actually and particularly in microalgae, isolation and characterization of this type of
enzyme remains an unexplored research area.

The potential of the lipidic content of microalgae in food industry or energy field requires specific lipolytic enzymes. Docosahexaenoic
acid (DHA), an ®3 poly insaturated fatty acid (03 PUFA) is well known for its beneficial effects on human health. Among many
species, [sochrysis galbana, a unicellular marine microalga belonging to the Prymnesiophyceae class, is considered as a potential
alternative source of DHA.

Lipid analysis of 1. galbana shows free fatty acids and suggests the presence of lipolytic enzymes with potential interesting selectivities
and substrate specificities. Analysis of incomplete expressed sequence tag (EST) listed in the EST bank of Isochrysis galbana, identified
incomplete genes that encode lipolytic enzymes. Messenger RNAs were extracted, characterized and cloned.

This work describes the analysis and cloning of two genes encoding a putative ester hydrolase and a putative thioesterase in marine
microalgae Isochrysis galbana. Sequences encode two proteins with predicted molecular weights of approximately 35,41 kDa and 42,31
kDa. Slight similarity and identity (from 30 to 40 %) were observed between the gene sequence and various o/ fold hydrolase found
in diverse phyla (including carboxylesterase).

Sequences also included the consensus Gly-X-Ser-X-Gly and the catalytic triad Ser/Asp/His. To characterize the predicted enzymatic
functions, an experimental procedure was introduced: coding sequences were cloned into expression vectors and expressed in
Saccharomyces cerevisiae and in Escherichia coli.

Western blot identification of recombinant enzyme shows a convenient protein production in bacteria. Furthermore, the expression of
the protein in E. coli shifted the fatty acid composition predominantly towards C16:1 and C18:1 fatty acids. The enzyme called
IgTeCe showed a thioesterase activity.

Keywords : Ester hydrolase, Isochrysis galbana, Protein expression, Fatty acids
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INTRODUCTION

Les enzymes lipolytiques constituent un groupe d’enzymes qui catalysent la dégradation des lipides et
de fagon plus générale I’hydrolyse des esters d’acides gras. Elles appartiennent a la superfamille des
hydrolases a repliement o/f et sont présentes dans I'ensemble du monde vivant. De par leurs
propriétés physico-chimiques et catalytiques, elles représentent aujourd’hui 'un des enjeux majeurs
des biotechnologies. En effet, de nombreux produits font appel a ces enzymes dans leur processus de
fabrication. Elles interviennent pour la production d’aliments, de médicaments ou encore de papier.
Elles ont également pris une place importante dans des applications domestiques. Elles sont souvent
plus économiques et générent moins de déchets que les transformations chimiques. Ces différentes
applications sont a l'origine de la caractérisation structurale et fonctionnelle d’'un grand nombre
d’enzymes lipolytiques et plus particulicrement de lipases. De plus, l'intérét accru des enzymes
lipolytiques oriente la recherche vers la découverte d’enzymes plus performantes et plus spécifiques

que celles actuellement connues.

Les microalgues sont des organismes eucaryotes, unicellulaires et photosynthétiques présents dans les
écosystemes aquatiques voire terrestres humides. Elles sont caractérisées par des teneurs et des
compositions en acides gras originales. En effet, certaines especes présentent des teneurs élevées en
acides gras poly-insaturés a longue chaine de la famille des oméga 3 comme [lacide
docosahexaénoique (C22:6 ®3, DHA) connu pour son intérét dans les domaines médical et
nutritionnel. La présence de ces acides gras particuliers permet d’envisager I'existence d’enzymes
lipolytiques offrant des propriétés originales. De plus, des études ont montré que la composition et
les teneurs en acides gras de certaines microalgues étaient modifiées en situation de stress
(température, lumiére, teneur en azote ou encore salinité). En réponse a ces changements
environnementaux, ces microalgues produisent des acides gras mono- et poly-insaturés dont le

métabolisme peut étre mis en corrélation avec I'expression de différents génes codant des enzymes

lipolytiques.

D’expression hétérologue est appliquée depuis de nombreuses années pour produire et caractériser les
enzymes lipolytiques. Différents outils de biologie moléculaire permettent d’isoler la séquence
codante d’intérét et de la transférer depuis I'organisme d’origine vers 'organisme d’expression. La
variété des vecteurs d’expression utilisés pour exprimer un géne recombinant permet une large

application aux différentes cellules hotes. L’association d’un vecteur & un hote d’expression permet de

——
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définir le systeme d’expression. Le choix de ce systéme constitue ['une des étapes critiques dans le
processus de production des protéines hétérologues. Ce choix est principalement guidé par les
modifications que la protéine doit subir pour étre biologiquement active. Plus la protéine est
\ b . . A ’ ’ ’ .
complexe, plus le systtme d’expression doit étre évolué. Il faut également tenir compte des
homologies de séquences des protéines a exprimer, afin de choisir le systeme d’expression le plus
proche des syst¢mes exprimant ce type de protéine. De méme, il est important de connaitre les
. . ’e 1. 7 A . R .
compartiments cellulaires dans lesquels la protéine d'intérét se replie ou exerce son activité biologique
naturelle. Ces informations peuvent étre essentielles pour définir les conditions expérimentales

(compatibilité physico-chimique, choix des expérimentations).

Chez les microalgues, peu d’enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides ont été isolées et
caractérisées par expression hétérologue. Les principales études ont porté sur des élongases et des
désaturases en privilégiant la levure Saccharomyces cerevisiae et la bactérie Escherichia coli comme

hotes d’expression.

Dans ce contexte, I'équipe CHIMIMAR du laboratoire MMS de Laval a choisi de s’intéresser aux
enzymes lipolytiques de la microalgue Isochrysis galbana (Parke). Cette microalgue fait partie du
regne des Chromalveolata, dans I'embranchement des haptophytes. Cette espece appartient a 1'ordre
des Isochrysidaceae dans la classe des Prymnesiophycées. Elle est retrouvée essentiellement dans
I'hémispheére nord (Espagne, Royaume-Uni, Etats-Unis). La particularité d'Isochrysis galbana est
essentiellement liée & sa composition en acides gras dont sept sont présents dans des proportions
comprises entre 8 % et 20 % : C14:0, C16:0, C18:1 ®9, C18:3 3, C18:4 ®3, C20:4 o6 et
C22:6 ®3 (DHA). Chez cette microalgue, une activité lipolytique endogéne a été soupgonnée au
laboratoire par la présence d’acides gras libres dans les lipides totaux extraits de la microalgue
(Poisson L, These 1999). D’autres travaux avaient par la suite mis en évidence une activité endogene
spécifique des phospholipides et glycolipides (Devos M, These 2005). La présence d’acides gras
particuliers a de plus suggéré la présence d’enzymes lipolytiques originales. Pour caractériser ces
enzymes, deux choix sont possibles, soit explorer le protéome et extraire I'enzyme lipolytique
d’intérée, soit isoler les genes putatifs et les cloner pour réaliser une expression hétérologue. Le
laboratoire a choisi cette seconde stratégie. Une fois la protéine purifiée, elle peut alors étre analysée

et son activité enzymatique déterminée.
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L’objectif de notre étude est de réaliser 'expression et la caractérisation de deux génes codant des
enzymes lipolytiques. Apres avoir prédit iz silico Pactivité de chaque enzyme, ce travail de thése se
focalisera sur leur production, leur purification et leur caractérisation biochimique. Pour cela, deux

systémes, 'un procaryote et I'autre eucaryote seront testés, Escherichia coli et Saccharomyces cerevisiae.

Le premier chapitre de ce manuscrit consiste en une synthése bibliographique. Le second chapitre
décrit les techniques utilisées tout au long du travail de thése. Le troisi¢me chapitre, consacré aux
résultats obtenus et a leurs interprétations, présentera dans un premier temps I'étude bioinformatique
des deux séquences isolées de la microalgue Isochrysis galbana. Dans un second temps, I'expression
hétérologue de ces deux séquences dans la levure et la bactérie sera développée. Enfin, Iactivité
enzymatique des protéines recombinantes sera recherchée. Ce chapitre se terminera par une

discussion générale. Une conclusion complétée par des perspectives achévera ce manuscrit.
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CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Les enzymes lipolytiques
1.1.Définitions

Les enzymes lipolytiques sont largement répandues dans le monde vivant ol elles ont un réle
physiologique important dans le métabolisme des graisses (Jaeger er al., 1994). Ces enzymes se
retrouvent dans les trois regnes (Gilbert, 1993), principalement sous forme de protéines

extracellulaires (Vakhlu and Kour, 20006).

Les enzymes lipolytiques sont des hydrolases de classe 3 selon la classification établie par I'Union
Internationale de la Biochimie et de la Biologie Moléculaire
(http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Treize sous-classes d’enzymes sont répertoriées dans
cette classe et inventoriées en fonction du type de liaison clivée. La sous-classe EC 3.1 définit les
enzymes qui hydrolysent une liaison ester (Figure 1). Elles sont appelées ester hydrolases ou estérases
(Villeneuve and Foglia, 1997; Jaeger and Reetz, 1998). Cette sous-classe contient différents groupes
dont les hydrolases spécifiques des esters carboxyliques (EC 3.1.1) appelées aussi carboxylester
hydrolases (Jaenicke, 1965). Les dénominations des différentes catégories d’enzymes lipolytiques ont
été définies selon le type de lipide qu’elles hydrolysent. Il est ainsi retrouvé les thioestérases, les
phospholipases et les cutinases. Les lipases (EC 3.1.1.3) et carboxylestérases (EC 3.1.1.1) sont

intégrées dans la classe des carboxylester hydrolases.

Actuellement, la définition d’une enzyme lipolytique selon I' « Enzyme Commission » regroupe de
nombreux groupes d’enzymes et rend treés complexe la classification d’une nouvelle enzyme. Al ez al.
(2012) ont montré que la définition des enzymes lipolytiques doit évoluer sur de nouveaux critéres
d’identification permettant de différencier les estérases ayant ou non pour substrat des lipides.
Cependant, la littérature utilise le terme « estérase » classiquement pour désigner les carboxylestérases
par opposition aux lipases. La suite de ce document utilise le terme de carboxylestérase pour désigner

les enzymes de la classe EC 3.1.1.1.

O /0
R 4+ HO ——= R— S

O—FR’ Estérase EC 3.1 OH

Figure 1: Hydrolyse enzymatique d'une liaison ester
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Lipases et carboxylestérases

Les lipases sont actives sur des esters d’acylglycérol comme les triglycérides (Figure 2).

Liaison ester

N/

H_%/OI(\/\/\/\/\/

H o C o O

H-(': Y\/WW
~

) O

(@]
H
Squelette

Glycérol O
Figure 2: Action de la lipase

Les lipases catalysent préférentiellement I’hydrolyse d’esters insolubles a longue chaine carbonée
supérieure 2 10 carbones comme par exemple 'acide oléique C18:1. Cette spécificité pour les esters a
longue chaine permet de différencier les lipases des carboxylestérases qui, elles, agissent sur les esters
solubles a courte chaine carbonée inférieure & 10 carbones. Les lipases sont aussi capables
d’hydrolyser les substrats solubles des carboxylestérases méme si ces réactions sont généralement
beaucoup plus lentes. En revanche, les carboxylestérases ne peuvent pas hydrolyser des esters a longue
chaine. Les lipases sont des enzymes particuliéres, capables d’agir en milieu biphasique, a 'interface
lipide/eau. L’activité lipolytique dépend alors de la qualité de cette interface (Hasan e7 2/, 2009). Les
lipases interviennent dans deux types de réaction : 'hydrolyse et la synthese. La figure 3 présente

Iensemble des réactions de synthese catalysées par les lipases.

Estérification
R,COOH + R,OH « R;COOR; + H;O
Transestérification :
Interestérification :
R;COOR; + RsCOOR4 <> R,COOR; + R,COOR;
Alcoolyse :
RiCOOR; + R;OH < R;,COOR; + R,OH
Acidolyse :
RiCOOR; + RsCOOH <« R;COOR; + R,COOH

Figure 3: Réactions de synthése catalysées par les lipases (Gandhi, 1997)

10
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Thioestérases

La classe identifiée EC 3.1.2, classe des thioestérases, définit les enzymes clivant la liaison ester entre
un groupement carbonyle et un atome de soufre (Figure 4) et libérant un acide gras. Parmi les 27

sous-classes qui la composent, 15 ont pour substrat un dérivé d’acyl coenzyme A (CoA) (Cantu e7 4.,

2010).
O O
S—CoA OH
Thioestérase EC 3.1.2
Figure 4: Réaction d’hydrolyse d’un acyl coenzyme A par la thioestérase
Phospholipases

Les phospholipases désignent plusieurs sous-groupes d’enzymes, certains libérent des acides gras
depuis un phospholipide (Figure 5) (Aloulou ez al., 2012). Ces enzymes sont classées selon leur site
d’action. La position sn-1 est clivée par les phospholipases A1 (PLA1) (EC 3.1.1.32), tandis que la
position sn-2 est clivée par les phospholipases A2 (PLA2) (EC 3.1.1.4), ces deux sous-groupes
libérent des acides gras. Les phospholipases C (EC 3.1.4.3, position sn-3) et phospholipases D (EC

3.1.4.4) sont impliquées dans le métabolisme des phospholipides mais ne libérent pas d’acide gras.

phospholipa@e A
\ o
~. il
H.C—- O-3%—C—Ru
sn-1
@)
[
HC-0 7‘\2(: — R:
si-2 T
o “phospholipase A-

I
H.C- 0 —— If—,ko -X
/’m-30H \,

phosphol}pase C “phospholipase D

Figure 5: Sites d’action des phospholipases sur les phospholipides
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Cutinases

Le groupe des cutinases (EC 3.1.1.74) est composé d’enzymes qui dégradent la cutine, un polymeére
d’acides gras des plantes supérieures recouvrant la face externe des feuilles et offrant une protection
hydrophobe. Les cutinases ont la particularité d’étre spécifiques d’acides gras a longue chaine (C16
ou C18) in vivo mais de se révéler plus efficace que les lipases pour des activités d’hydrolyse d’esters

solubles. Ces enzymes se définissent comme I'intermédiaire idéal entre lipases et carboxylestérases

(Sorensen et al., 2007).

1.2.Structure et mécanisme
La Protein Data Bank (PDB) est une base de données de structures de macromolécules biologiques.
Elle est composée de structures déterminées expérimentalement soit par cristallisation ou par RMN.
La recherche au sein de cette base peut étre réalisée a partir d’une séquence, d’une structure ou d’une
fonction recherchée. Environ 85 000 structures y sont classées parmi lesquelles 4 800 correspondent
a la classification EC 3.1. Le nombre de structures a nettement augmenté depuis une quinzaine
d’années notamment grice au développement de la génomique structurale et a 'amélioration des
conditions d’analyse (robotisation et automatisation). Les informations structurales disponibles sur
les enzymes lipolytiques ont également augmenté en particulier pour les phospholipases et les
thioestérases (http://www.wwpdb.org/stats.html). Cette évolution, illustrée par la figure 6, permet
également de rendre compte de I'intérét croissant pour les enzymes lipolytiques au cours des douze

derniéres années.

600

Nombre d'entrées 400
dans la PDB 200

Figure 6: Nombre d’entrées dans la PDB pour les groupes d’enzymes lipolytiques choisis
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1.2.1. Le systéme a/p hydrolase

Les hydrolases ont en commun un enchainement de huit feuillets B connectés par six hélices a. Ce
modele est retrouvé non seulement au sein des lipases et des carboxylestérases mais également au sein
d’autres groupes d'hydrolases (Figure 7). Cette organisation structurale module le positionnement
du site catalytique. Dans le cas des lipases, le site catalytique est constitué autour de trois
partenaires formant la triade catalytique : une sérine, une histidine et enfin un acide aminé portant

au niveau de sa chaine latérale une fonction carboxylique (Asp ou Glu) (Schmid and Verger, 1998).

ars

on 4

Figure 7: Représentation schématique d'une hydrolase de type (Ollis ez al., 1992)

Certaines lipases bien caractérisées ont permis de distinguer d’autres résidus importants pour
Pactivité lipolytique. Ces résidus forment une conformation appelée «trou de l'oxyanion »
permettant de stabiliser I'environnement du site actif. Le mécanisme catalytique de ’hydrolyse peut
étre décrit en six étapes (Figure 8). Le carbone de la fonction carboxylique du substrat subit une
attaque nucléophile du groupement hydroxyle de la sérine. A ce niveau, une liaison hydrogeéne s’est
formée avec le noyau Imidazole de lhistidine qui devient alors chargé positivement. Cette charge
positive est stabilisée par une charge négative d’un résidu acide (Asp ou Glu) (1) permettant la
formation d’un premier oxyanion (2). Une molécule d’alcool est libérée et une acyl-enzyme est
formée (3). Par la suite une molécule d’eau réalise une attaque nucléophile de I'acyl-enzyme (4).
Cette seconde attaque nucléophile aboutit a la formation d’un nouvel oxyanion (5). Enfin, 'acide
gras est libéré et 'enzyme retrouve sa conformation initiale (6) (Jaeger ez al., 1994; Misset ez al.,

1994; Beer et al., 1996).

13
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Dans le cas de la lipase pancréatique, il a été établi que la présence de la sérine est indispensable pour
obtenir une activité lipolytique. La substitution de la sérine par d’autres acides aminés dans la triade
catalytique empéche en effet toute activité lipolytique. Ces mutations n’interferent pas dans la liaison

au substrat, la sérine n’est pas impliquée dans l'interaction du site catalytique (Lowe, 1992).

Trou de l'oxyanion Trou de l'oxyanion Trou de l'oxyanion
OMN M N C/N N N C/M N N
I . R |1 |
H H H H H H H H H
I ’I \\ l r’ 1 -
: s . =¢’ s
R 8] A o = e
4 Z~
\o_{: —_— \O_G — \O (‘./
. | I | J;\
s [4] i | — | I —F‘.\ |
FIS \\ SER HIE \\ SER HIS SER
M 2 3) 'IL
Trou de I'oxyanion Trou de l'oxyanion Trou de l'oxyanion
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N [ . [ |
H IT l— H H H H H H
I F \\ | .lf ] 5
[ ~ ’ -
H O H ‘o’ H A
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™ | ™ | ~
H—0 R —c B H A
—N - | :N)-l I —N\
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(6) (5) )]

Figure 8: Représentation schématique de ’hydrolyse d’une liaison ester (Beer ez al., 1996)
Une autre particularité de ce site catalytique est le positionnement de la sérine dans un motif
peptidique pentamérique appelé séquence consensus. Cette séquence est composée de
Penchainement GXSXG ot les X peuvent étre des acides aminés d’identité différente, particularité

due a la phylogénie de ce motif présent dans les protéases a sérine et les lipases (Figure

9)(Derewenda, 1994).

@ @

Figure 9: Représentation des feuillets B et hélices a caractéristiques avec positionnement de la séquence
pentapeptidique consensus (Derewenda, 1994; Kourist ez 2/, 2010).

B
=
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Contrairement aux autres hydrolases, le site actif des lipases est généralement recouvert d’une boucle
peptidique formée par une hélice o amphiphile d’'une quinzaine d’acides aminés qui agit comme un
volet (lid) (Brzozowski er al., 1991; Derewenda er al., 1992) (Figure 10). L’originalité des lipases
prend tout son sens par la description de cette particularité structurale car ce volet s’ouvrira
uniquement a I'interface eau/lipide. Une fois ouvert, ce volet rend le site actif accessible au substrat.
Dans le cas contraire, le substrat ne peut pas étre en interaction avec la triade catalytique. L’activation
interfaciale demeure un phénomeéne complexe. Thirstrup ez al. (1994) ont ainsi montré que la lipase

du ragondin malgré la présence d’un volet amphiphile ne présente pas d’activation interfaciale.

| Forme fermée, inactive | Forme ouverte, active

Figure 10: Conformation prise par le volet amphiphile sans interface (forme fermée) et A I'interface eau/lipide
(forme ouverte) (Derewenda ez a/., 1994; Palomo ez /., 2003)

1.2.1.  Cinétique enzymatique des enzymes lipolytiques
Un certain nombre d’enzymes sont actives aux interfaces dans les cellules, mais ces enzymes ont des
substrats « classiques », c'est-a-dire solubles et qui répondent aux principes généraux de
Penzymologie. Le substrat des lipases étant insoluble, les principes de Michaélis et Menten ne
peuvent pas étre appliqués (Aloulou ez al., 20006). Les lipases sont activées a 'interface eau/lipide, ce
phénomene est appelé activation interfaciale (Sarda and Desnuelle, 1958). Dans le cas des lipases et
des phospholipases, au moins deux modeéles caractérisent leur comportement aux interfaces. La
premiere étape commune a ces deux modeles est 'adsorption de I'enzyme a linterface eau/lipide
(Benzonana and Desnuelle, 1965). La vitesse de la réaction est alors fonction de la quantité de
substrat a l'aire interfaciale. Il est alors possible de définir des caractéristiques interprétables en termes
de performance et de spécificité de substrat des enzymes concernées. Le modele en figure 11 A est le
modele le plus proche de celui de Michaélis et Menten car il n’integre que le critere d’activation de
I'enzyme. Au niveau de l'interface eau/lipide, I'enzyme est activée (E*) et se lie & son substrat (E*S).

Un produit (P*) est formé qui diffuse (P) dans la phase aqueuse.

( 1
L )
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Figure 11: Mod¢le cinétique d’action d’une enzyme soluble sur un substrat insoluble.

Mode¢le Verger-De Haas (A), Mod¢le Verger-Panaiotov (B)

Le modele en figure 11 B tient compte des modulations d’activité possibles a 'interface. D’une part,

Pactivation interfaciale rentre en jeu (E*I). D’autre part, l'activité peut dépendre de I'organisation

des produits insolubles formés (P** & P*). Enfin, la prise en charge des produits insolubles par un

accepteur (CD) est également modélisée (CD+P*->CD-P).

La cinétique des lipases n’est pas évidente a évaluer de par le caractere hydrophile de I'enzyme et le

caractére lipophile de son substrat, I'activité prenant forme lorsque la lipase se trouve a l'interface

phase aqueuse/phase lipidique (Reis ez a/., 2009). C’est sur ce point que la différence de cinétique

entre lipase et carboxylestérase se caractérise. La concentration en substrat est un paramétre limitant

pour les lipases et non pour les carboxylestérases comme le montre la figure 12.

Unités enzymatiques

n [ & £
| | |

Unités enzymatiques
|

1 2 0 1 2
Saturation Saturation

Figure 12: Hydrolyse de la triacétine par la carboxylestérase du foie de cheval et la lipase pancréatique de porc

(Verger, 1976)
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1.2.2. Spécificités de substrat des enzymes lipolytiques

Comme vu dans le paragraphe 1.1, la classification des hydrolases a sérine est principalement basée
sur la nature du substrat. Parmi les enzymes lipolytiques, les lipases ont depuis longtemps été étudiées
et caractérisées pour déterminer leur spécificité. Cette spécificité pour les acylglycérols est définie
selon trois criteres : régiosélectivité, typosélectivité et énantiosélectivité (Jensen ez al., 1983). Plus
récemment, 'étude d’enzymes libérant des acides gras appartenant a la classe des thioestérases a
également permis de définir des spécificités selon la nature du substrat. Ce paragraphe décrit les

spécificités pour ces deux classes d’enzymes.

Spécificités des lipases

La régiosélectivité : elle définit la préférence d’une lipase pour une position donnée sur le squelette
carboné du glycérol. L'enzyme a 'aptitude de distinguer les positions externes (sn-1 et sn-3) de la
position interne (s7-2). Il faut établir le rapport entre les différents types de diglycérides produits in
vitro, afin de définir la régiosélectivité d’une lipase. Par exemple, I'hydrolyse de la trioléine peut
donner trois types de produits (Anderson ez al., 1998) :

* Obtention d’un rapport 2/1 entre les 1,2 (2,3) diglycérides et 1,3 diglycérides : lipase non

régiosélective.
* Obtention de 1,2 (2,3) diglycérides et 2 monoglycérides : lipase régiosélective pour sn-1 et sn-3.
* Obtention de 1,3 diglycérides : lipase régiosélective pour sn-2.

La majeure partie des lipases sont régiosélectives pour les positions externes, c’est le cas pour les
lipases de Rhizopus arrizhus, Yarrowia lipolytica, Rizopus delemar ou Aspergillus niger. Les lipases
spécifiques de la position sz-2 sont nettement plus marginales, elles ont été retrouvées chez

Staphylococcus aureus, S. simulans, S. xylosus ou chez Candida antarctica (Pleiss et al., 2000; Horchani

et al., 2010).

La typosélectivité : C’est hydrolyse spécifique d’une lipase par rapport a un type d’acide gras donné ou
une famille d’acide gras donnée. La typosélectivité peut étre déterminée en comparant l'activité
enzymatique obtenue pour différents acides gras. Cette sélectivité se rapporte a la longueur de chaine
ou au degré d’'insaturation de la chaine carbonée a hydrolyser. Ceci est illustré, par exemple, par les
isoformes de la lipase de Candida rugosa dont les modifications du site de liaison permettent
’adaptation a différentes longueurs de chaine carbonée (Lotti ez al., 1994). Lorigine des lipases peut

également donner des particularités liées a I'espece. Ainsi, les lipases animales agiront de préférence

——
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sur les triacylglycérols alors que les lipases de certains champignons auront une affinité plus
importante pour les formes avec une ou deux longues chaines carbonées(Villeneuve and Foglia,

1997).

L énantiosélectivité ou stéréosélectivité : il s’agit de 'hydrolyse privilégiée d’une des deux positions s7-1
ou sn-3 d’un triglycéride (facilement mise en évidence si elles sont occupées par des acides gras
différents). Il s’agit également de I’hydrolyse sélective d’un énantiomére par rapport  un autre (cas
d’un mélange racémique 1,2 diglycéride / 2,3 diglycéride). Cette spécificité permet I'utilisation de
lipases lors de la synthése de molécules chirales (Irimescu ez «/, 2010). L’aptitude des lipases a
distinguer des énantioméres a été décrite dans la synthése de différents esters (Engel, 1992; Lutz ez

al., 1992).

Spécificités des thioestérases

La classification de ces enzymes est basée a la fois sur la fonction enzymatique, mais également sur la
nature du substrat. Les thioestérases sont classées dans la base de données ThYme (Thioester-active
enzYme database). Le tableau 1 présente 'organisation des thioestérases dans cette base de données
en fonction de leur structure primaire (séquence) et tertiaire (repliement). Cette classification permet
également de connaitre les différents substrats de cette famille d’enzyme. Elles sont classées de TE 1 a

TE 23. Les enzymes des familles TE1 & TE13 hydrolysent différents types d’acyl-CoA.

La plupart des membres de ces familles disposent d'une conformation « HotDogy. Cette
conformation comprend une hélice a recouverte de plusieurs feuillets  contrairement aux hydrolases
/P qui sont une succession de feuillets et d'hélices comme vu précédemment (Dillon and Bateman,
2004). Parmi les treize familles de thioestérases d'acyl-CoA, les familles TE1 2 TE3 n’adoptent pas la

conformation « HotDog » et seule la famille TE2 prend la conformation d’a/p hydrolase.

Les enzymes TE2 sont sélectives des palmitoyl-CoA notamment. La longueur de chaine est un critére
de sélection de substrat pour les enzymes TE4 : moyenne et longue chaine d’acide gras et TE5 :
longue chaine. Les enzymes composant les familles TE14 2 TE19 clivent la liaison entre 'acyl et une
protéine de transport d’acyl (ACP), la longueur de la chaine carbonée est également prépondérante
pour la caractérisation. Les familles TE 20 et TE 21 clivent la liaison entre 'acyl et d’autres types de
protéines. Par exemple pour la famille TE 20, la coupure se fait entre une chaine de type palmitique
et le résidu cystéine de la protéine. Les enzymes de la famille TE21 permettent également cette

hydrolyse et peuvent avoir une activité carboxylestérase (Duncan and Gilman, 1998). Enfin, les
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enzymes des groupes TE 22 et TE 23 sont plus spécifiques des liaisons entre acyl et glutathion et ses

dérivés.

TE1 Achl Acetyl-CoA Acyl-CoA hydrolase ABE NagB

TE2 Acotl-Acot6, BAAT thioesterase Palmitoyl-CoA, bile-acid-CoA Acyl-CoA hydrolase ABE o/B-Hydrolase

TE3 tesh, acyl-CoA thwestcirase L protease Acyl-CoA a chaine moyenne a longue Acyl-CoA hydrolase ABE Flavodoxin-like

1, lysophospholipase L1
TE4 tesB, acyl-CoA thioesterase II, Acot8 Acyl-CoA & chaine moyenne 3 longue, Acyl-CoA hydrolase BE HotDo
-2y ’ palmitoyl-CoA, choloyl-CoA 4 4 s
tesC (ybaW), acyl-CoA thioesterase Acyl-CoA i chaine longue,
TES 111 3,5-tetradecadienoyl-CoA Acyl-CoA hydrolase BE HotDog
Acot7, Acotl1 (BFIT, Theml), . N R

TE6 Acot12 (CACH), Yid Acyl-CoA a chaine courte a longue, C4 - C18 Acyl-CoA hydrolase ABE HotDog

TE7 Acot9, Acot10 Acyl-CoA a chaine courte 4 longue Acyl-CoA hydrolase BE HotDog

TE8 Acotl3 (Them2) Acyl-CoA a chaine courte 4 longue Acyl-CoA hydrolase ABE HotDog

Acyl-CoA i chaine courte 4 longue,

TE9 YbgC 4-hydroxybenzoyl-CoA Acyl-CoA hydrolase B HotDog
TE10 4HBT-I 4-Hydroxybenzoyl-CoA Acyl-CoA hydrolase HotDog
TE11 4HBT-IL, EntH (YbdB) 4-Hydroxybenzoyl-CoA Acyl-CoA hydrolase HotDog
TE12 DNHA-CoA hydrolase 1,4-Dihydroxy-2-naphtoyl-CoA Acyl-CoA hydrolase BE HotDog

Acyl-CoA i chaine courte & moyenne, quelques
TE13 paal, paaD substrats hydroxyphenylacetyl-CoA Acyl-CoA hydrolase AB HotDog
TE14 FatA, FatB Acyl-ACP i chaine courte 4 longue, C8 - C18 Acyl-ACP hydrolase BE HotDog
TE15 Thioesterase CalE7 / Acyl-ACP hydrolase B HotDog
TE domain of FAS (Thioesterase I), o . .
TE1l6 TE domain of PKS or NRP (type I Acyl-ACP 2 Cha} ne longueA, divers polyketides et Acyl-ACP hydrolase ABE a/B-Hydrolase
. peptides non-ribosomaux
thioesterase (TE 1))
TE17 TE domain of PKS Quelques polyketides Acyl-ACP hydrolase B a/B-Hydrolase
TE18 Thioesterase I, type II thioesterase Acyl-ACP a chalr'le moyenne, divers polyketides Acy-ACP hydrolase BE w/B-Hydrolase
(TE 1I) et peptides non-ribosomaux
TE19 luxD Myristoyl-ACP Acyl-ACP hydrolase B a/B-Hydrolase
pptl, ppt2, palmitoyl-protein — . Protein-palmitoyl
TE20 thivesterase Palmitoyl-protein hydrolase E a/B-Hydrolase
TE21 aptl, apt2, %cyl-pmteln chioesterase, 11 Protein-acyl hydrolase ABE a/B-Hydrolase
phospholipase, carboxylesterase
S-formylglutathione hydrolase, . .
TE22 S-Formylglutathione Glutathione hydrolase ABE a/B-Hydrolase
esterase A, esterase D
TE23 Hydroxyglutathione hydrolase, D-Lactoylglutathione Glutathione hydrolase ABE Lactamase
glyoxalase II

Tableau 1: Présentation des familles de thioestérases et de leurs spécificités de substrat.
Archées (A), Bactérie (B), Eucaryote (E) (Cantu ez 4/, 2010)
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1.3.Les enzymes lipolytiques a travers le monde vivant
Les enzymes lipolytiques sont trés largement répandues dans le monde vivant. Le rdle de ces enzymes
est trés varié d’'un régne a 'autre, d’une espece a I'autre voire d’un tissu a I'autre (Pahoja and Sethar,
2002). A ce jour, ce sont les enzymes lipolytiques de micro-organismes qui ont été les plus étudiées
de part leur important intérét industriel. D’autres sources d’enzymes lipolytiques existent dans le
régne animal et végétal. Elles peuvent présenter des applications intéressantes et étre exploitées
(Casas-Godoy er al., 2012). Les enzymes lipolytiques ont des caractéristiques variables selon les
régnes. Par exemple, la zone de pH optimum de lactivité, varie entre 4 et 9 pour les enzymes
lipolytiques de plantes alors qu'elle est comprise entre 5,5 et 8,5 chez les animaux et entre 6 et 10
chez les micro-organismes. Ce sous-chapitre expose les principales enzymes lipolytiques dans les

regnes végétal, animal et microbien.

1.3.1. Les enzymes lipolytiques végétales

Les principales enzymes lipolytiques de plantes se classent en trois catégories en fonction de leur
origine. Elles peuvent étre issues de plantes oléagineuses, de plantes céréalieres et de plantes laticiferes
(produisant du latex). Ces enzymes se regroupent alors en quatre groupes principaux : les lipases, les

phospholipases A, les phospholipases C et D, et les carboxylestérases.

Certaines enzymes ne sont pas spécifiques vis-a-vis d’un tissu et interviennent de maniére générale
dans le métabolisme. La plus grande concentration d’enzymes lipolytiques demeure au niveau des
graines ol les triglycérides sont stockés. Les enzymes lipolytiques présentes dans ces structures vont
hydrolyser les triglycérides et libérer des acides gras. Ces acides gras seront la source d’énergie

principale lors des étapes de germination et des premiers stades de croissance de la plante.

Les premieres enzymes lipolytiques de plantes ont été étudiées au début du XX¢ siecle, mais il faut
attendre les années soixante pour que des études plus poussées apparaissent. Elles sont réalisées sur la
lipase acide du ricin, Ricinus communis, en 1962. La plupart des lipases connues dans les graines sont
des lipases alcalines, tandis que celle du ricin a la particularité d’agir 2 un pH optimum de 4,5. La
seconde propriété importante de cette enzyme est le déclenchement particulier de son activité. En
effet, celle-ci est détectée lors des deux premiers jours de croissance alors que la sénescence n'a pas
encore commencé. L'activité de la plupart des autres lipases retrouvées dans les graines est observée
au moins au troisiéme jour de croissance. Chez le ricin, la lipase acide semble & son maximum
d’activité avant hydrolyse des triglycérides. Une autre lipase dont le pH optimum est neutre est

présente chez cette espéce. Son activité est similaire aux lipases habituellement rencontrées dans les
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graines des autres plantes. Cette lipase semble intervenir pour I'hydrolyse des triglycérides au
moment de la croissance de la plante (Ory and Altschul, 1962; Ory ez al., 1969; Muto and Beevers,
1974). Le ricin possede également une protéine végétale ayant une activité lipolytique et le motif
GXSXG sans étre une lipase, la ricine. Clest une glycoprotéine parmi les plus toxiques au monde.
Elle intervient notamment dans les mécanismes de défense des plantes dans leur environnement

(Helmy ez al., 1999; Lombard ez al., 2001).

Dans les années 1995-2000, 'abondance des séquencages de transcrits et le séquengage du génome
d’Arabidopsis thaliana ont mis en évidence un grand nombre de lipases putatives. Ces annotations
ont été uniquement basées sur le motif GXSXG. Or de nombreuses protéines présentant ce motif
n'ont pas nécessairement une activité lipolytique (cas des ester hydrolases non lipolytiques). Le motif
consensus GXSXG des lipases peut en effet étre présent chez d’autres enzymes. Il apparait, par
exemple, dans la chlorophyllase de la plante Chenopodium album, enzyme responsable de la
dégradation de la chlorophylle (Tsuchiya ez al, 1999). De plus, ce critére est insuffisant pour
d'autres enzymes n’incluant pas ce motif mais possédant une activité lipolytique. L’analyse in silico
nécessite donc en complément une recherche biochimique de lactivité lipolytique (Li-Beisson ez al.,

2010).

Pour caractériser les enzymes lipolytiques de plantes il est nécessaire de bien connaitre les
compartiments de stockage des lipides. Les triglycérides des feuilles sont stockés dans les
plastoglobules. Les plastoglobules sont des corps lipidiques présents au niveau des chloroplastes,
incorporant des lipoprotéines et permettant la mobilisation des triglycérides (Brehelin ez 2/, 2007;
Lin and Oliver, 2008). Padham ez a/. (2007) ont montré chez Arabidopsis thaliana la présence a ce
niveau d’une lipase. D'autres études se focalisent sur les lipases des graines des oléagineux et
particulierement sur les lipases impliquées dans ’hydrolyse des triglycérides dans les tissus de réserve
(oléosomes) du colza et du mais (Yatsu and Jacks, 1972). La caractérisation de lipases de plantes a
montré lexistence de plusieurs types de lipases. Les variations concernent le pH optimum et la
localisation subcellulaire. Ces lipases sont présentes au niveau des corps lipidiques, des glyoxysomes
ou encore des microsomes. Chez le colza, Brassica napus, c’est une lipase insoluble qui a été isolée,

dans une fraction moins dense que les microsomes (Weselake ez al., 1989).

Les phospholipases de plantes sont regroupées selon leurs roles physiologiques et cellulaires tels que la
régulation cellulaire, le changement de composition des lipides membranaires et la dégradation des

lipides. Les phospholipases D sont particulierement impliquées dans le catabolisme des
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phospholipides au moment de la croissance de la plante et en réponse a un stress de I'environnement.
Ces phospholipases sont variées d’'un point de vue moléculaire et leur présence peut étre modulée
notamment par du calcium (Wang, 2000). Les phospholipases C (PLC) sont séparées en deux
grandes catégories, les PLC spécifiques des phosphoinositides et les PLC sans spécificité. Les
premiéres sont majoritairement impliquées dans la production d’inositol triphosphate et leur activité
est le plus souvent une réponse a un stimulus environnemental. Les secondes participent a des
mécanismes plus classiques de dégradation de phospholipides (Wang, 2001; Wang ez al., 2012). Les
phospholipases A catalysent I'hydrolyse des phospholipides de la membrane cellulaire. Chez
Arabidopsis thaliana elles se retrouvent en trois catégories, les protéines « patatin like », les enzymes
« DAD-like » et les phospholipases A2 sécrétées. Les protéines du type « patatin like » disposent
d’une diade catalytique Ser-Asp a la place de la triade catalytique classique permettant une hydrolyse
des positions sn-Iet sn-2 des phospholipides et galactolipides. Les enzymes de déacylation

« DAD-like » présentent notamment des activités de lipases (Canonne ez a/., 2011).

De nombreuses carboxylestérases ont été identifiées. Elles représentent une grande famille d’enzymes
impliquées dans de nombreux processus, notamment au niveau du métabolisme secondaire chez les
végétaux supérieurs. Cette famille identifiée CXE a été principalement décrite au sein d’Arabidopsis
thaliana et d’Oryza sativa (Yu et al., 2002). Cette famille conserve un motif peptidique et une
structure secondaire correspondant aux enzymes de la famille des o/f hydrolases. La caractérisation
d’'une majorité des carboxylestérases de plantes n’est pas aussi avancée que leurs homologues
d’origine animale. Néanmoins, un certain nombre d’informations a été déterminé, notamment la
localisation dans les graines, fruits et feuilles. L’isolement et la caractérisation des génes de
carboxylestérases chez la plante modele Arabidopsis thaliana demeurent récents. Ils ont permis
d’identifier un certain nombre de roles physiologiques des carboxylestérases au sein de cette plante.
Aucune enzyme n’a été clairement identifiée pour 'hydrolyse de lipides mais elles interviennent dans
I'initiation de signalisations cellulaires. Les carboxylestérases apparaissent également dans des
processus de dégradation de certains composés comme les xénobiotiques et les esters (Marshall ez 4/,
2003). Plus récemment, le gene d’une carboxylestérase d’Actinidia eriantha a été isolé et cloné dans
une bacterie. La protéine obtenue a été utilisée pour obtenir la premiére structure de carboxylestérase
de plante. L’analyse de cette structure a conforté I'identification de 'enzyme dans la famille des a/f

hydrolases et a également permis I'identification des acides aminés impliqués dans le site catalytique.
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En complément de Iétude structurale, une caractérisation fonctionnelle a été réalisée confirmant la

spécificité pour les faibles longueurs de chaines (Ileperuma ez a/., 2007).

Les thioestérases de plantes jouent un réle important dans la composition des triglycérides des tissus
de stockage. De ce fait, leurs caractéristiques sont largement étudiées. Elles sont considérées comme
une famille d’enzymes a part dans les familles de thioestérases. En effet, peu de similarités de
séquences existent avec les thioestérases des procaryotes et des animaux. La seconde différence
majeure est le manque de sensibilité aux inhibiteurs connus des thioestérases bactériennes et
animales. Ces inhibiteurs ciblent les protéases a sérine. L’analyse d’une séquence de thioestérase
d’Arabidopsis thaliana montre que les trois acides aminés impliqués dans le site catalytique sont la
cystéine 264, l'histidine 229 et 'asparagine 227. Une cystéine remplace donc la sérine dans la triade
catalytique. Cette modification est confirmée par une diminution de l'activité de la thioestérase lors
de l'utilisation d’inhibiteurs de protéases a cystéine. De plus, la substitution de la cystéine par une
sérine a permis de retrouver une sensibilité aux inhibiteurs & sérine et une diminution de lactivité
(Yuan ez al., 1995). La conformation particuli¢re de la thioestérase chez Arabidopsis thaliana a permis

de définir les thioestérases a triade catalytique « papain like » (Turk ez 2/, 1997; Cantu ez al., 2010).

1.3.2. Les enzymes lipolytiques animales

Le domaine des enzymes lipolytiques animales étant vaste, ce sous-chapitre développera les études les
plus importantes. Dans un premier temps, les lipases seront présentées. Les phospholipases,
carboxylestérases et thioestérases seront traitées dans un second temps. Enfin, de par leurs
particularités, les enzymes lipolytiques d’animaux marins et d’insectes seront présentées dans la

derniére partie.

Lipases

Les graisses représentent chez les animaux une source énergétique importante. Les voies métaboliques
utilisant cette source énergétique sont donc essentielles pour I’équilibre physiologique des
organismes. Le mod¢le enzymatique de référence pour le régne animal est la lipase pancréatique
(Hofmann and Borgstrom, 1963). Cependant, d’autres enzymes ont été largement étudiées comme
la lipase gastrique et la lipase hépatique. La structure des geénes codant pour ces enzymes laisse
supposer un ancétre commun (Warden ez a/., 1993; Oku ez al., 2006). L'idée d’une identification et
d’un classement des genes de lipase selon leur composition a alors été émise (Wong and Schotz,
2002). Si au départ, cette famille de génes ne comporte que trois lipases : lipoprotéine-lipase, lipase

pancréatique et lipase hépatique, l'outil de comparaison de séquences a rapidement permis d’en
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découvrir d’autres par homologie de leur séquence protéique. De nouvelles enzymes ont trouvé leur
place dans la famille des lipases comme, par exemple, la lipase endothéliale et la phosphatydilsérine
phospholipase Al. La plupart des membres de la famille des lipases ont été étudiés d’un point de vue
physiologique ou pour établir leur distribution a travers les tissus. Un type de lipase, la lipase
hormono-sensible (HSL) a au début été décrite comme une lipase spécifique des triglycérides et
intracellulaire aux adipocytes. Actuellement, elle a été identifiée dans la plupart des tissus comme les
lipoprotéines lipases. La principale caractéristique de la lipase hormono-sensible (HSL) reste la
variété de ses régulations notamment par phosphorylation/déphosphorylation ou par interaction avec

d’autres protéines (Yeaman, 2004).

Les processus de dégradation des graisses sont réalisés par différentes enzymes. La lipase gastrique
dégrade les lipides des aliments au niveau de 'estomac. C’est une lipase extrémement résistante aux
conditions d’acidité (pH proche de 1) et aux attaques notamment de la pepsine et des protéases au
niveau de 'estomac (Canaan ez 2/, 1999). La lipase pancréatique est sécrétée par les cellules acineuses
au niveau du duodenum. Elle a été largement étudiée chez de nombreux organismes. Elle est active a
pH légerement alcalin par opposition a la lipase gastrique. La lipase pancréatique humaine a fait
l'objet de nombreuses études permettant de mieux comprendre sa régulation et son fonctionnement.
L'activité de la lipase pancréatique est inhibée aux concentrations physiologiques en sels biliaires
(Verger, 1984). Cette activité est restaurée en présence d'une autre protéine pancréatique de 11 kDa
appelée colipase. Il sagit d’un excellent exemple d’interaction protéine-protéine. En présence de bile,
la lipase et la colipase forment en effet un complexe qui se positionne a 'interface lipide/eau, ou il
peut étre adsorbé. La lipase pancréatique bascule alors en conformation active (Figure 11). La
libération des acides gras peut provoquer 'arrét de I'activité s’ils ne sont pas pris en charge par les sels
biliaires (Borgstrom and Erlanson, 1973). Les sels biliaires permettent également le maintien de

’émulsion et donc de I'interface sans laquelle I'activité serait nettement réduite (Lowe, 1997, 1999).
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Phospholipases, carboxylestérases et thioestérases

Les phospholipases au sein du régne animal forment une trés vaste famille divisée comme vu
précédemment en fonction de leur site d’action (Figure 5). Pour chaque sous-famille de
phospholipases (A, C et D), des caractéristiques physiologiques et spécifiques ont été mises en
évidence par rapport aux tissus. La phospholipase A1 compte de nombreux isozymes comme la lipase
hépatique et la lipase pancréatique capables d’hydrolyser des triglycérides mais également des
phospholipides. Les phospholipases A possédent le pentapeptide GXSXG (elles appartiennent donc a
la famille génétique des lipases). Elles sont classées en fonction de leur localisation de part et d’autre
de la paroi cellulaire. Les phospholipases A2 se répartissent en cing groupes : les PLA2 sécrétées, les
PLA2 calcium dépendantes, les PLA2 calcium indépendantes, les PLA2 lysosomales et enfin les
PLA2 acetylhydrolases (PAF-AH). Ces phospholipases A2 sont trés largement distribuées a travers les
tissus et leurs structures tridimensionnelles sont bien distinctes en fonction des groupes de PLA2. Les
phospholipases C représentent au sein du régne animal 13 isozymes classés en six groupes (B, v, 9, €,
€ et m). Les phospholipases B et € sont activées par des récepteurs couplés a des protéines G. La
distribution au sein des tissus est variable mais la représentation des phospholipases C au sein des
tissus du cerveau est conservée pour 5 des 6 groupes. L'activité phospholipase C au niveau de ces
cellules conditionne la bonne modulation des réseaux neuronaux. Comme pour les phospholipases
A2, chacun des six groupes adopte une conformation structurale propre. La figure 13 présente la
schématisation des domaines constitutifs pour chacun des groupes, certains domaines sont conservés
comme les domaines catalytiques « X » et « Y » ou bien le domaine de liaison au calcium « C2 »

(Bamji-Mirza and Yao, 2011).
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Figure 13: Schématisation des structures d'isozymes de phospholipase C chez la souris.
PH (domaine pleckstrin homology), EF (motif « main EF »), X (domaine catalytique X), Y (domaine catalytique
Y), C2 (domaine de liaison du Ca2+), SH (domaine d’homologie Stc), Ras GEF (facteur d’échange nucléotidique
Ras-guanine), chaque nombre indique la longueur en acides aminés de chaque isozyme.

Les phospholipases D sont représentées par seulement deux isozymes, D1 et D2. De part leur role
important dans la mise a disposition notamment de l'acide phosphatidique, les phospholipases D

sont sous le controle de nombreux co-facteurs. Parmi ces co-facteurs, la GTPase ou l'actine F
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induisent lactivation de I'enzyme, 'actine G active son inhibition. Les phospholipases D sont
également sous le contréle d’ions divalents comme le calcium (Selvy ez 2/, 2011).

Une autre famille de phospholipase vient compléter celles précédemment décrites, c’est la famille des
phospholipases 4 domaine patatine. Le domaine patatine a été décrit en premier chez les plantes et se
caractérise par un site catalytique ne comportant que deux acides aminés Ser et Asp. Différentes
enzymes homologues ont été mises en évidence chez '’homme. Leur distribution est large dans les
tissus (tissus adipeux, cceur, systéme nerveux) et la variété de séquences a permis I'élaboration d’une

famille spécifique de ce type d’enzyme (Wilson ez 2/., 20006).

Pendant de nombreuses années, I’hydrolyse de lipides a été associée aux lipases. La réalisation de ce
type d’hydrolyse par des carboxylestérases a été mis en évidence plus tard par I'observation d’activités
lipolytiques indépendantes des lipases (Soni ez 4/, 2004). Les carboxylestérases pouvant participer a
Pactivité lipolytique sont présentes majoritairement au niveau du foie et de l'intestin gréle chez la
plupart des mammiferes (Satoh and Hosokawa, 2006). Les carboxylestérases de mammiferes ont
dans un premier temps été classée dans la vaste superfamille des estérases en fonction de la spécificité
de leurs substrats. Récemment, une nouvelle classification tenant compte des degrés de similarité et
de 'homologie entre séquences a permis de définir une famille multigénique dont les isozymes sont
réparties en cinq groupes (CES1, 2, 3, 4A et 5A). Leur rodle est la dégradation de composés chimiques
comportant au moins une chaine d'acyle afin de la libérer. Ces dégradations ont lieu notamment
dans les processus de détoxification cellulaire. La troisitme fonction possible pour les
carboxylestérases humaines est I'hydrolyse de composés endogénes comme les triglycérides a courtes
ou longues chaines mais également des acyl-coenzymes A. Ces enzymes ont ainsi été mises en
évidence, car elles complétaient I'hydrolyse des triglycérides réalisée par les lipases (Taketani ez al,

2007; Satoh and Hosokawa, 2010).

Les thioestérases animales ont montré des activités lipolytiques sur des acides gras 3 moyenne et
longue chaine. Leur classification a été établie en fonction de leur conformation et des résidus
intervenant dans le site catalytique. Ces thioestérases sont classées parmi les o/p hydrolases, elles

adoptent des conformations de carboxylestérase (Cantu ¢z /., 2010).

Au sein du régne animal, les activités lipolytiques peuvent donc étre réalisées par de nombreuses
enzymes. Une étude de 2005 sur le tissus adipeux de souris a montré la présence de 23 protéines a

activité lipolytique non identifiées comme des lipases (Birner-Gruenberger ez 2/., 2005).
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Les enzymes lipolytiques animales d’origine marine

Les organes de poissons sont connus pour contenir nombre de molécules d’intérét, notamment des
acides gras de la série 3. La présence de ces acides gras laisse supposer la présence d’enzymes
lipolytiques (lipases et phospholipases) pouvant se révéler indispensables pour enrichissement
d’aliments en acides gras poly-insaturés issus de sous-produits de la péche (Shahidi and Janak Kamil,
2001). Ces acides gras sont en effet plus difficiles a libérer par hydrolyse avec les lipases actuellement
utilisées (Lie and Lambertsen, 1986). Les lipases d’organismes marins se sont a I'inverse montrées
plus efficace pour ces acides gras a longue chaine (lijima ez 2/, 1998). Il faut donc approfondir les
connaissances sur ces possibles activités lipolytiques présentes dans les différents tissus de produits de

la mer (Smichi et 2/, 2012).

Comme pour toutes les especes, les lipides sont des acteurs importants du métabolisme. Cette notion
s’applique également aux especes marines, chaque espéce va adapter son métabolisme en fonction de
son régime alimentaire. Certains animaux marins vont donc orienter leur métabolisme vers les
graisses alors que d’autres vont 'orienter vers les sucres (les enzymes lipolytiques seront donc moins
sollicitées). La voie métabolique empruntée par chaque type d’organisme va conditionner la taille et
Pactivité de certains organes. Chez certaines especes, des particularités physiologiques (emplacement
de glandes digestives notamment) vont apparaitre. Une étude récente a montré la présence d’activité
lipolytique dans les glandes digestives au sein d’organismes marins de différents groupes (Smichi ez
al., 2012). De plus, chez les animaux marins comme chez les animaux terrestres, les activités lipases
sont plus importantes que les activités phospholipases (Borgstrom and Brockman, 1984). Ceci peut
étre mis en corrélation avec les faibles concentrations en phospholipides et les plus importantes
concentrations en triglycérides dans les nutriments. A travers les groupes d’animaux marins, 'activité
lipolytique varie. Les poissons cartilagineux montrent une activité lipolytique plus importante que les
poissons a squelette osseux, les mollusques ou bien encore les crustacés. Cette différence d’activité
peut étre due au régime alimentaire. En effet, les poissons cartilagineux sont majoritairement
carnivores alors que les poissons osseux eux le sont moins. Quant aux mollusques et crustacés, ils sont
pour leur part peu consommateurs de nutriments riches en acides gras. Les caractéristiques des
enzymes lipolytiques sont dépendantes des especes, notamment pour les valeurs de température et de
pH optimales. Concernant les colipases, co-facteurs parfois nécessaires a Iactivité lipolytique, elles
sont présentes chez les mammiferes et les oiseaux et semblent présentes chez les poissons

cartilagineux. Elles seraient néanmoins absentes chez les mollusques, crustacées et les autres poissons

(Sternby ez al., 1983; Smichi ez al., 2012).
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Les enzymes lipolytiques d’insectes

Les enzymes lipolytiques d’insectes ont été caractérisées pour la 1°¢ fois lors de I'hydrolyse de lipides
de stockage au stade larvaire chez la mouche, Calliphora erythocephaia (Price and Russell, 1975).
Chez les insectes, de nombreuses enzymes lipolytiques ont été identifiées et localisées dans différents
tissus. Les lipides de stockage représentent une des deux principales sources d’énergie avec le
glycogene. Ces lipides sont localisés au niveau de cellules adipeuses et principalement au niveau
d’une structure de réserve appelée « corps gras » (Arrese and Soulages, 2010). Le corps gras réalise la
majorité des syntheses de protéines de I’hémolymphe, son role peut étre assimilé a celui du foie et des
tissus adipeux chez les animaux supérieurs (Arrese ez 4/, 2006). La mobilisation de ces réserves
lipidiques peut intervenir pour I'apport d’énergie aux muscles, pour le développement des ceufs, et

lors des périodes de non-alimentation.

L’activité lipolytique et la présence de lipases évoluent en fonction du stade de développement. Elle
est soumise a une régulation hormonale par un neuropeptide. Celui-ci semble intervenir autant pour
la mobilisation des triglycérides que pour la mobilisation des réserves sous forme de sucre. Des
récepteurs pour cette hormone ont été identifiés chez la drosophile et le ver a soie (Staubli ez 4,
2002; Gade and Auerswald, 2003). Différentes enzymes homologues de lipases ont été caractérisées
chez la drosophile, Lip1, Lip2 et Lip3. Elles posseédent le motif GHSQG correspondant au motif
consensus prédéfini (GXSXG). Lipl et Lip3 sont exprimées dans différents tissus et & des stades de
développement différents, laissant supposer des roles bien spécifiques. Le protéine Lipl correspond,
par sa séquence, a des lipases digestives et est retrouvée au stade larvaire précoce. Le géne Lip3 semble
étre exprimé a un stade larvaire plus avancé, le gene Lip2 semble lui non fonctionnel. Une autre
étude a mis en évidence la présence d’une lipase au niveau de la glande accessoire de la drosophile.
Cette lipase a été révélée par une activité lipolytique résiduelle en Iabsence de la
carboxylestérase « Est6 » généralement présente dans ce tissus (Smith ez 2/, 1994; Pistillo er al,

1998).

1.3.3. Les enzymes lipolytiques de micro-organismes

Ces enzymes sont les plus répandues chez les bactéries, les levures et les champignons filamenteux
(Treichel ez al., 2010). De nombreuses bases de données permettent de répertorier 'ensemble des
enzymes lipolytiques trouvées dans le monde microbien. Une classification a été proposée a partir de
deux criteres : la séquence protéique et les propriétés biologiques fondamentales (Arpigny and Jaeger,

1999).
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Les bactéries

Les bactéries produisent la plupart des classes d’enzymes lipolytiques : des enzymes classées comme
lipases ou carboxylestérases jusqu’aux phospholipases. La classification d’Arpigny and Jaeger (1999) a
servi de base pour définir huit familles et y inclure les différentes enzymes hormis les phospholipases.
La base de cette classification est structurale, les enzymes doivent appartenir a la classification des

o/P hydrolases décrites dans le paragraphe 1.2.1.

La famille I (comprenant six sous-familles) adopte le classement décrit auparavant par Jaeger ez 4.
(1994) et se consacre aux “lipases vraies ”. Les lipases issues du genre Pseudomonas sp. sont les
premieres décrites et inventoriées. Cette premiere famille inclut également les lipases de Bacillus
subtilis ou d’autres bactéries & Gram positives. Pour deux sous-familles I' et I?, I'expression
fonctionnelle d’une lipase est dépendante de la présence d’une protéine chaperonne appelée foldase

assurant la bonne conformation de 'enzyme.

La famille II comprend les enzymes lipolytiques ne portant pas le classique pentapeptide GXSXG
mais un motif GDS(L) contenant la sérine du site actif. Une autre particularité de cette famille est la
proximité du site actif par rapport a la partie N-terminal de la protéine (Upton and Buckley, 1995;
Akoh et al., 2004).

Les enzymes de la famille II peuvent agir sur une grande variété de substrats. Cette propriété est due
a un site catalytique modulable correspondant au modeéle de Koshland. L’hypothese est la possible
adaptation du site catalytique d’'une enzyme a la nature du substrat & dégrader (Koshland, 1958). Les
activités isolées des enzymes de la famille II peuvent étre du type thioestérase, protéase arylestérase ou
bien encore lysophospholipase. L’étude approfondie des enzymes composant cette famille a conduit &
proposer une sous-classification de maniére a exposer au mieux les variations de structure et de
composition des enzymes GDS(L). Cette classification tient notamment compte de différents blocs

peptidiques conservés au sein des séquences protéiques (Akoh ez al., 2004).

Les enzymes de la famille III ont une conformation d’hydrolase a/f} avec un site consensus classique.
Ces enzymes présentent par comparaison de séquence une identité de 20 % avec les phospholipases
A2 AcetylHydrolase PAF-AH (vu au paragraphe 1.3.2). Cette famille d’enzymes est également
caractérisée par ’homologie des séquences avec la lipase isolée de Strepromyces exfoliatus (30 a2 80 %

d’identité).
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La famille IV regroupe des enzymes disposant d’une similarité avec les lipases hormono-sensibles
(HSL) des mammiféres, notamment pour le domaine catalytique. Un modele a donc été proposé
pour définir les acides-aminés du site actif. Chez les mammiferes, un domaine existe en position
N-terminal ainsi qu’un module de régulation supplémentaire, montrant une évolution par rapport
aux séquences bactériennes. Depuis la classification de 1999, cette famille a pu étre plus étudiée. Il
apparait ainsi, qu'en dépit de la présence de similarités avec les lipases HSL de mammiferes, les
activités des lipases de la famille IV demeurent restreintes aux chaines courtes d'acides gras, alors que

pour le cas des enzymes de mammiferes, l'activité concerne également les esters insolubles

(Chahinian et al., 2005).

Les enzymes de la famille V appartiennent comme pour la famille IV 4 des organismes mésophiles
(Pseudomonas oleovorans, Haemophilus influenza, Acetobacter pasteurianus). Ces enzymes partagent des
similarités de séquence (20-25 %) avec des enzymes non-lipolytiques de la famille des hydrolases a/p.
Cette famille a été élargie depuis & des enzymes issues d'organismes adaptés a des hautes températures
comme Helicobacter pylori. Un gene codant une enzyme lipolytique (EstV) issue de cette bactérie a
notamment été cloné. Il a été caractérisé comme comportant de nombreuses similitudes avec des

lipases, néanmoins il dispose d’une cinétique enzymatique Michaélienne (Ruiz ez a/., 2007).

La famille VI contient des enzymes de faible poids moléculaire (23 a4 26 kDa) identifiées comme les
plus petites carboxylestérases connues. Une carboxylestérase de Pseudomonas aeruginosa dont la
structure a été établie en 2005 permet aujourd'hui d'orienter la fonction des enzymes de cette
famille. En effet, des similarités de structures et de séquences ont notamment été caractérisées avec la

thioestérase acyl protéine 1 humaine (Pesaresi and Lamba, 2005).

La famille VII comporte des carboxylestérases plus communes partageant des similarités de séquence

avec des enzymes eucaryotes (acetylcholine estérase et carboxylestérase hépatique).

La famille VIII est composée d’enzymes d’environ 380 acides aminés similaires aux béta-lactamases

de classe C. Cette derniere famille comprend également des enzymes contenant non seulement le

motif GXSXG mais également le motif SXXL.

Les approches bio-informatiques, I'augmentation des données génomiques et le développement
d’outils de clonage et d’expression permettent la caractérisation de nombreuses enzymes. De
nouvelles enzymes ont ainsi été identifiées et ont permis une mise a jour de la classification de 1999

(Hausmann and Jaeger, 2010). Cette classification a également montré la présence d’homologie avec
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des enzymes non lipolytiques et la nécessité d’une caractérisation biochimique d’une enzyme (Ali ez
al., 2012). La comparaison de séquences reste un outil important pour la prédiction de la fonction
protéique. De nouvelles séquences et de nouveaux motifs sont apparus, comme par exemple la

séquence consensus GXSXSXXG, mais 'activité lipolytique n’a pas encore été démontrée a ce jour.

Les phospholipases sont également présentes chez les bactéries. Les phospholipases A, localisées sur la
membrane externe des bactéries Gram négatives sont, par exemple, impliquées dans I'attaque de la
membrane des cellules hotes a infecter (Istivan and Coloe, 2006). Les phospholipases C sont
également impliquées dans ce type dactivité. Certaines phospholipases C hydrolysent la
phosphatidylcholine en phosphorylcholine et en diacylglycérol. D’autres dégradent des composés
comme le phosphatidylinositol ou la sphingomyéline (Korbsrisate ez al., 2007). La production de
diacylglycerol et de produits de dégradation comme l'acide arachidonique peuvent engendrer des
cascades catalytiques modifiant les mécanismes de régulation et provoquant des inflammations
cellulaires (Titball, 1993). Les phospholipases D, sont responsables de la virulence de certaines
bactéries comme Corynebacterium pseudotuberculosis ou Acinetobacter baumannii (Hodgson er al.,

1990; McKean et al., 2007; Jacobs et al., 2010).

Les champignons filamenteux et les levures

Les lipases commerciales les plus répandues sont issues des especes de champignons filamenteux tels
que Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Mucor sp. et Rhyzomucor sp.. La capacité de
production varie d’une espéce a l'autre en fonction de la composition du milieu de culture, de la
source d’azote et de carbone et en fonction du pH et de la température (Cihangir and Sarikaya,
2004). Parmi les enzymes caractérisées chez les champignons filamenteux, la famille des cutinases est
importante. Ces enzymes sont responsables d'une partie du réle pathogene de certains champignons.

Elles représentent un fort potentiel d'utilisation (Sorensen ez a/., 2007; Gaillardin, 2010).

Plusieurs especes de levures produisent des lipases d’intérét. Candida rugosa est la plus fréquemment
utilisée pour obtenir des lipases (Vakhlu and Kour, 2006). Ce microorganisme est présent dans I'eau,
les produits laitiers et le tube digestif de '’homme. Différentes espéces de Candida ont été
particulicrement étudiées afin d’obtenir différentes enzymes et fonctionnalités. Il faut notamment
retenir Candida antarctica et Candida cylindracea (Lotti et al., 1993; Pandey ez al., 1999). La plupart
des enzymes lipolytiques issues de levures sont extracellulaires, & 'exception de Candida parapsilosis
qui produit une lipase intracellulaire et de Yarrowia lipolytica qui produit des lipases a la fois intra- et

extracellulaires. Une majorité de levures synthétisent au moins une lipase, et jusqu'a une dizaine
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d’isozymes ont pu étre identifiés. Les enzymes obtenues étant extracellulaires, le procédé de
production peut étre réalisé par fermentation a I'état solide. De nombreuses études ont montré
I'importance a la fois de la technique de croissance des microorganismes producteurs, mais également
du milieu de culture. Pour Candida, Chang et al. (1994) ont montré que non seulement la méthode
de culture pouvait influencer la production de lipases, mais également agir sur la conformation de
Ienzyme (production de différentes isoformes). La composition du milieu de culture influencerait la
régulation et l'expression du geéne codant la lipase mais serait également impliqué dans les
modifications post-traductionelles. Ces différentes isoformes peuvent présenter des sélectivités, des
activités spécifiques, et des sensibilités aux inhibiteurs tres différentes. L’homologie de séquence
semble drastiquement conservée entre les différentes isozymes, mis & part pour la zone d’interaction

entre I'enzyme et le substrat (Lotti ez /., 1994).

D’autres espéces que Candida sont connues pour produire des lipases. Le genre Geotrichum produit
des lipases essentiellement extracellulaires (Tsujisaka ez al, 1973). Geotrichum candidum est une
espece assez répandue dans les sols, 'eau, I'air, les céréales et dans les produits laitiers (affinage de
certains fromages). Comme pour Candida, la levure Geotrichum candidum présente de nombreuses
isoformes d’enzymes lipolytiques. Les caractéristiques biochimiques et les spécificités vis-a-vis du

substrat dépendent également du milieu de production de 'enzyme (Stransky ez al., 2007).

La levure Trichosporon a aussi été largement étudiée pour la production de lipase. Une des especes,
Trichosporon fermentans, produit une lipase dont la quantité est fonction de la source de carbone
disponible dans le milieu. Avec une source de carbone comme 'huile d’olive, la production de lipase
est quatre fois plus importante qu’avec le glucose (Chen ez al., 1992). Cette constatation a depuis été

utilisée pour optimiser la production de lipases dans d’autres organismes (Wang ¢z /., 2008).

Les quatre types de phospholipases sont présents chez les microorganismes. Elles sont impliquées, le
plus souvent, dans des processus de modifications membranaires ou de synthése de molécules
bioactives. Certaines de ces phospholipases sont des éléments clefs dans la virulence ou le role
pathogene de leur cellule productrice. Clest le cas notamment des phospholipases des levures
pathogenes du type Candida sp.. Ibrahim ez al. (1995) ont montré que linfection par Candida
albicans induisait la mortalité de lignées cellulaires de souris. Ils ont notamment caractérisé la
présence d’une grande quantité de phospholipases extracellulaires. Dans les champignons, de
nombreuses membranes cellulaires sont constituées de phospholipides. Ces organismes peuvent

moduler la composition de leur membrane par action des phospholipases. Chez Saccharomyces
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cerevisiae, des phospholipases D sont par exemple impliquées dans la formation de la membrane lors
de la méiose ou lors de la sporulation. C’est également le cas lors de la transition dimorphique chez
Candida albicans (Rose et al., 1995; Rudge ez al., 1998; Dolan ez al., 2004). Les phospholipases A2 et
B sont retrouvées dans de nombreuses espéces de champignons dont certaines espéces pathogeénes
opportunistes comme Candida albicans. Au sein de ces organismes, les fonctions des phospholipases
peuvent autant étre physiologiques dans I'adaptation cellulaire que pathogeénes lors d’infections

fongiques (Kohler ez al., 20006).

L’activité thioestérase est également rencontrée chez les champignons et les levures. Ces organismes
ont notamment présenté les activités Acyl-CoA hydrolase, Acyl-ACP hydrolase, protein-acyl

hydrolase et glutathione hydrolase (Jones ez al., 1999; Ntamack ez a/., 2009).

1.4. Les enzymes lipolytiques de microalgues
La majorité des microalgues est dite photo-autotrophe ou autotrophe. Elles ont la capacité de
transformer I'énergie lumineuse en énergie sous forme d’ATP, permettant le stockage du CO; sous
forme de lipides et d’hydrates de carbone. De par cette caractéristique, les microalgues peuvent étre
considérées comme organismes oléagineux (National Renewable Energy Laboratory, NREL, 1998).
Les lipides peuvent représenter jusqu’a 86 % du poids total sec des microalgues. Cette proportion est
physiologique et représente généralement une réponse a des changements environnementaux
(Murphy, 2001). La présence globale de fortes teneurs en lipides laisse supposer la présence
d’enzymes lipolytiques innovantes et spécifiques au sein des microalgues (Godet ez al., 2010). A ce
jour, trés  peu d’enzymes lipolytiques ont été caractérisées chez les microalgues. Ce sous-chapitre
traitera dans un premier temps des phospholipases puis des autres activités lipolytiques détectées chez
les microalgues. Une derni¢re partie sera consacrée a la microalgue Isochrysis galbana, modele

biologique utilisé au laboratoire.

Les phospholipases

Des enzymes lipolytiques d’origine algale ont été mises en évidence. La plupart sont des
phospholipases. Bilinski ez a/. (1968) ont, par exemple, caractérisé une phospholipase C chez la
microalgue Monochrysis lutheri. L'activité de I'enzyme a été mesurée, a partir d’extraits protéiques
totaux, par hydrolyse de la phosphatidylcholine marquée au “C. La purification de cette

phospholipase C n’a cependant pu étre réalisée par manque de matériel biologique.
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Peu apres, en 1970, une phospholipase D a été identifiée et caractérisée chez la microalgue
rouge Porphyridium cruentum (aussi connue sous le nom Porphyridium purpureum). L'activité
enzymatique a été estimée a partir de lysats cellulaires obtenus par sonication (Antia ez al., 1970).
Une libération de choline montre une activité phospholipase D sur de la lécithine marquée au '“C.
Cette microalgue est actuellement commercialisée et utilisée pour ces apports en acides gras

polyinsaturés @3 (eicosapentaénoique, EPA) et 06 (eicosatétraénoique, ARA).

Chez la diatomée Thalassiosira rotula, une phospholipase A2 a été détectée. Cette enzyme est &
lorigine d’une cascade de réactions aboutissant a la libération d’acides gras. Ce phénomene est

déclenché comme réaction de défense cellulaire chimique par la microalgue (Pohnert, 2002).

La chlorophycée Chlamydomonas reinhardtii apparait comme étant la microalgue la plus étudiée, avec
7 000 articles et 150 brevets. L’assemblage de son génome n’est cependant pas encore complet.
LD’activité lipolytique chez cette microalgue a récemment été mise en évidence, notamment une
activité phospholipase. Ce modeéle a depuis longtemps été choisi pour caractériser des réponses a des
stress en milieu marin, notamment des stress de salinité. De nombreux processus entrent en jeu pour
répondre a ce type de stress. L'un d’eux est une cascade déclenchée par une activité phospholipase A2
liée 2 une activité diacylglycérol kinase. Cette activité géneére la libération d’acide lysophosphatidique
(Arisz and Munnik, 2011). Des activités lipolytiques ont aussi été observées chez Dunaliella salina
(Roessler, 1990). Elles ont été en partie caractérisées dans les membranes des organelles et une a été

identifiée comme activité phospholipase C.

Autres activités lipolytiques

Parmi les autres activités lipolytiques, une activité lipase ciblant les galactoglycérolipides a été mise en
évidence en 2012 chez C. reinhardtii. Cette activité trés spécifique permet de réguler et d’organiser la
mobilisation des réserves d’énergie lors de la défense de la cellule en cas de stress. L'utilisation de
mutants dépourvus du géne codant cette lipase, a abouti dans les mémes conditions de stress, 2 une
perte de viabilité notable (Li ez al., 2012a; Li ez al., 2012b). Le métabolisme des triglycérides a été
étudié chez C. reinhardtii. Un gene de lipase, CrLIP1, a été identifié. Il est impliqué dans ’hydrolyse
des diacylglycérols lors du retour a un taux normal d’azote dans I'environnement (Li ez 2/, 2012a).
L’activité acyltransférase a également été mise en évidence pour la production de triglycérides.
L’enzyme concernée semble de plus, réaliser 'hydrolyse d’acyles notamment sur des substrats de type
galactolipides, phospholipides et triglycérides (Yoon ez al, 2012). Dans une autre étude chez

Dunaliella salina, Einspahr er al. (1989) ont observé une activité phosphomonoestérase. Pour la
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microalgue Skeletonema costatum, la présence d’une probable activité glycolipase a été supposée
(Bergé JP, These 1996). Enfin en 2010, Treichel ez al. (2010) ont purifié et caractérisé une lipase de
la cyanobactérie Spirulina platensis.

De maniére générale, les microalgues réagissent a des modifications de leur environnement par une

modification de leur composition en acides gras (Thompson ez al., 1992).

La microalgue la plus abondante du phytoplancton, Emiliana huxleyi est une des premiéres souches
de microalgue dont le génome a été entierement séquencé (Sanchez Puerta ez 2/, 2005). Néanmoins,
a ce jour, aucune activité lipolytique n'a été caractérisée chez cette microalgue coccolithophore. Le
génome de plusieurs microalgues a été sequencé mais, mis a part pour Pheodactylum tricornutum,
aucun geéne présentant une activité lipolytique bien caractérisée n’a été cloné. Chez cette microalgue,

un gene de thioestérase a été isolé et caractérisé (Gong ez al., 2011).

Isochrysis galbana

Chez la microalgue I galbana, une activité lipolytique endogeéne a été suspectée suite a la présence
d’acides gras libres dans les lipides totaux (Poisson L, These 1999). En 2005, la mise en évidence

d’activités glycolipasiques et phospholipasiques intracellulaires ont conforté cette hypotheése (Devos

M, These 2005).

En effectuant une recherche bibliographique via la base de données PubMed

(source: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) avec des mots clés associant le terme “ Isochrysis
» <« 7’ . ’ . . » ’

galbana” et les termes “ carboxylestérase, lipase ou estérase ou enzyme lipolytique ”, les résultats sont

peu nombreux comparativement a d’autres especes. L'analyse bioinformatique de séquences annotées

a permis d’envisager la présence d’enzymes lipolytiques qui pourraient intervenir dans le métabolisme

lipidique chez 1. galbana (Godet ez al., 2010).
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1.5.Les applications industrielles des enzymes lipolytiques
Les enzymes sont des catalyseurs naturels provenant de divers organismes vivants. Elles sont
responsables d’une variété et d’'un nombre important de réactions. Par leur évidente implication dans
des processus moléculaires au niveau de la cellule, les enzymes occupent une place importante dans le
monde vivant. Les enzymes sont ainsi devenues des outils indispensables au monde industriel. La
nature des enzymes utilisées dans I'industrie est variable, mais toutefois le marché est dominé par les
enzymes a activité hydrolytique. Cette proportion représente 75 % du marché des enzymes et inclut
des carbohydrases, des protéases et plus récemment des lipases (Li ¢z /., 2012a). Les lipases sont
placées derri¢re les protéases et les carbohydrases dans le classement mondial des enzymes
commerciales et représentent actuellement 5 % de ce marché. La distribution de ces enzymes est
inégale dans les applications industrielles. Ce sont, en effet, les enzymes issues de microorganismes
qui, étant plus stables aux températures et pH industriels, sont préférées aux enzymes d’autres
origines (Dutra ez al., 2008; Griebeler ez al, 2011). Elles ont comme avantage d’étre produites
facilement et d’avoir des caractéristiques de résistance et d’activité dans des milieux et des conditions
extrémes. De plus, les lipases d’origine microbienne ne nécessitent pas forcément de co-facteurs pour
étre actives et peuvent agir sur une large gamme de substrat. Ces enzymes peuvent étre actives sous
forme immobilisée ou en solution (de Azeredo er al., 2007). Les lipases sont retrouvées dans de
nombreuses applications comme par exemple dans le recyclage ou la fabrication de papier mais

également dans la décomposition de matiere grasse sur des tissus en étant associées a des détergents.

Ces enzymes représentaient en 2010, un marché de 1 milliard de dollars et devraient représenter
environ 1,5 milliard de dollars en 2015 (Enzymes in industrial applications : Global markets, 2011).
Depuis quelques années, 'importance des enzymes lipolytiques dans les processus industriels a
significativement augmenté. Les fournisseurs dominants de ce secteur sont Novozymes®,
Amano-Enzyme, DuPont® ou encore DSM. Cette tendance et la demande qui en résulte définissent
actuellement deux stratégies: la recherche de nouvelles enzymes et 'optimisation d’enzymes

existantes.

e La recherche de nouvelles enzymes est réalisée notamment dans des milieux extrémes ou
spécifiques (pH, salinité, milieux de culture non reproductibles en laboratoire). La
métagénomique permet ainsi de caractériser des activités lipolytiques directement depuis des
échantillons de sols, de marais, ou de zone de balancement des marées. L'isolement de

l'organisme a 'origine de l'activité n'est plus nécessaire (Zhang, 2009; Gilbert ¢z al., 2011).
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e L’optimisation et la modification d’enzymes déja identifiées sont réalisées notamment par

mutagénése dirigée ou aléatoire. Clest le cas, par exemple, de la lipase A de Candida

antarctica dont le site catalytique a été modifié afin de spécialiser son action. L'activité

principale de la lipase A est alors devenue peu active sur les esters 2-phenylpropanoate mais

tres active sur ester d'intéret 2-(4-isobutylphenyl)propanoate (ibuprofen) (Sandstrom ez al.,

2012).

L.5.1.

Méthodes de production des lipases

Les études sur les lipases présentant un intérét industriel rapportent différentes méthodes de

production en fonction de I'origine de la lipase. Les lipases issues d’espéces de champignons sont plus

favorablement produites par culture en milieu solide alors que celles issues d’organismes comme les

levures ou les bactéries sont plus souvent produites par culture submergée (Dutra ez al, 2008).

Méme si certaines études continuent de décrire des productions d’enzymes dans des Erlenmeyers, il

est aujourd’hui courant d’utiliser des bioréacteurs. Le tableau 2 résume les différentes formes de

production de lipases ainsi que les configurations des bioréacteurs (Treichel ez /., 2010).

Culture submergée

Type de procédure
En discontinu (batch)

Type de bioreacteur

Agitation mécanique

Références
Gupta et al, 2007; Burkert ez al, 2005; Montesinos et al, 1997;
Potumarthi ez al., 2008; Cos et al., 2005; Alonso et al., 2005; Gordillo ez
al., 1998; Kar et al., 2008; Becker and Markl, 2000; D'Annibale et 4/,
2006; Puthli ez al., 2006; Fickers et al., 2006; Zhao et al., 2008

En discontinu (batch)

Air pulsé

Burkert ez al., 2005

En discontinu (batch)

Collonne 2 bulle

D'Annibale ez al., 2006; Ghadge ez al., 2005

En discontinu (répété)

Agitation mécanique

Benjamin and Pandley, 1997; Li ez al., 2005; Yang ez al., 2005

En batch alimenté

Agitation mécanique

Boareto et al., 2007; Montesinos et al., 1997; Gordillo et al., 1998; Cos et
al., 2005; Gordillo et al., 1998; Ito et al., 2001; Surribas et al., 2007; Kim
and Hou, 2006; Ikeda et /., 2004

En continu

Agitation mécanique

Montesinos et al., 1997,2003; Jensen et al., 2002; Gordillo et al., 1998;
Becker and Markl, 2000

Culture en milieu solide

En discontinu Lit fixe Cavaleanti ez al., 2005; Benjamin and Pandey, 2001; Diaz et al., 2006;
Martinez et al., 2008
En discontinu Plateau Mala et al., 2007

Tableau 2: Présentation des principales méthodes de production de lipases

1.5.2.

Applications dans les détergents

La majeure partie des enzymes lipolytiques obtenues a 'échelle industrielle est utilisée pour la

production de détergents. Les lipases sont ajoutées aux détergents a usage domestique ou industriel.

Elles sont présentes dans les détergents de lave-vaisselles ainsi que pour le débouchage des

canalisations. Leurs actions sont évidemment ciblées sur les résidus graisseux ; elles sont utilisées en

association avec d’autres enzymes comme les amylases ou les cellulases (Ito ez /., 1998). L'utilisation

accrue de détergents depuis l'apparition des lave-linges a eu un impact environnemental. Pour

diminuer cet impact et maintenir Uefficacité de lavage, les méthodologies se sont également orientées

vers l'ajout d’enzymes aux détergents. L’objectif étant de réduire l'usage d’agents chimiques
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difficilement éliminables et ainsi d’obtenir des produits plus respectueux de l'environnement

(Gavrilescu and Chisti, 2005).

Les enzymes lipolytiques associées aux détergents sont donc étudiées afin d’en définir et d’en
améliorer les performances (Kumar ez /., 2009). Dans le cas des lipases, elles doivent fonctionner en
présence de détergents et donc répondre A un cahier des charges: une faible sélectivité, un pH
optimum compris entre 10 et 11 et une température optimum comprise entre 30°C et 60°C. De
plus, dans les lessives, la stabilité des enzymes doit étre maintenue en dépit de la présence de
protéases et d’agents chimiques capables de provoquer leur dénaturation. Ces parameétres ont permis
de fixer des criteres pour la recherche de nouvelles enzymes lipolytiques (Bornscheuer and
Kazlauskas, 1999). De nombreux produits commerciaux ont été obtenus dont le plus connu est la
« Lipolase ™ » commercialisée par la firme Novozymes® (Danemark). Cette lipase provient de
Humicola lanuginosa (aussi appelé Thermomyces lanuginosus). Elle est produite dans Aspergillus oryzae
depuis 1994. L’année suivante, deux nouvelles lipases sont introduites sur le marché, « Lumafast™ »
produite par Pseudomonas mendocina et « Lipofast™ » produite par Pseudomonas alcaligenes. Elles sont
commercialisées par Genencor International (aujourd’hui propriété de DuPont®) (Jaeger and Reetz,

1998).

1.5.3.  Applications dans I'industrie textile et papier

Jusqu’a présent, afin de réduire la matiére grasse des peaux animales, des produits chimiques étaient
utilisés. Pour réduire leur usage et 'impact environnemental, des lipases et d’autres hydrolases
sont maintenant privilégiées (Hasan ez a/, 2006). L'usage de lipases est également observé pour

assouplir des tissus et favoriser leur teinture (Fickers ez /., 2008).

Lors de la production de papier, des résidus accompagnent généralement les principaux composants
du bois. Ces résidus sont en général hydrophobes et sont principalement des triglycérides. Leur
élimination demande I'usage de beaucoup de produits chimiques et nécessite du temps. L’utilisation
d’enzymes lipolytiques a, dans certains cas, permis d'éliminer 90 % des contaminants (Jaeger e al.,
1994). Au Japon, l'entreprise “ Nippon Paper Industries ” utilise notamment un procédé a partir de

la lipase de Candida rugosa (Jaeger and Reetz, 1998).

1.5.4.  Applications dans I'industrie agroalimentaire et laiti¢re

L’industrie des produits alimentaires a une large utilisation des enzymes lipolytiques, autant dans leur

fonction d’hydrolyse que dans leur fonction de synthése. La position, la longueur de chaine acylée

——

38

et



Chapitre I Syntheése bibliographique

tout comme le degré d’insaturation sont autant de facteurs modifiant les propriétés physiques,
nutritives ou gustatives d’un triglycéride présent dans un aliment. Les lipases peuvent modifier les
propriétés de ces lipides. Par exemple, I'acide palmitique contenu dans le beurre de cacao peut étre
remplacé par de I'acide stéarique par transestérification, ce qui permet d’augmenter le point de fusion

(Sharma et al., 2001).

Les lipases peuvent également réaliser I'interestérification, cette propriété est utilisée lors du processus
de fabrication de la margarine. D’autres aliments enrichis permettent I'apport d’acides gras
polyinsaturés (AGPI) dont les impacts positifs sur la santé sont bien connus maintenant
(anti-inflammatoire et protection contre les maladies cardio-vasculaires). La production d’aliments
enrichis peut faire appel a des enzymes lipolytiques afin d’obtenir des lipides enrichis spécifiquement
(Yamane e al., 1992). Le choix des positions peut étre fait pour que la lipase pancréatique puisse
facilement les hydrolyser et donc faciliter leur assimilation et par exemple leur role protecteur pour

I'organisme consommateur.

L’industrie agroalimentaire utilise également les enzymes lipolytiques pour dégraisser les viandes et
les chairs de poisson (Seitz, 1974; Bornscheuer and Kazlauskas, 1999). Les réactions d’hydrolyse
peuvent provoquer la libération d’acides gras volatils (chaine carbonée de moins de six carbones). Ces
acides gras volatils permettent 'obtention d’arémes et de saveurs dans de nombreux produits

alimentaires comme le vin, le saucisson, ou le thé noir (Pandey ez 4/, 1999).

De nombreux breuvages, soupes, sauces, requicrent au cours de leur fabrication différentes enzymes
dont des lipases. L’industrie laitiere est également consommatrice d’enzymes lipolytiques pour
améliorer les propriétés de ses produits. Il faut, en effet, développer a la fois les saveurs mais
également les odeurs des produits laitiers, comme les fromages. Les lipases permettent d’accélérer la
maturation des fromages et peuvent également favoriser la dégradation de crémes et des graisses
présents dans le lait (Saxena ez al., 1999). Les lipases sont également utilisées dans la production de

pains et de giteaux.

L’usages d’enzymes lipolytiques dans les industries agroalimentaires ne se limite pas a la fabrication
des produits de consommation mais peut également diminuer I'impact des unités de production sur
Penvironnement. Les déchets de ces industries contiennent souvent des lipides et des graisses et cela
peut provoquer le colmatage de canalisations. L’addition de lipases et de protéases aux effluents

permet de limiter ces phénomeénes.

——

39

et



Chapitre I Syntheése bibliographique

L.5.5. Autres applications

Les lipases peuvent étre utilisées en diagnostic médical pour quantifier les triglycérides. Cette
méthode, tres précise, libére le glycérol par I'action d'une lipase qui est ensuite quantifié par méthode
chimique ou enzymatique. Des lipases peu spécifiques sont en général utilisées pour ces dosages

(Pandey ez al., 1999).

Des lipases et d’autres enzymes lipolytiques sont également utilisées comme biomarqueurs pour
déterminer lorigine de certaines pathologies. Les micro-organismes pathogenes produisent souvent
des enzymes lipolytiques spécifiques qu’il suffit de détecter et de quantifier pour déterminer le lien
entre un micro-organisme et des symptomes (Hasan ez a2/, 2006). L’identification de la bactérie
Staphilococcus aureus peut étre réalisée sur le milieu Baird-Parker. Ce milieu contient notamment des

extraits de lécithine permettant 'action d’une lecithinase propre a S. aureus (Matos ez al., 1995).

Les enzymes lipolytiques sont par ailleurs utilisées dans I'industrie pharmaceutique, notamment pour

leurs propriétés de sélectivité. La production d’énantiomeres de molécules tres spécifiques est possible
5 5 . N . . . . Py . ,

par 'usage d’enzymes, 1 ol la production par voie chimique peut provoquer 'obtention de mélanges

racémiques inutilisables comme molécules d’intérét. Certaines molécules utilisées contre le virus du

SIDA disposant de propriétés chirales particuliéres sont produites de cette maniére (Jaeger and

Eggert, 2002). Dans le domaine cosmétique enfin, certaines fragrances de parfum sont obtenues par

l'utilisation d’enzymes lipolytiques (Pandey ez al., 1999).

1.5.6. La production des monoglycérides

Divers domaines industriels (alimentaire, cosmétique, pharmaceutique) utilisent les monoglycérides
(MG) comme émulsifiants. Les lipases ont ainsi été étudiées pour leur capacité a générer des MG.
Malheureusement, la réaction enzymatique catalysée par les lipases conduit souvent a 'obtention
d’un mélange de monoglycérides et de diglycérides (Bornscheuer, 1995). Bien que la production de
MG par la lipase de Penicillum roqueforti posséde un rendement de 90% en une seule étape de
glycérolyse, le procédé n’est pas viable d’'un point de vue économique. Par conséquent, les procédés
enzymatiques ont du mal a concurrencer les procédés chimiques utilisés actuellement. La voie

enzymatique est cependant préférée pour la synthése de MG contenant des substituants labiles.

1.5.7. Enzymes de microalgues et applications énergétiques

Actuellement, 'association du terme « microalgue » au monde industriel permet d’explorer quatre

domaines que sont |énergie, I'aquaculture, les cosmétiques et la nutrition. L’utilisation des
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microalgues comme source d’enzymes innovantes a été, durant de nombreuses années, sous-exploitée
par comparaison aux bactéries et levures. Ce sous-chapitre va se focaliser principalement sur 'usage
des microalgues dans le domaine des biocarburants qui est en vaste expansion depuis ces dernieres
années. La production de biocarburants est basée sur lutilisation des lipides. Les microalgues
représentent par rapport a leurs homologues oléagineux terrestres, un potentiel de production de
matiéres premicres de dix a trente fois supérieur par unité de surface (Cadoret and Bernard, 2008).
L’intérét des microalgues dans ce domaine peut notamment étre le recyclage du CO; et I'utilisation
de I'énergie solaire. Lors de nombreuses études, il a été démontré que le stress appliqué a certaines
especes de microalgues provoque le changement de leur composition lipidique. Ce changement de
composition est étudié pour en détecter les causes et les effecteurs, notamment d'éventuelles enzymes

lipolytiques (Franz ez al., 2013).

La composition des lipides est un parameétre important. Les recherches sont actuellement orientées
vers 'augmentation des teneurs en lipide et leur enrichissement en acides gras choisis. Cette
démarche est déja exploitée chez la bactérie Escherichia coli (Zhang et al., 2011; Zheng ez al., 2012).
Les techniques actuelles de production de biodiesel passent par une transesterification chimique en
milieu alcalin. Néanmoins, la transesterification est également une des réactions catalysées par des
lipases et elle a déja été utilisée dans d’autres procédés industriels. L'opportunité d'associer la
composition spécifique en acide gras et des enzymes lipolytiques spécifiques issues de microalgues a
donc été envisagée (Radakovits ez a/., 2010). Sur cette base, la microalgue Phaeodactylum tricornutum
a, par exemple, été transformée avec I'un de ses propres génes codant pour une thioestérase et cela a

permis d’augmenter la quantité de certains acides gras (Gong ¢z al., 2011).
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2. Caractériser une activité lipolytique par biochimie et biologie moléculaire
2.1.Préambule

Il existe de nombreuses méthodes pour mettre en évidence ou caractériser une activité lipolytique.
Dans ce chapitre, les méthodes biochimiques sont présentées dans une premicre partie. Une seconde
partie est consacrée a la prédiction de la fonction lipolytique par analyse bioinformatique. La derniere

partie s’est focalisée sur 'étude de la microalgue Isochrysis galbana.

2.2.L’approche biochimique
Expérimentalement, la recherche d’une fonction enzymatique peut-étre réalisée par I'observation de
la disparition d’un substrat ou de lapparition d’un produit. Au paragraphe 1.2.2 les modeles
permettant de quantifier 'activité lipolytique ont été décrits. La qualité de I'interface conditionne la
conformation de 'enzyme et son activité (Panaiotov and Verger, 2000). Implicitement, la mesure de
activité est donc affectée (Gargouri ez al, 1986). La qualité de linterface et le controle des
conditions expérimentales sont importants pour mettre en évidence une activité lipolytique
(notamment pour les lipases et phospholipases). Cette recherche dépend aussi de I'environnement

physico-chimique de 'enzyme. Celui-ci ne doit pas étre inhibiteur de Iactivité de 'enzyme.

2.2.1. Méthodes en milieu de culture solide

La mise en évidence d’une activité lipolytique sur gélose est une méthode usuelle pour sélectionner
un organisme produisant une telle activité. L’hydrolyse du substrat inclus dans la gélose entraine un
changement d’aspect du milieu. Les premiers substrats utilisés ont été la tributyrine ou la trioléine.
L’émulsion du triglycéride crée un aspect opaque ou trouble du milieu de culture gélosé. L’activité
lipolytique est démontrée par 'apparition de zones éclaircies résultant de 'obtention de glycérol et
d’acide butyrique ou oléique soluble dans I'eau. Ces zones (halos) apparaissent autour des colonies ou
autour d’un dép6t d’extraits cellulaires apres un certain temps d’incubation. La dimension du halo
est proportionnelle a la concentration d’enzyme présente (Thomson ez al., 1999; Singh ez al., 2006).
Il est possible d’utiliser du Tween comme substrat, c’est un composé de polyoxyéthylene—sorbitan lié
a un mono—ester dont la longueur varie (monolaurate pour le Tween 20, monooléate pour le Tween
80). Les halos d’hydrolyse, sont en présence de chlorure de calcium, opaque par formation de sels
calciques insolubles (Sierra, 1957). La distinction de zones d’hydrolyse peut parfois étre difficile pour
certains substrats. L’ajout d’indicateurs colorés est ainsi devenu courant pour le Tween, la lécithine
de soja et méme pour la trioléine. Ces colorants sont nombreux et les plus utilisés sont le bleu

Victoria, le bleu Spirit, le bleu Nil ou le bleu Nuit (Shelley ez 2/, 1987). Le changement de pH
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provoqué par la libération des acides gras provoque le virage des indicateurs. C'est la technique de
base pour détecter une activité lipolytique. L'analyse peut cependant étre biaisée car un
microorganisme en croissance peut produire des acides issus du métabolisme des sucres (Rahman ez

al., 2007).

Un autre marqueur, la Rhodamine B, peut étre ajouté pour détecter une activité lipolytique sur la
trioléine ou le Tween. La détection est alors basée sur la formation de complexes entre la Rhodamine
B et les acides gras libérés. Ces complexes sont révélés par fluorescence sous rayonnement UV a 350
nm (Samad ez al., 1989; Jette and Ziomek, 1994). Des halos oranges fluorescents sont visualisés
(Kouker and Jaeger, 1987). Il existe aussi une proportionnalité entre la dimension du halo et la

concentration d’enzyme.

Pour détecter des activités phospholipasiques, Chrisope ez a/. (1976) ont mis au point une méthode
utilisant la lécithine couplée au bleu Nil sur des milieux gélosés. Le milieu obtenu a permis de
détecter des activités phospholipase C produisant des précipités de diacylglycérols insolubles et des

activités phospholipase A produisant des zones d'éclaircissement.

Ces milieux gélosés peuvent étre également utilisés pour réaliser un zymogramme. L'originalité
provient de la séparation préalable de l'échantillon protéique par migration électrophorétique.
L'objectif est de pouvoir déceler une activité lipolytique identifiable pour une bande protéique
donnée apres séparation électrophorétique. Le transfert de I'enzyme peut étre réalisé par capillarité ou
par électro-transfert en appliquant la technique de Western blot (Sinnett ez a/, 1998; Pan ez al.,

2011).

2.2.2. Méthodes par titration

Les réactions lipolytiques libérent une quantité d’acide qui peut étre mesurée par titration. La
méthode communément appelée pH-stat est une des méthodes les plus courantes (Lingane, 1948).
L’émulsion du substrat est maintenue par agitation et par I'ajout de gomme arabique. L'ajout de
soude titrée pour maintenir un pH constant est mesuré et permet d'évaluer l'activité d'hydrolyse.
Cette méthode est suffisamment sensible pour évaluer des activités comprises entre 0,1 et 1 pmole
d’acides gras libérés par min (Jaeger er al, 1994). L'huile d'olive et la tributyrine sont utilisées
comme substrat. La caractérisation de l'activité spécifique d'une estérase de la plante Jatropha curcas

illustre cette technique (Staubmann ez 4/, 1999).
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2.2.3. Méthodes colorimétriques, turbidimétrique et fluorimétrique

Les méthodes colorimétriques utilisent essentiellement les esters de p-nitrophényle comme substrats.
L'activité de 'enzyme est déterminée par la libération de p-nitrophénol mesurée par colorimétrie a
410 nm (Winkler and Stuckmann, 1979). La variation des longueurs de chaine des différents esters
permet d’affiner la spécificité de l'enzyme. D’autres études utilisent des esters liés au B-naphtyl,
I'hydrolyse libére du B-naphtol mesurable par colorimétrie 2 560 nm (Nachlas and Blackburn,
1958). Ces substrats permettent de détecter des activités carboxyl ester hydrolase. Dans le cas d’une
activité thioestérase, ces substrats montrent des limites. Shahi ez 2/ (2006) ont notamment montré
que lutilisation de chaines carbonées greffées 2 un coenzyme A constituent une alternative. Leur
étude a montré 'hydrolyse de palmitoyl-CoA et de stearoyl-CoA mais aucune activité n’a été
détectée pour les esters de p-nitrophényle correspondants (-palmitate ou —stéarate) . Yamada ez 4.
(1998) ont pour leur part testé I'acide dithio-bis nitrobenzoique (DTNB) comme substrat. L’activité
thioestérase est mise en évidence par la libération d’acide thionitrobenzoique (TNB) dont

|'absorbance est mesurée 4 415 nm.

Il est également possible de suivre I'activité enzymatique par turbidimétrie. Les acides gras produits
par I'hydrolyse enzymatique du Tween 20 provoquent un précipité en présence de chlorure de
calcium dont l'intensité est mesurée par turbidimétrie. Cette méthode s’est révélée plus sensible que
la turbidimétrie sur esters de p-nitrophényle ou que le pH-stat avec du Tween 20 lors de la
caractérisation d’une carboxylestérase de Lysobacter enzymogen (von Tigerstrom and Stelmaschuk,

1989).

Concernant les méthodes fluorimétriques, la Rhodamine B est le principal marqueur employé.
L’interaction de la Rhodamine est possible avec de nombreux substrats et elle peut étre aisément
appliquée a grande échelle (Jette and Ziomek, 1994). D'autres complexes associant du pyrene ont
servi pour détecter des activités du type lipase ou phospholipase. Dans ce cas, une des chaines acylées
est remplacée par un résidu pyréne fluorescent. Un analogue de phospholipide est obtenu et
utilisable par fluorimétrie. Thuren ez al. (1988) ont utilisé cette méthode pour la caractérisation
d’une phospholipase A2. Une autre étude a utilisé un triglycéride naturellement composé d’un ester
fluorescent, l'acide parinarique. Cette méthode a permis la détection des activités lipolytiques
d’extraits de graines d’Arabidopsis thaliana (Beisson er al., 1999). Les principaux avantages des
méthodes fluorimétriques sont leur sensibilité pour la détection d’activités lipolytiques notamment

pour des enzymes non purifiées. La fluorescence permet d’une part 'analyse méme en présence d’un
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trouble apporté par 'échantillon (par exemple dans le cas d’extraits bruts) et d’autre part la
fluorescence offre une meilleure stabilité & des valeurs élevées de pH et de température (Wahler ez 4/,

2001; Gilham and Lehner, 2005).

2.2.4. Méthodes chromatographiques

Trois principales méthodes de chromatographie sont utilisées pour caractériser une activité
lipolytique, par l'analyse des acides gras libérés : la chromatographie sur couche mince (CCM), la
chromatographie en phase liquide & haute performance (HPLC) et enfin la chromatographie en

phase gazeuse (CPG).

Parmi ces méthodes, la plus simple & mettre en oeuvre est la CCM. L’étude de Corynebacterium acnes
a révélé une activité lipolytique par analyse de sébum en présence de la bactérie par comparaison avec
un témoin sans bactérie. Une CCM a permis de mettre en évidence la présence d’acides gras libres
résultant de l'hydrolyse partielle des triglycérides dans I'échantillon contenant les bactéries
(Townsend ez al., 1999). Une méthode utilisant des substrats radiomarqués a également permis, par
CCM, de déterminer la spécificité de la lipoprotéine-lipase (Jiang and Mannervik, 1999). Plus tard,
I'étude d'une lipase du colza (Brassica napus) a également utilisé comme substrat la trioléine
radiomarquée. L'activité lipolytique de la lipase a été démontrée par la migration et la quantification
des différents produits de dégradation par CCM (Hills and Mukherjee, 1988). Récemment, au sein
du laboratoire, les premiéres hypotheses concernant la présence d'activités lipolytiques au sein de la
microalgue Isochrysis galbana ont été émises. L'action d’un extrait protéique d’fsochrysis galbana sur
les lipides totaux de cette microalgue a provoqué I'apparition d’acides gras libres et la réduction voire

la disparition des spots correspondant a certaines classes de lipide (Devos M, These 2005).

Des méthodes HPLC ont été développées pour évaluer des activités lipolytiques. En 1989, Ergan et
André ont mesuré une activité lipasique en analysant les produits issus de 'hydrolyse enzymatique de
différentes classes de lipide. Une autre méthode a été mise en ceuvre en utilisant différents esters de
B-naphtyl. Ceux-ci, une fois hydrolysés, forment du naphtol qui a été dosé par chromatographie en

phase inverse (Maurich ez al., 1991).

La séparation et la quantification des produits d’hydrolyse de différentes enzymes lipolytiques
peuvent étre faites par CPG. La méthodologie consiste a convertir les acides gras en acides gras
méthylés pouvant alors étre dosés en CPG. Bereuter and Lorbeer (1995) ont analysé les produits

d'hydrolyse des différents triglycérides. Ils ont ainsi pu les identifier et les quantifier. Par I'utilisation
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de détecteurs plus performants, la CPG se révele plus sensible que les méthodes HPLC. Cette
différence a actuellement tendance & diminuer principalement par l'utilisation du spectrométre de
masse associé 4 la chromatographie (Beisson ez a/., 2000; Christie and Han, 2010). Mu ez al. (2000)
ont utilisé la CPG afin d'analyser |'activité de la lipase immobilisée de Rhizomucor miehei. L'activité
catalysée dans ce cas a été une activité d'interestérification, la CPG a permis de déterminer
précisément la composition des triglycérides. Récemment, la CPG a également permis d’observer
enrichissement en AGPI de fractions lipidiques caractérisant ainsi la spécificité d’hydrolyse de

différentes lipases (Rupani ez al., 2012).

La CPG peut étre utilisée pour obtenir le profil d’acides gras de lipides totaux extraits d’un
organisme. Elle peut donc caractériser I'activité in vivo de certaines enzymes lipolytiques. Cest le cas
par exemple, des thioestérases qui peuvent modifier le profil d'acides gras dans les lipides totaux
d'organismes exprimant de maniére endogéne ou hétérologue ce type d'enzyme (Zheng ez al., 2012).
La CPG a récemment permis de caractériser des thioestérases d'organismes oléagineux (plantes

terrestres et microalgues) (Zhang ez al., 2011; Chen ez al., 2012)

2.2.5. Méthodes immunologiques et radioactives

Les méthodes immunologiques ne sont généralement pas utilisées pour mesurer une activité
lipolytique mais plutdt pour quantifier ou établir la présence d'une enzyme lipolytique connue dans
un environnement biologique. Cette détection est indépendante de l'activité lipolytique, puisqu’elle
peut étre réalisée autant sur la forme active qu’inactive de l'enzyme (Beisson ez al, 2000).
L’obtention d’anticorps spécifiques de l'enzyme est réalisée en amont par une méthodologie

classique. Une fois obtenus, les anticorps sont souvent utilisés par technique ELISA et pour la

localisation cellulaire (De Caro et 4l., 1999).

Plusieurs approches utilisent des chaines d'acides gras radiomarqués. Ces techniques sont spécifiques
et tres sensibles, mais demeurent complexes 4 mettre en oeuvre et sont assez peu adaptées a l'analyse
de nombreux échantillons (Briquet-Laugier ez al, 1999). Toutefois, de par sa sensibilité, cette
méthode est particulierement adaptée et utilisée pour la détection et la caractérisation d'activité

enzymatique de thioestérases sur des acyl-CoA radiomarqués (Jha ez /., 2010; Liu ez al., 2010).

2.2.6. Autres méthodes

D'autres approches existent pour déterminer une activité lipolytique. Certaines méthodes utilisent les

particularités des lipases qui sont actives uniquement aux interfaces. La mesure de la pression de
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surface est I'un des critéres modifiés lors d'activités lipolytiques. La structure de l'interface eau/lipide
est en effet réarrangée par l'action de l'enzyme (densité et pression de surface) (Verger, 1980). Cette
technique est identifiée sous le nom de technique des films monomoléculaires. En 1995, I'association
de la technique ELISA 4 la technique des films monomoléculaires a permis de mesurer Iactivité
lipolytique de la lipase gastrique humaine et notamment l'activité spécifique a I'interface eau-lipide

(Aoubala ez 2/, 1995).

La technique de la microgoutte d’huile est une autre méthode permettant d’évaluer les propriétés de
l'interface pendant une activité lipolytique. Cette méthode permet de visualiser l'effet d'un
changement de tensions de surface. En milieux aqueux, en présence d’une activité lipolytique, la
forme de la goutelette est modifiée et visualisée (Labourdenne ez al, 1997). L'observation de
’hydrolyse par les enzymes lipolytiques sur une bicouche lipidique peut également s'effectuer par
microscopie A force atomique. Le substrat utilisé, du dipalmitoyl de phosphatidylcholine ou de

phosphatidylethanolamine est alors lié 2 du mica (Beisson ¢z a/., 2000; Balashev ez 2/, 2001).

L'ensemble de ces techniques permet de détecter une activité lipolytique aussi bien pour une enzyme
connue que dans le cas d'une enzyme a caractériser. Actuellement, la méthode de référence est le
pH-stat. Cependant, cette méthode n'est pas facilement adaptable lors de tests multiples ou de
balayage a haut débit (Mateos-Diaz ez al., 2012). Les approches moléculaires et le développement des
études de métagénomique augmentent les conditions et le nombre d’échantillons a tester. Le choix
d’une méthode est donc focalisé sur la possibilité de tester un grand nombre d’échantillons tout en
conservant le méme degré de sensibilité. Les méthodes fluorimétriques et colorimétriques couplées

aux plaques multi-puits sont actuellement développées en ce sens (Reyes-Duarte ez al., 2012).

2.3.L'approche bioinformatique : génes, domaines, motifs et séquences consensus
des enzymes lipolytiques

Le développement des techniques de séquencage et des bases de données a abouti a la création de
nombreux programmes d'annotations et de séquencgage pour 'ensemble du monde vivant. Les
annotations de génomes, ainsi que les séquengages complets du génome de certaines especes ont servi
au développement de banques de données et d’approches bioinformatiques. Les résultats de ces
développements ont permis d’optimiser le clonage et la caractérisation de génes pouvant coder pour

une activité lipolytique.
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2.3.1. Les bases de données

Pour pouvoir reconnaitre la fonction lipolytique au sein d'une protéine, il faut tout d'abord définir
les domaines spécifiques de cette fonction. Des bases de données « généralistes » permettent d'aligner
les séquences protéiques sans restriction de maniére a orienter la démarche de recherche. En général,
les premiers alignements de la séquence protéique sont réalisés sur des bases de données, comme
cellesde la  SwissProt/UniprotKB  (Bairoch and Apweiler, 2000) ou du NCBI/RefSeq
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Dans la majorité des cas, ces bases de données disposent d'outils intégrés

permettant I'annotation de domaines.

Le motif le plus retrouvé pour les enzymes lipolytiques est le pentapeptide GXSXG contenant la
sérine du site catalytique. Ce pentapeptide a permis de classer les premicres lipases et
carboxylestérases dans des bases spécifiques. Au fur et & mesure, de nouveaux motifs sont apparus
définissant de nouvelles familles d'enzymes lipolytiques comme vu au paragraphe 1.3.3. Il est
possible d’aligner une séquence contre ces bases de données spécifiques. Les séquences protéiques y
sont classées en fonction de leur origine, ou en fonction de leur activité type ou encore de la

conformation de certains domaines peptidiques.

Lipase Engineering Database (LED)

La LED est une base de données spécifique des enzymes lipolytiques. Le classement s'effectue en
différentes familles sur la base d’homologies de séquences établies a partir d’alignements multiples
globaux. La LED constitue un instrument d’analyse des relations existant entre les séquences, les

structures et les fonctions des lipases, carboxylestérases et protéines proches (Pleiss ez a/., 2000).

En 2004, la LED rassemblait 3148 séquences correspondant a 2313 protéines dont 35 % de
protéines hypothétiques et moins de 5 % de protéines structurellement caractérisées (Fisher, 2004).
Aujourd’hui, la LED dénombre 24783 séquences pour 18585 protéines soit presque 75 % de
protéines hypothétiques et environ 4,5% de protéines structuralement caractérisées. Les séquences
sont hierarchisées en trois niveaux : la séquence elle-méme, la famille d’homologues et la
superfamille. Les familles d’homologues présentent, entre elles, un faible mais significatif degré de
similitude, elles ont été regroupées en 38 superfamilles. Toutes les séquences montrant un haut degré
de similitude ont été classées en 112 familles d’homologues. Les superfamilles ne présentent pas de
similarités de séquences significatives entre elles (Fischer, 2003). Les protéines ont également été

réparties en trois classes, GX, GGGX et Y, selon la séquence et la structure du puits oxyanionique

(Pleiss et al., 2000) (Tableau 3).
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Structures
Classe ~ Superfamilles  Familles  Séquences | Protéines Particularités Exemples
tridimensionnelles
Le résidu X a origine Lipases de bactéries et
du puits oxyanionique champignon, lipase
27 82 14905 11402 610 est conservé et toujours hépatique, pancréatique,
GX précédé d’une glycine G. | gastrique,

lipoprotéine-lipase, lipases
acides lysosomales.

Le résidu X est un acide | Carboxylestérases, lipases

aminé hydrophobe placé | activées par des sels biliaires,

GGGX 6 22 7325 5278 282 a la suite d’'un motif bien | lipases

conservé GGG. hormono-dépendantes,
acétylcholinestérases et des
thioestérases.

Le puits oxyanionique

est formé par le groupe

Y 5 8 2553 1905 225 hydroxyle de la tyrosine, Lipases de Candida sp.
résidu hautement
conservé.

Tableau 3: Données générales de la banque de données LED

Microbial Esterase et Lipase Database (MELDB)

La MELDB est une base de données spécifique des lipases et des carboxylestérases microbiennes.
Cette classification utilise les relations entre les propriétés biochimiques et les régions fonctionnelles
conservées. Dans cette étude, les enzymes ont été classées d’aprés des alignements locaux sur les
régions conservées. Ces régions ont été divisées en deux groupes, les domaines connus et les régions
conservées de fonction inconnue. Cette approche differe de celles qui, traditionnellement, se fondent
sur des alignements globaux et des calculs de distance. Elle permet de réduire les méprises dues aux
mauvais alignements de régions éloignées ou différentes. La MELDB recense 883 carboxylestérases et
lipases, réparties respectivement en 20 et 30 familles. Les groupes générés par la MELDB
correspondent globalement a ceux de la LED. Toutefois, des différences significatives ont été
observées dans la composition des sous-groupes. Les lipases issues de différentes especes de Bacillus
sp. se retrouvent ainsi séparées dans deux sous-groupes de la MELDB. De la méme maniére, des
lipases issues de Moraxella sp. se retrouvent en deux sous-groupes dont 'un est composé de lipases

issues de bactéries pathogenes (Kang ez 4/, 2000).
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ESTerases and alphalbeta Hydrolase Enzymes and Relatives (ESTHER)

Cette base de données, créée en 1996, est dédiée aux enzymes avec un mode de repliement de type
hydrolase a/f (Cousin ez al., 1996). Elle est composée de 4 groupes C, H, L et X pour 34504
séquences. Ces 4 groupes représentent 86 super-familles composées de 155 familles d’enzymes.
L’organisation de ces groupes est dépendante des similarités de séquence. Elle est basée sur des
informations biologiques et s’est constituée par rapport aux familles de protéines issues de bases de
données externes (Pfam, Interpro, Uniprot). Cette base de données regroupe le maximum de
données concernant les séquences protéiques d'ester hydrolases ayant une cystéine ou une sérine
comme résidu nucléophile dans le site catalytique. Le groupe C représentant 17 % de cette base de
données intégre notamment majoritairement les carboxylestérases. Le groupe H inclue les lipases
hormono-sensibles et le groupe L inclue la majorité des autres lipases. Ces deux groupes représentent
7,5 % de 'ensemble de la base de données. Enfin, le groupe X est majoritaire avec 75,5 %, il integre
notamment les cutinases et thioestérases mais également de nombreuses hydrolases o/ qui non

caractérisées (Lenfant ez al., 2013).

Thioester-active Enzymes (ThYme)

Cette base de données est dédiée aux enzymes impliquées dans la synthése d'acides gras et de
polyketides, notamment & partir de substrats contenant une liaison thioester. Les polyketides
représentent un groupe de composés tres diversifiés dont l'architecture de base est une chaine acylée
(Chan et al., 2009). La base de données ThYme est composée de 23 familles dont 8 seulement sont
des hydrolases a/f. Dans ces familles, la principale fonction retrouvée est Acyl-ACP hydrolase. Cette

base de données a été en partie présentée au paragraphe 1.2.3.

Autres bases de données

Afin de compléter les sources utilisées lors d’un travail d'alignement, d’autres ressources sont
utilisées. Il s’agit de la Protein Data Bank (PDB) pour les structures de protéines
(http://www.rcsb.org/) et de Pfam une banque de données constituée de familles de protéines
obtenues par alignement de séquences (http://pfam.sanger.ac.uk/). Une dernie¢re base de
données, Prosite, est désignée pour la recherche de fonctions. Les domaines et motifs conservés au
sein des protéines y sont définis (http://prosite.expasy.org/). Le tableau 4 présente quelques exemples

de motifs correspondant a des enzymes lipolytiques.
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Type Numéro

Motifs Description

Enzymatique d'acces

Acides aminés retrouvés en amont
du site catalytique chez les Carboxylestérase PS00122
carboxylestérases

F-[GR]-G-X(4)-[LIVM]-X-[LIV]-X-G-X-S-[STAG]-G
S est lu sérine active dans le site catalytique

Acides aminés retrouvés en amont

[EDA]-[DG]-C-L-[YTF]-[LIVT]-[DNS]-[LIV]-[LIVFYW]-X-[PQR]

o . N . du site catalytique chez les Carboxylestérase PS00941
C est une cystéine impliquée dans la formation d’un pont disulfure carboxylestérases
[LIV]-[KG]-[LIVFY]-[LIVMST]-G-[HYWV]-S-[YAG]-G-[GSTAC] Acides aminés retrouvés dans les X
. . . . . . Lipase PS00120
S est lu sérine active dans le site catalytique lipases a sérine
[LIVMFYAG](4)-G-D-S-[LIVM]-X(1,2)-[TAG]-G Acides aminés retrouvés dans les .
s . . . . " " Lipase PS01098
S est lu sérine active dans le site caralytique lipases de type "G-D-S-L

(LIVME](2)-X-[LIVMF]-H-G(2)-[SAG]-[FYW]-X(3)-[STDN]-X(1,2 | Acides aminés retrouvés dans les

enzymes lipolytiques de motif

)-[STYA]-[HAGFT] N N Lipase PS01173
La premiére histidien peut appartenir au site catalytique G-D-X-G" comprenant une
histidine
Acides aminés retrouvés dans les
[LIVM]-X-[LIVMF]-[SA]-G-D-S-[CAS]-G-[GA]-X-[LI]-[CAVT] enzymes lipolytiques de motif .
. . . . " " Lipase PS01174
S est la serine pouvant appartenir au site catalytique G-D-X-G" comprenant une
sérine
[LIVMA]-C-[LIVMFYWPCST]-C-D-[GS]-[G]-[N]-X-[QS]-C Acides aminés retrouvés dans le Phospholipase PS00119
D est l'acide aspartique dans le site catalytique site actif de Phospholipases A2 PROUP
C-C-[P]-X-H-[LGY]-X-C Acides aminés retrouvés dans le .
H est Uhistidine dans le site catalytique site actif de Phospholipases A2 Phospholipase PSo0118
Acides aminés correspondant au
H-X-K-X(4)-D-X(6)-G-S-X-N motif "HKD' retrouvés dans les Phospholipase PS50035
Phospholipases D
P-X-[STA] _Xj ['LIVJ-[‘IVT} -X- [G'S]—G—Y—S‘—[QL]—G {ques. aminés ret.rouves (\ians.le Cutinase PS00155
S est lu sérine active dans le site catalytique site actif de la Cutinase 1 i serine
C-X(3)-D-X-[IV]-C-X-G-[GST]-X(2)-[LIVM]-X(2,3)-H Acides aminés retrouvés dans le Cutinase PS00931
D et H sont des résidus du site actif site actif de la Cutinase 2

Tableau 4: Quelques motifs retrouvés dans les enzymes lipolytiques 2 travers la base de données ProSite
Le motif GXSXG classiquement retrouvé chez les enzymes lipolytiques est illustré dans les numéros
d’accession PS00122 et PS00120 (en gris). Il existe une variabilit¢ pour la composition non
seulement du pentapeptide mais également des séquences bordantes du site actif. Le motif AXSXG
est retrouvé dans les lipases de Bacillus subtilis (Soliman e al., 2007), ce motif devient TXSXG dans
le cas de la lipase de Candida antarctica (Pleiss et al., 2000). Enfin pour certaines carboxylestérases, le

motif peut étre GXSQG voire GSSQG (Vincent ez al., 2003; Souleyre ez al., 2011).

2.3.2. Identification d'enzymes lipolytiques par homologie de séquences

Les séquences a identifier sont généralement issues de séquences génomiques ou de séquences
exprimées (EST). La fonction & associer a une nouvelle séquence est identifiée en comparant la
séquence a I'ensemble des séquences présentes dans une base de données. Si une fonction précise
n’est pas identifiée, 'appartenance a une classe d’enzymes peut étre recherchée par comparaison a des
motifs protéiques de fonctions connues. Dans le cas des enzymes lipolytiques, la grande variation des
criteres d’identification peut rendre particulierement difficile voire erronée cette identification. De
plus, certaines enzymes lipolytiques peuvent avoir été identifiées dans plusieurs familles ou classes

enzymatiques (Alvarez-Macarie ez al., 1999).
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La premiere méthodologie consistant & comparer la séquence candidate a celles présentes dans des
bases de données est réalisée par le biais d’'un alignement local ou BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul ez al, 1990). Ce logiciel en ligne est accessible a [Dadresse
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Une valeur E est calculée permettant d’évaluer la
probabilité que l'alignement soit le fruit du hasard et son éventualité biologique. Plus la valeur E est
proche de zéro, plus le résultat de la comparaison est pertinent. Le niveau d’analyse peut également se

situer du point de vue de la structure secondaire ou de la structure tertiaire.

La seconde méthodologie consiste a rechercher les motifs protéiques d’une fonction donnée (base de
données ProSite). La prédiction se réalise sur la base de comparaisons et de maximum de proximité
entre deux séquences. Ce sont ces enchainements de motifs protéiques ou leur emplacement dans la

structure qui ont permis une classification récente des thioestérases (Cantu ez 2/, 2010).

2.4.Identification et caractérisation d’une fonction lipolytique chez Isochrysis

galbana
2.4.1. Indices biochimiques

Actuellement, la recherche d'une activité enzymatique d'intérét se fait selon deux principales
stratégies. Soit elle est caractérisée directement depuis I'organisme modéle, soit il faut cloner le géne
et produire l'enzyme dans un autre organisme. Lorsque la culture est réalisable, il est également
possible d’obtenir de premiéres informations biochimiques sur activité enzymatique avant un
éventuel clonage. Dans le cas de notre organisme modele, la microalgue Isochrysis galbana, une
précédente étude au laboratoire consacrée a la composition des lipides totaux a révélé la présence
d’acides gras libres (Poisson L, These 1999). Des activités lipolytiques endogenes ont donc été
supposées. Lors d’une autre étude, la présence d’activités intracellulaires plus précises, glycolipasiques
et phospholipasiques a été supposée (Devos M, These 2005). Enfin, c’est en réalisant I'interaction
entre un extrait protéique et un extrait lipidique total issus d’L. galbana que 'analyse par CCM a
confirmé le travail de 2005. La figure 14 permet de distinguer au moins deux activités. Tout d’abord,
les phospholipides et phosphatidylcholines sont partiellement hydrolysés montrant une éventuelle
activit¢é  phospholipase. Les glycolipides sont également hydrolysés, notamment les
digalactosyldiglycérides laissant alors supposer une activité galactolipasique. Une approche
moléculaire et bioinformatique a été entreprise pour identifier les génes pouvant coder pour ces
activités lipolytiques chez Isochrysis galbana. Cette démarche est venue compléter les résultats obtenus

par la méthode biochimique (Godet ez 2/, 2010).
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Figure 14: Chromatographie sur couche mince des lipides totaux d’fsochrysis galbana pour la mise en évidence de
Pactivité lipolytique endogéne (Godet S, Thése 2008).

Dépét 1: Echantillon témoin, ébouillanté avant incubation & 40 °C pendant 24 heures. Dépbts 2 et 3 :
Echantillons non ébouillantés, incubés & 40 °C pendant 24 heures d’agitation.

2.4.2. Les génes d’Isochrysis galbana appartenant au métabolisme lipidique
Isochrysis galbana est une microalgue riche en AGPI notamment 'acide docosahexa¢noique (DHA).
Les études de caractérisation de génes se sont principalement portées sur les enzymes impliquées dans
la synthése de ces AGPI d’intéret. La biosynthése de ces acides gras est assurée par différentes
enzymes appartenant au métabolisme lipidique, notamment les élongases et les désaturases comme le
montre la figure 15. Qi ez al. (2002), ont produit par expression hétérologue une élongase IgASEI
fonctionnelle dans la levure. En absence de données génomiques, l'obtention de I'ADN
complémentaire a Porigine du clonage a été réalisée avec des amorces dégénérées ciblant le site
catalytique de I'élongase. L’expression de cette enzyme a permis I'obtention d’acide linoléique
(C18:2n-6, A9,12) et de l'acide a-linolénique (C18:3n-3, A9,12,15) dans la levure. Dans la figure
15 cette enzyme est notée « A9 elo ». Dans une autre étude, Pereira ez al. (2004) ont isolé le géne
codant une désaturase la A4-desaturase. Ils ont réalisé une librairie ADN complémentaires qu’ils
ont séquencé. Ils ont détecté la présence d’un motif consensus appelé « His-box » identifiant la

désaturase annotée IgD4 puis [gFAD4-1 .1’enzyme est notée « A4 des » dans la figure 15.
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Figure 15: Voie de synthése supposée pour les AGPIs dans les microalgues (Shi ez /., 2012).
« elo » est un acronyme pour elongase, « des » est celui pour désaturase.

Plus récemment, trois enzymes ont été caractérisées par clonage depuis /. galbana. Tout d’abord, une
nouvelle élongase a été exprimée dans la levure S. cerevisiae. La séquence codante de cette enzyme
identifiée [gASE2 montre 83 % de similarité avec la séquence codante 4’ IgASEI. La co-expression
avec une désaturase du protiste Euglena gracilis a permis de reconstituer une des voix de synthese des

acides gras polyinsaturés (Li ez al., 2011).

Le second gene isolé est celui d’une désaturase. Sa séquence codante semble correspondre & une
désaturase, la séquence protéique correspondante présente plus de 78 % d’identité avec la désaturase
préalablement décrite par Pereira ez al. (2004). Cette nouvelle désaturase, appelée IgFAD4-2 semble
présenter des caractéristiques nettement plus intéressantes avec un taux de conversion depuis I'acide
docosapentaénoique (DPA) (C22:5 A7, 10, 13, 16, 19) vers 'EPA supérieur de 37 % a celui observé
avec [gFAD4-1. L’expression et la caractérisation ont été réalisées chez S. cerevisiae (Shi er al., 2012).
Enfin, une étude chinoise a permis de caractériser une autre désaturase d’Isochrysis galbana
intervenant dans la voie de conversion de 'acide dihomogammalinoléique (DGLA) (C20:3 A8, 11,
14 ) en acide arachidonique (AA) ( C20:4 A5, 8, 11, 14). Cette enzyme a été définie et notée IgD5
(Sun ez al., 2012).

Concernant les enzymes lipolytiques d'. galbana, deux études ont été réalisées au laboratoire. Une

base de données de séquences exprimées annotées (EST) établie pour cette microalgue a été utilisée
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(O'Brien et al., 2007). Cette base de données contient un ensemble de transcrits incomplets.
L’intégrité des transcrits et la composition des génes originaux restent a caractériser. Les signaux de
début et de fin de traduction sont absents la plupart du temps. Cette base de données contient une
préannotation permettant de sélectionner les séquences par rapport a la fonction enzymatique
supposée. Pour lactivité lipolytique, le travail développé au laboratoire a permis d’identifier dix
séquences codantes dont les clusters correspondants sont présentés dans le tableau 5. Cinq genes,
pouvant correspondre A des génes de lipases, de carboxylestérases ou de phospholipases, ont été
sélectionnés et sont indexés dans les clusters ISLO0001076, ISL00001844, ISL0006895,
ISL00007519 et ISLO0008005 en grisé dans le tableau 5.

Annotations

Nombre d’EST Taille Codon Codon start + codon Isolé et cloné
Numéro de cluster

par cluster (pb) stop stop en amont au laboratoire
ISL00000940 2 655 Non Non Non Esterase/lipase/thiocster
ase-like
ISL00001076 3 679 Oui Non Oui Phospholipase/Carboxy
lesterase
ISL00001844 1 533 Non Non Oui Lipase putative
ISL00002069 1 319 Oui Non Non Homologue
lysophospholipase
Esterase/lipase/thioester
ISL00002977 1 440 Non Non Non .
ase-like
ISL00003195 2 484 Non Non Non Homologue
phospholipase C
ISL00003782 1 413 Non Non Non Lysophospholipase
ISL00006895 1 350 Non Non Oui Lysophospholipase
ISL00007519 1 732 Non Non Oui Carboxylesterase
ISL00008005 1 577 Non Non Oui ACP-Thioesterase

Tableau 5: Annotations des séquences présentes dans la base de données ’EST d’/. galbana.

En 2010, par des techniques de RACE/nested-PCR, les extrémités d’une séquence codante indexée
au cluster ISL00008005 ont été déterminées. La séquence protéique correspondante a été déduite.
L’analyse de séquence a révélé de nombreuses similarités avec des carboxylesterases identifiées
notamment chez '’homme et la souris. Le gene candidat a alors été identifié [gEST1. La position de
la sérine pouvant étre impliquée dans le site actif correspond a celle identifiée dans d’autres
carboxylestérases. La séquence protéique comporte également de la position 166 & 170 une séquence
GXSXG qui est retrouvée dans la majorité des hydrolases a sérine. Parmi les enzymes qui se
retrouvent alignées avec IgEstl, il est possible de trouver la lysophospholipase I de la souris Mus
musculus, une carboxylesterase de la plante Arabidopsis thaliana ou bien encore une phospholipase de
la diatomée Thalassiosira pseudonana. La modélisation de ce géne a montré des similitudes avec une

acyl proteine thioestérase humaine, permettant notamment d’identifier par simulation de structure
y
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les acides aminés pouvant constituer la triade catalytique (Godet ez 2/, 2010). En utilisant la méme

démarche, il a été possible de caractériser un autre géne, IgFsz2, indexé par le cluster ISL00001076.

En 2012, une autre séquence codante indexée dans la base de donnée par le cluster ISL00001844 a
été identifiée. L'analyse de séquence a montré ’homologie de séquence avec des lipases et notamment
une séquence de lipase non caractérisée provenant d’Emiliana huxleyi (39% d’identité) et une
séquence de lipase du protozoaire Trypanosoma cruzi (18% d’identité). L'analyse de la séquence a
permis I'identification des codons initiateur et terminateur et I'obtention de la séquence codante
IgLip. Cette séquence a également été analysée pour détecter des motifs conservés. Une séquence en
particulier a permis de bien identifier des motifs conservés dans IgLip, C’est la séquence d’une lipase
de Rhizomucor miehei (Derewenda ez al., 1992). L'analyse a permis I'identification des acides aminés
impliqués dans la constitution du site catalytique et confirmé le positionnement du pentapeptide
GXSXG entre les positions 196 a 200. De plus, la comparaison avec la lipase de R. miebei a permis

d’observer un volet amphiphile partiellement conservé (Godet ez al., 2012).

Plus récemment, deux genes correspondants aux clusters ISL00006895 et ISLO0007519 ont
également été caractérisés. Ces deux geénes ont été analysés et les résultats des études
bio-informatiques ont révélé de nombreuses similitudes avec différentes classes d’enzymes

lipolytiques connues.

——

56

et



Chapitre I Syntheése bibliographique

3. Systémes hétérologues et expression d’enzymes lipolytiques recombinantes
3.1.Préambule

Ce sous-chapitre présente l'expression hétérologue de protéines recombinantes dans les organismes
procaryotes (Escherichia coli, Bacillus subtilis), les levures (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris,
Yarrowia lipolytica), les cellules d’insectes et les cellules de mammiferes. Il existe d’autres organismes
de production dont la connaissance et I'utilisation sont moins développées et se limitent parfois & un
ou quelques laboratoires. Aprés une description des principaux hotes, les différents vecteurs
d’expression sont présentés. Enfin, la derni¢re partie est consacrée a la production d’enzymes

lipolytiques.

3.2.La production hétérologue de protéines
3.2.1. Héte procaryote : Escherichia coli
Généralités
Le génie génétique a permis 4 partir des années 70 la programmation d’une cellule pour produire des
protéines d’intérét. Les premicres expressions hétérologues ont été réalisées dans la bactérie 2 Gram
négative E. coli. L'expression de la somatostatine humaine reste un exemple classique dans
l'utilisation de cette bactérie pour I'expression hétérologue (Itakura ez 2/, 1977). Au début des années
80, I'insuline humaine a été a son tour produite (Riggs, 1981). Cette bactérie présente plusieurs
avantages. Elle posseéde un faible temps de génération (environ 25 min) et le milieu de culture est de
composition simple, peu coliteux sans antibiotique. E. coli est néanmoins passé de la position d'outil
incontournable pour I'expression de protéines, a un outil montrant certaines limites notamment

pour les modifications post-traductionelles.

Méthodes de production avec Escherichia coli

Trois méthodes majeures sont utilisées pour la production de protéines recombinantes chez E. coli :
e Expression en protéine de fusion

Le géne d’intérét est fusionné avec une séquence codant une « étiquette » protéique. Celle-ci
permettra I'isolement, Iidentification, la visualisation ou encore la solubilisation de la protéine
recombinante. L’étiquette protéique peut étre, par exemple, une protéine fluorescente permettant la
visualisation ou bien un peptide spécifique facilitant la purification ou la solubilisation de la protéine

recombinante (Snapp, 2005; Esposito and Chatterjee, 20006).
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e Expression périplasmique

La protéine peut étre sécrétée dans I'espace périplasmique de la bactérie grice a la présence d’un
peptide signal. L’intérét de cette technique est de limiter 'impact de 'environnement intracellulaire
sur la protéine produite, comme par exemple la dégradation par des protéases intracellulaires.
L’expression périplasmique permet également de simplifier les méthodes d’isolement de la protéine
produite car celle-ci ne se retrouve pas en interaction avec les résidus de lyses cellulaires. Le risque de
contamination par les protéines endogénes ou de dégradation par les processus de cassage mécanique
est également réduit. Dans certains cas, la formation des ponts disulfures est favorisée car 'espace
periplasmique est un environnement oxydant (Schlegel ez 2/, 2013). Toutefois si I'expression dans le
périplasme est régulierement rapportée elle n’est pas simple. En effet, la protéine exprimée possédant
un peptide signal peut se réveler toxique pour la bactérie. L'expression a I'extérieur de la bactérie n’est

pas possible chez E. coli (Terpe, 2006; Azaman ez al., 2010).

. Je .
e Expression en corps d’inclusion

La surproduction de protéines hétérologues peut entrainer la formation de corps d’inclusion, un des
biais de la production de protéines dans E. coli. Ce phénomene est multifactoriel et varie d’une
protéine produite a4 une autre. Le mécanisme n’est pas bien connu mais il semblerait que la
production de la protéine recombinante soit trop rapide (a cause du temps de génération d'E. coli)
empéchant ainsi la protéine de prendre une conformation identique a sa forme native. Une protéine
mal ou peu repliée laisse des sites d’interactions inter-protéiques accessibles. Ces sites peuvent amener
a une aggrégation des protéines entre elles. La formation de ces corps d’inclusion protége néanmoins
des enzymes de dégradation telles que les protéases (Tailor ez a/., 2004). Si ce mode de production est
privilégié, il faut apres purification resolubiliser la protéine et la rendre active par différents
traitements biochimiques (Akbari ez 4/, 2010). Cette méthode chronophage est donc plus cotteuse.
Dans certains cas, cette méthode est devenue une stratégie de production de protéines ou d’enzymes

d’intérét (Garcia-Fruités ez al., 2012).

Ces trois méthodes sont retrouvées inégalement dans la littérature. La production cytoplasmique sous
forme ou non de protéine de fusion est en effet plus largement utilisée car elle permet d’obtenir une

quantité plus importante de protéine recombinante (Terpe, 2000).
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Effets de la température et molécules chaperonnes

La production d’une protéine de maniere hétérologue génére un stress au niveau de la bactérie. Ce
stress provoque différents phénomeénes menant dans la majorité des cas a la production de « protéines
de réaction au choc», plus communément appelées «Heat-Schock Protein» (HSP) (Ortelli ez al.,
2003). Ce stress peut se traduire par la production de protéases dégradant la protéine produite. Ce
phénomene peut également déstabiliser les plasmides porteurs du géne a exprimer. Le cycle de
croissance cellulaire peut étre altéré menant parfois a la lyse cellulaire. Globalement, la bactérie met
en place, lors de la production hétérologue, une accélération des processus moléculaires et une
modification du métabolisme. Ce sont des mécanismes de défense observés dans la bactérie lors de
changements d’environnement (Gill ez 4/, 2000). Afin de diminuer ces effets, il est possible de
moduler la température du milieu de culture au moment de l'induction et pendant la période de
production. La température optimum pour la croissance d’E. coli étant de 37 °C, 'abaissement de
cette température permet de ralentir le métabolisme cellulaire de la bactérie. La plupart des
températures d’expression de protéines dans E. coli sont comprises entre 15 et 30 °C (Lawyer ez al.,
1989). Ce ralentissement favorise une diminution du taux de transcription et de la méme maniére du
taux de traduction permettant a la protéine un meilleur repliement sous forme native (Ruschak ez 4/,
2013). Le changement de température de la culture impose une adaptation du temps de culture
(Tableau 6). Récemment, Song ez al. (2012) ont testé des températures comprises entre 5 a 10 °C et
ont ainsi obtenu des protéines recombinantes en diminuant nettement la proportion de corps

d’inclusion produits au cours de I'expression.

Température d’incubation (°C) Temps d’incubation (heures)
8 24-72
15 16-24
20 12-16
25 6-12
30 5-6
37 3-4

Tableau 6: Adaptation du temps d’incubation en fonction de la température de culture (Terpe, 2006)
L’utilisation de molécules chaperonnes est également un moyen d’optimiser la production. En effet,
les protéines chaperonnes permettent de faciliter le repliement de la chaine polypeptidique et d’éviter
la formation de corps d’inclusion (Young e al., 2004). Les protéines chaperonnes sont souvent a
coexprimer avec la protéine d’intérét, ce qui peut engendrer des difficultés. D’une part, lorsque la

coexpression est réalisée a partir d'un seul plasmide, le ratio entre les deux protéines est alors
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difficilement modulable. D’autre part, si la coexpression est réalisée a partir de vecteurs différents,
leur maintien dans la cellule hote impose des contraintes telles que le temps de culture ou la
composition du milieu de culture (Makrides, 1996). L’efficacité des protéines chaperonnes semble
dépendante de la protéine d’intérét. La méthode la plus efficace consiste donc en I'obtention 2 la fois
de la protéine et de sa chaperonne issue d’un méme organisme (Stephens ez 2/, 2011). Dans certains
cas plusieurs protéines chaperonnes sont nécessaires. Elles fonctionnent souvent en réseau de
protéines. Ce modéle est néanmoins difficile a reproduire par expression hétérologue. La

coexpression de chaperonnes pour chaque nouveau géne candidat est donc a tester.

Enfin, la fonction de la protéine chaperonne peut évoluer en fonction de la température. Spiess ez 4.
(1999) ont montré, qu'a faible température, une amylase d’E. coli est produite en présence de la
protéine chaperonne DegP qui favorise son repliement. Pour des températures plus élevées, 'amylase
adopte une conformation inactive et la protéine chaperonne exerce alors une activité protéolytique

sur 'amylase. La protéine chaperonne modifie donc son activité en fonction de la température.

Utilisation de protéines de fusion et problématique des ponts disulfures

Le développement de plasmides permettant d’ajouter des étiquettes aux protéines produites a été une
évolution majeure pour faciliter 'obtention de protéines recombinantes sous forme soluble.
Certaines étiquettes permettent également la détection et/ou la purification de la protéine. L’ajout
d’étiquettes peut étre réalisé autant a lextrémité C-terminal qu’a l'extrémité N-terminal de la
protéine, voire aux deux (Arnau ez al, 2006). Les étiquettes Glutathion S Transférase (GST),
thioredoxin (#7x), Maltose Binding Protein (MBP) et Small Ubiquitin MOdifier (SUMO)
permettent une meilleure solubilité des protéines recombinantes. Les étiquettes GST et MBP sont les
plus couramment utilisées car elles ont I'avantage a la fois d’augmenter la solubilité mais également
de permettre la purification par affinité. Cependant, I'ajout d’une étiquette n’est pas applicable a
toutes les protéines. Cette méthode peut en effet, rendre indisponible le site actif ou empécher le bon
repliement de la protéine, enfin elle peut également modifier le point isoélectrique. Freydank ez al.
(2008) ont montré que la présence d’une étiquette de six résidus histidine en C-terminal a rendu le
site actif de 'enzyme inaccessible. L’activité a été par contre retrouvée quand I'étiquette a été placée
en région N-terminal. Il est possible, dans certains cas de cliver I'étiquette une fois la protéine
produite. Cette étape est utile dans le cas de tests d’activité in vitro pour observer par exemple

Pinfluence de I'étiquette. Pryor and Leiting (1997) ont montré que la vitesse de la réaction de clivage
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pouvait augmenter si 'étiquette était éloignée de son site de clivage en ajoutant par exemple une

séquence poly-histidine.

Les ponts disulfures, présents a la fois dans les protéines eucaryotes et dans les protéines procaryotes,
sont retrouvés en plus grande quantité dans les protéines extracellulaires. La formation des ponts
disulfure au sein d’E. coli s’effectue majoritairement dans 'espace périplasmique (Andersen ez al.,
1997). En effet, dans lespace cytoplasmique est réducteur empéchant la formation de ponts
disulfures (Stewart ez al., 1998). L'expression hétérologue dans I'espace périplasmique est possible
mais le désavantage majeur est la faible quantité de protéines produites. De plus, il est nécessaire
d’ajouter un signal peptide pour orienter la protéine dans le périplasme (Gasser ez a/., 2008). Il est
devenu possible d’établir des ponts disulfures directement dans le cytoplasme en utilisant des
bactéries génétiquement modifiées. Les geénes concernés sont la thioredoxin réductase (trxB) ou la
glutathionne oxido-reductase (gor) responsables de I'environnement réducteur dans le cytoplasme.
Les principales souches modifiées sont la souche E. coli AD494 dont le gene trxB a été inactivé et les

souches Origami® de la société Novagen™ dont les deux génes trxB et gor ont été inactivés (Bessette ez

al., 1999; Terpe, 20006).

Le code génétique et les modifications post-traductionnelles
Une partie des difficultés de 'expression hétérologue dans la bactérie est liée au code génétique. En
effet, I'usage des codons n’est pas identique d’un organisme a un autre, et notamment entre
procaryotes et eucaryotes (Makrides, 1996). Ces différences se traduisent par des problemes de
mutations et d’arrét du processus de traduction. Les protéines produites sont tronquées et/ou non
fonctionnelles. Le code génétique standard est présenté dans le tableau 7, le code protéique a une
lettre designant chaque acide aminé est indiqué en premiére ligne et les codons initiateurs en seconde
ligne.

AAs = FFLLSSSSYY**CC*WLLLLPPPPHHQQRRRRIIIMTTTTNNKKSSRRVVVVAAAADDEEGGGG
Starts = ---M------c---oo-u- M-=--meccccemaaaa M----eccmcmmccccccmc e e e e -
Basel = TTTTTTTTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGGG

Base2 = TTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGGTTTTCCCCAAAAGGGG
Base3 = TCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTCAG

Tableau 7: Code génétique standard
Les étoiles correspondent aux codons stop

Au moment de la traduction chaque codon doit étre associé 2 un ARNt recruté pour la synthese

protéique. Le code génétique permet a la cellule d’associer & chacun des 20 acides aminés pouvant

constituer les protéines un triplet de trois bases appelées codon. Il existe 64 combinaisons de codons,
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61 codent pour un acide aminé. Les trois derniers codons TAA, TGA et TAG ne correspondent a
aucun acide aminé et indiquent la fin d’une séquence codante. Le codon méthionine ATG est
toujours utilisé pour indiquer le début d’une séquence codante avec alternativement CTG et TTG
pour les bactéries (Peabody, 1989). Chaque acide aminé est fixé sur un ARNt qui, grice a son
anticodon, va permettre le décodage du codon correspondant au sein du ribosome. La distribution
des différents ARNt est variable d’une espéce & une autre. L'expression hétérologue peut alors se
retrouver confronter & une limitation du nombre d’ARNt pour un codon donné au moment de la
traduction. Les codons les plus rares chez E. coli sont décrits dans le tableau 8. Les codons arginine et
sérine sont particulierement rares puisqu’ils représentent 2/3 des codons possibles. Pour la proline

cette proportion passe a 3/4.

Arginine AGG, AGA, CGG, CGA
Leucine CUA, CUC
Isoleucine AUA
Serine UCG, UCA, AGU, UCC
Glycine GGA, GGG
Proline CCC, CCU, CCA
Thréonine ACA

Tableau 8: Codons les plus rares chez E. coli
Pour la production de protéines ou de peptides issus d’organismes eucaryotes, il faut tenir compte de
ce phénomene. Lors de la production de la somatostatine en 1977, le géne a ainsi été optimisé en
intégrant des codons spécifiques a la bactérie dans sa séquence nucléotidique. Toutefois lors de ces
modifications, il faut éviter de créer des zones d’appariement entre bases ou des signaux de
terminaison (zones riches en G- C suivies de zones riches en A-T) (Itakura ez 2/, 1977). La
production dans la bactérie impose d’évaluer au préalable I'abondance de codons rares dans la
séquence d’intérét. Le probléeme de rareté des codons semble étre plus contraignant pour les codons
rares présents a 'extrémité N-terminal d’une séquence (Fu, 2010; Angov, 2011). Actuellement pour

palier a cette problématique deux stratégies existent :

o ]l faut optimiser les codons présents dans la séquence du gene d’intérét. Dans ce cas, il s’agit
de modifier au cas par cas les codons pouvant se révéler rares dans la bactérie pour les
remplacer par des codons « synonymes » mais présents en plus grande quantité. Ce type
d’approche pose une problématique, les conséquences réelles des mutations introduites ne

sont pas ou peu connues (Wu ez al., 2004).
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e ]I faut optimiser la quantité I’ARNt disponible au moment de la production de la protéine
par apport de genes synthétiques codant pour ces ARNt rares. Cette stratégie a permis de
créer certaines souches de bactérie E. coli comme les souches de type Rosetta™. L’apport des
codons rares s’effectue par la présence, au sein de ces souches, d’un plasmide porteur des
genes codant des ARNt spécifiques de codons rares comme par exemple les plasmides de la
série pRARE. Cette optimisation permet lexpression de génes issus d’organismes

phylogénétiquement éloignés (Burgess-Brown e al., 2008; Brondyk, 2009).

Les modifications post-traductionnelles représentent un critére important dans le choix d’'un hote
d’expression. En effet, si E. coli propose beaucoup d’avantages, les capacités de la bactérie & pouvoir
réaliser des modifications post-traductionnelles sont assez limitées. Chez E. coli, la glycosylation,
'amidation, la myristoylation, la palmitation, la sulfation ou encore I’hydroxylation sont absentes. La
plupart de ces modifications sont réalisées au niveau du réticulum endoplasmique ou de I'appareil de

Golgi absents d’E. coli.

Souches d’Escherichia coli modifiées pour l'expression

Le choix d’une souche est devenu un critére supplémentaire dans la stratégie d’expression. La plupart
des souches d’E. coli utilisées pour 'expression sont dérivées de deux souches ancestrales la souche
K-12 et la souche B. La souche K12 est issue d’un prélévement réalisé sur un malade en rémission de
dyphtérie. Son utilisation en laboratoire est liée A sa non virulence et sa facilité a étre cultivée. La
souche B provient d’une souche isolée en 1942 au cours d’une étude sur les bactériophages. Cette
souche a été étudiée dans de nombreux laboratoires et a notamment donné la dérivée BL21 connue
pour son utilisation en expression de protéines. Ces deux souches ont été séquencées et se distinguent
notamment par la composition en protéines présentes au niveau de leur membrane. La souche B
produit plus de porines que la souche K12 augmentant alors la perméabilité de sa membrane. Cette
caractéristique lui confére une plus grande sensibilité lors de stress (Han ez 2/, 2012). Le tableau 9

présente les principales souches d’expression ainsi que leurs caractéristiques.
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AD494 K-12 Mutant #7xB, facilite la formation des ponts disulfure dans le cytoplasme
BL21 B834 Déficiente pour les protéases lon et ompT
BL21 trxB BL21 Mutant #rxB, facilite la formation des ponts disulfure dans le cytoplasme, déficiente pour les protéases
X
lon et ompT
BL21 CodonPlus-RIL BL21 Facilite 'expression de protéines eucaryotes qui contiennent les codons rares d’E.coli : AGG, AGA,
AUA, CUA, déficiente pour les protéases lon et ompT
BL21 Codon Plus-RP BL21 Facilite 'expression de protéines eucaryotes qui contiennent les codons rares d’E.coli : AGG, AGA,
CCC, déficiente pour les protéases lon et ompT
BLR BL21 Mutant recA, stabilisation des répétitions en tandem (li¢ 4 la réparation de TADN), déficiente pour les
protéases lon et ompT
B834 B strain Auxotrophe pour la méthionine, permet I'utilisation de méthionine marquée ou de sélénométhionine
pour les études structurales
C41 BL21 Mutant congu pour expression de protéines membranaires
C43 BL21 Double mutant congu pour 'expression de protéines membranaires
HMS174 K-12 Mutant recA, stabilisation des répétitions en tandem (lié 4 la réparation de TADN), résistance 2 la
rifanpicine
Origami™ K-12 Mutant #rxB/gor, facilite la formation des ponts disulfure
Origami™ B BL21 Mutant trxB/gor, facilite la formation des ponts disulfure, déficiente pour les protéases lon et ompT
Rosetta™ BL21 Facilite 'expression de protéines eucaryotes qui contiennent six codons rares d’E.co/i dans le plasmide

PRARE : AUA, AGG, AGA, CUA, CCC et GGA, déficiente pour les protéases lon et ompT
) Facilite 'expression de protéines eucaryotes qui contiennent six codons rares d’E.co/i dans le plasmide
Rosetta-Gami BL21 PRARE : AUA, AGG, AGA, CUA, CCC et GGA, déficiente pour les protéases lon et ompT, Mutant

trxB/gor, facilite efficacement la formation des ponts disulfure

Facilite expression de protéines eucaryotes qui contiennent sept codons rares d’E.coli dans le

Rosetta™ 2 BL21 plasmide pRARE2 : AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, CGG et GGA, déficiente pour les protéases lon
et ompT.
Sear™ BL21 Contient le géne muté rnel31 permettant une meilleure stabilité des ARN messagers dans le

cytoplasme, déficiente pour les protéases lon et ompT

Contient le géne muté rnel31 permet la stabilité des ARN messagers dans le cytoplasme, facilite

Star™ 2 BL21 expression de protéines eucaryotes qui contiennent sept codons rares d’E.coli dans le plasmide

PRARE2 : AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, CGG et GGA, déficiente pour les protéases lon et ompT.

Tableau 9: Principales souches d’expression d’E. coli
Trois souches d’expression BL21 existent, tout d’abord la souche de base, puis la souche « DE3 »
permettant I'expression de 'ARN polymérase T7 (donc la transcription du geéne présent sur le
vecteur d’expression) et enfin la version « DE3 pLysS » permettant de limiter 'expression basale.
L’attention doit étre portée pour le choix de la souche et sa compatibilité avec le vecteur d’expression.
La mise en culture de chaque souche nécessite 'usage d’un milieu de culture adapté. Si la
température a démontré des effets sur le métabolisme de la bactérie, les nutriments présents dans le
milieu de culture sont également un facteur de stress possible pour la cellule. La disponibilité des
sources de carbones et d’azote a un role important tout comme la régulation du taux d’oxygene lors
des cultures a haute densité de cellules (Tripathi, 2009). La bactérie E. coli nécessite enfin la prise en
compte de la masse moléculaire de la protéine a exprimer. E. coli se révele, en effet, moins efficace

pour les protéines de masse moléculaire supérieure a 50 kDa.

3.2.2. Héte procaryote : Bacillus sp.

Un des avantages du genre Bacillus, bactérie Gram +, est la possibilité de sécréter les protéines

produites dans le milieu de culture, évitant ainsi les procédés de lyse de cellules. De plus,
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contrairement a E. coli, ces bactéries ne produisent pas de lipopolysaccharides. Elles ont une
excellente capacité de production en utilisant des milieux et des conditions de culture peu couteuses
et simples. De nombreuses optimisations réalisées sur cette bactérie ont permis son utilisation dans

les productions industrielles et pharmaceutiques (Westers ez a/., 2004).

Bacillus sp. présente quelques désavantages, notamment la difficulté a conserver le vecteur
d'expression et une importante fragilité lors des processus de transformation pour certaines espéces
(Troeschel er al., 2012). La formation des ponts disulfures et la sécrétion de protéases endogenes

peuvent de plus provoquer I'altération des protéines recombinantes produites.

Les principales espéces utilisées sont B. subtilis, B. megaterium, B. licheniformis ou B. brevis. Dans le
cadre d'expression homologue, les bactéries Bacillus sp. sont utilisées notamment pour des enzymes
du type protéase ou amylase (Demain and Vaishnav, 2009). Pour ce type d’enzymes Bacillus
megaterium est privilégiée car elle bénéficie de caractéristiques avantageuses. Elle présente peu
d’activité protéase, une bonne stabilité du plasmide et une capacité a se développer sur une grande

variété de substrats (Meinhardt ez 4/, 1989).

Bacillus subtilis est le second héte d’expression procaryote le plus utilisé apres la bactérie E. coli. La
présence de codons rares est plus faible que chez E. coli (Terpe, 2006). Cette bactérie peut également
étre transformée par un grand nombre de plasmides et de bactériophages (Yin ez al, 2007). La
création de souches mutées et/ou le changement du milieu de culture ont permis d’augmenter le
niveau d’expression hétérologue (Wong ez al., 1986). De nouvelles applications sont a I'étude car son

protéome vient d’étre publié (Becher ez al., 2011).

3.2.3. Hoétes eucaryotes : les levures et les champignons

Généralités

La production hétérologue de protéines dans des hotes eucaryotes s’est développée principalement a
cause des difficultés rencontrées lors de 'utilisation d’organismes procaryotes pour obtenir certaines
protéines recombinantes. Si la protéine a produire nécessite des conditions de repliement ou une
modification du type glycosylation, I'utilisation d’un héte eucaryote est alors nécessaire. L’excellente
connaissance d’un point de vue biochimique, physiologique et génétique font de ces organismes des
hotes de choix. C’est particulierement le cas pour les levures Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris

et pour le champignon Aspergillus niger.
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Saccharomyces cerevisiae

Cette levure fait partie des organismes eucaryotes les plus connus et par conséquent le premier
organisme eucaryote a avoir été utilisé pour l'expression hétérologue de génes (Boer ¢z al., 2007). S.
cerevisiae a permis la production du premier vaccin efficace contre I'hépatite B chez 'homme par

expression hétérologue (McAleer ez al., 1984).

La protéine produite peut étre sécrétée par l'intermédiaire d'un peptide signal "facteur a". Ce peptide
signal est constitué d’'une préséquence de 19 acides aminés suivi d’'une prorégion de 67 acides
aminés. La proséquence posséde des sites de glycosylation et un site de clivage pour une
endopeptidase permettant de cliver la proséquence (Figure 16). Le fonctionnement de ce systeme se
déroule en trois étapes. Tout d’abord, la présequence est éliminée dans le reticulum endoplasmique
au niveau du peptide signal de clivage. Dans I'appareil de Golgi, 'endopeptidase Kex2 clive la
proséquence entre la lysine et 'arginine. Enfin, la protéine stel3 clive la liaison de la proséquence au
niveau des répétitions glutamate - alanine. La protéine a sécréter va ensuite subir des glycosylations

permettant de suivre la voie de sécrétion (Brake ez al., 1984).

PRE SEQUENCE PRO SEQUENCE

ATG AGA TTGC CCA TCT ATT TTG ACT GCT GTT TTG TTC GCT GUT TCT TCT GCT TTG GUT GET CCA -« TCT TTG GAL AAG AGA GAG GCT GA

TAC TCT AAG GGT AGA TAA AAG TGA CGA CAA AAC AAG CGA CGA AGA AGA CGA AAC CGA CBA GGT - AGA AAC CTE TTC TCT CTC CGA CTC CGEA
M R F P 5 | F T A ¥ B F A A S 5 A L A A P PROTEINE

Figure 16: Schématisation du facteur a
La séquence codante de ce peptide signal doit étre fusionnée avec la séquence du géne d’intérét afin
d’obtenir un méme cadre de lecture et une efficacité dans l'orientation de la protéine vers la voie de
sécrétion. Néanmoins, dans certains cas, le clivage entre la séquence et la proséquence n’est pas réalisé
ou la production de la protéine recombinée est incomplete. D’autres signaux peptidiques sont donc a

Iétude pour corriger ces défauts du facteur a.

La levure S. cerevisize permet I'expression hétérologue de geénes en assurant des modifications
post-traductionnelles comme la glycosylation. Cette modification est notamment nécessaire pour
'obtention d’une activité enzymatique, la localisation cellulaire, la stabilité de la protéine ou encore
Iinteraction entre protéines (Spiro, 2002). L'importante activité de glycosylation de S. cerevisiae pose
cependant deux problémes. Tout d’abord, le phénomeéne d’hyper-glycosylation (ajout d’une centaine
de résidus mannose a la place d’une dizaine) des sites de glycosylation modifie la protéine, diminue la

quantité produite ainsi que les capacités de sécrétion. De plus, la glycosylation n’est pas identique a
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celle réalisée pour les protéines de mammiferes, les sites de liaison et les acides aminés visés sont
différents. Ce phénomeéne peut provoquer de mauvaises conformations et des pertes d’activité. Face
aux difficultés rencontrées, I'utilisation d’autres levures s’est avérée nécessaire (Demain and Vaishnav,

2009; Valero, 2012).

Pichia pastoris

La levure Pichia pastoris est une levure méthylotrophe, utilisant comme seule source de carbone le
méthanol. Depuis les 20 derni¢res années, cette levure a remplacé dans de nombreux domaines S.
cerevisiae. Son utilisation permet d’atteindre des niveaux d’expression de protéines recombinantes
(par exemple I'hirudine) de trois a trente fois supérieurs a ceux obtenus chez S. cerevisiae (Sohn ez al.,
2001). Comme S. cerevisiae, P. pastoris permet la formation de ponts disulfures et la glycosylation. La
production en grande quantité d’une protéine recombinante correctement repliée et fonctionnelle a
accru |'utilisation de cette levure. Il est également possible, comme pour S. cerevisiae, de sécréter la
protéine dans le milieu de culture en utilisant le méme peptide signal « facteur a ». Cette capacité de
sécrétion permet d'éviter la lyse cellulaire (mécanique ou enzymatique) et de limiter les effets sur les
protéines produites. Le nombre de protéines endogenes sécrétées dans le milieu de culture étant
limité chez P. pastoris, la sécrétion de la protéine recombinante facilite aussi sa purification. Il est
également possible d’intégrer la séquence d’intérét directement dans le génome de cette levure,
assurant ainsi la stabilité de 'expression. Pichia pastoris peut étre mise en culture en fermenteur et le
gain de productivité est important avec des densités de cellules de 200 g/ (Heyland ez 2/, 2010). La
production de protéines dans P. pastoris est en général placée sous le controle du promoteur AOX1
permettant d’utiliser le méthanol comme agent d’induction (Celik and Calik, 2012). Il est & noter
que les protéines produites peuvent subir une étape de protéolyse, principalement due aux protéases
endogenes. Ces protéases semblent étre la conséquence du métabolisme du méthanol lors des phases
fermentatives en cours de production de protéines recombinantes (Sinha ez a/., 2005). Ceci implique

donc un contrdle précis des temps et des paramétres d’induction.

Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica est une levure hétérotrophe et dimorphique, son usage est complémentaire de celui de 2.
pastoris. Cette levure peut notamment produire avec qualité des protéines hétérologues méme de
masse moléculaire importante. De la méme maniére que P. pastoris, cette production peut se faire en
grande quantité. Clest le premier organisme de ce type a avoir été muté pour prévenir

’hyperglycosylation et ainsi se rapprocher de la voie de glycosylation humaine pour les protéines
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produites (Song ez al., 2007). La majorité des productions de protéines hétérologues par Y. lipolytica
est réalisée sous le controle du promoteur XPR2 qui contrdle normalement la production de la
protéase alkaline extracellulaire. Cependant, ce promoteur constitutif a un impact non négligeable
sur la croissance de Y. lipolytica. D’autres promoteurs constitutifs tels que le promoteur de
Iacyl-CoA thiolase (POT1) ou de I'acyl-CoA oxydase (POXx) ont également le méme effet (Madzak
et al., 2004; Cregg er al., 2009). Y. lipolytica ne fermente pas les sucres, son génome a de plus été

entierement séquencé et annoté (Dujon ez al., 2004).

Les champignons filamenteux

Certains champignons filamenteux tels qu'Aspergillus niger sont capables de sécréter des protéines et
des enzymes actives dans un milieu de culture. En industrie, ces enzymes sont utilisées en stabilisant
tout d’abord l'organisme producteur et en récoltant en flux continu les protéines produites (Ellaiah ez
al., 2004). Le geéne a exprimer peut étre intégré au chromosome par I'intermédiaire d’'un plasmide
(Kiick and Hoff, 2010). L’intégration est réalisée par des mécanismes de recombinaison assurant la
stabilité de la transformation. Cependant le grand nombre de copies de plasmides peut aboutir a des
intégrations sur des sites non homologues et provoquer des mutations dans les souches d’expression
(Lubertozzi and Keasling, 2009). La particularité des champignons filamenteux tient au niveau de la
qualité de production et des modifications post-traductionnelles. Dans le cas de Trichoderma reesei,
les glycosylations sont réalisées de manieres comparables a celles produites dans des cellules de
mammiferes (Salovuori ez al., 1987). Cependant, certains génes peuvent ne pas étre exprimés dans les
champignons. La principale raison a cette limitation semble étre I'étape de transcription, notamment
lorsque le nombre de copies du géne a exprimer atteint un certain seuil. Il n’y a pas de
proportionnalité entre le nombre de copies du géne et la quantité de protéine produite. A l'inverse, il
existe une corrélation entre la quantité d’ARN messager et la quantité de protéine produite (Verdoes

et al., 1995).

3.2.4. Hotes eucaryotes supérieurs
Cellules d’insectes

L’hyper-glycosylation et la production de protéases, défauts apparus avec les modeles levures et
champignons filamenteux, ont nécessité le choix d’un nouveau type d’hote ; les cellules d’insectes. Ce
modele cellulaire permet d’améliorer les modifications post-traductionnelles proches de celles
trouvées dans les cellules de mammiferes. L'expression hétérologue est rendue possible par des

baculovirus infectant les cellules d'insectes et servant de vecteur pour intégrer le géne a exprimer. Le
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plus couramment utilisé est le virus polyédre Autographa californica ciblant le noyau. Ce baculovirus
est pathogene pour les cellules de Spodoptera frugiperda qui sont largement utilisées comme hote de
production de protéines recombinantes (Demain and Vaishnav, 2009). Ce systtme a beaucoup
évolué. Au départ, le géne d’'intérét modifié avec des séquences du baculovirus était co-transfecté. Il
se retrouvait alors intégré au sein du baculovirus par recombinaison homologue et pouvait étre
exprimé dans la cellule hote. Cette technique était tres aléatoire. Depuis, cette technique a été
améliorée en modifiant les baculovirus. L'étape de sélection de clones positifs a été simplifiée par
Pintroduction d’une séquence léthale si elle ne contient pas le géne a exprimer diminuant ainsi le
nombre de clones « faux-positifs ». Ce systeme permet de produire des protéines dans le cytoplasme
et des protéines sécrétées. Les mécanismes de sécrétion nécessitent la présence de signaux peptidiques.
Les cellules d'insectes ont I'avantage de reconnaitre certains signaux peptidiques identiques a ceux
retrouvés dans les cellules de mammiferes. Cependant, la possibilité de sécrétion des protéines
produites a été longtemps problématique a cause du milieu de culture contenant du serum et
compliquant les étapes de purification. L’expression en cellules d’insectes permet la réalisation de
ponts disulfures et une plus large gamme de glycosylation. Certaines lignées ont été modifiées pour
réaliser des N-glycosylations correspondant aux glycosylations normalement trouvées dans les cellules

humaines (Harrison and Jarvis, 20006).

Cellules de mammiféres

La production hétérologue en cellules de mammiferes s’est largement développée ces derniéres années
et permet maintenant d’obtenir un niveau de production de quelques grammes de protéines par litre
de culture (Morrow, 2007). Dans la littérature, la lignée « Chinese Hamster Ovary » (CHO) et la
lignée « Human Embryonic Kidney » (HEK) sont les plus décrites. Les cellules HEK sont
majoritairement utilisées dans le cadre d’expression transitoire, tandis que les cellules CHO sont
utilisées pour 'expression constitutive (Brondyk, 2009; Geisse and Fux, 2009). L’expression
transitoire permet de produire rapidement des protéines recombinantes alors que I'expression
constitutive permet d’en obtenir de grandes quantités (Durocher ez 4/, 2002). Dans ce type de
cellules, la plupart des protéines produites sont sécrétées. De plus, les modifications
post-traductionnelles sont tres élaborées. Les capacités de glycosylation sont également parmi les plus
variées des cellules disponibles pour I'expression hétérologue mais dépendent du type de cellule et de

la composition du milieu de culture utilisés (Jenkins ez /., 1996).
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3.3.Les principaux vecteurs d’expression
Le vecteur est l'outil de base pour le transfert d'un gene vers I'organisme d'expression. Ce sous
paragraphe va présenter les principaux vecteurs utilisés en expression hétérologue chez E. coli et S.
cerevisiae. Une premiére partie est consacrée aux promoteurs et aux étiquettes protéiques. Une

seconde partie illustre les autres éléments constitutifs des vecteurs.

Les promoteurs d'expression dans Escherichia coli

o Aoce o o o o &
omo O d ( O au d D O pa ard 4

lac IPTG (0,05-2 mM) Faible & moyen Promoteur faible, couteux a l'induction
tre / tac IPTG (0,05-2 mM) Modéremment élevé Promoreur forr, regula.non del e)fp re,SSlon’
couteux et expression basale élevée
Promoteur fort, grande capacité d'expression
T7 ARN polymérase IPTG (0,05-2 mM) Tres élevé et de régulation, expression basale (sauf en
présence de pLys)
L promoteur du phage Changement fic tcronpérature de 30 Modéremment élevé Néccssi't.e une ?ouche spéc'{ale, pas d'agent
142 °C d'induction, expression basale
Bonne régulation, indépendant du
/A Variable d 3
el p }:omateur/ Tetracycline (200 pg/L) ana e’ ¢ fnoyen : métabolisme ou de la souche, faible
opérateur élevé .
expression basale
Promotenr araBAD L-arabinose (0.001-1 %) Variablf: de,faible a Bonne régula't.ion, fa.ible expression basale,
élevé agent d'induction peu couteux
Promotewr rhaPain L thamnose (0.2 %) VariabI? de’faible a Bonne régulatit?.n, faibl.e expression basale,
élevé agent d'induction couteux

Tableau 10: Principaux promoteuts employés avec Escherichia coli.
Les concentrations finales dans le milieu de culture sont indiquées entre parenthése.

De nombreux systemes de promoteurs existent pour la bactérie E. coli. Ils doivent étre sources de peu
d’expression basale, étre finement régulés et fonctionner quelle que soit la souche bactérienne.
L’agent d’induction doit étre indépendant des composants du milieu de culture. Pour optimiser
induction, le promoteur doit étre un promoteur fort. Le tableau 10 présente les principaux
promoteurs utilisés chez E. coli. Les quatre premiers promoteurs sont basés sur le systeme de
régulation de 'opéron-lactose chez la bactérie E. coli. Le promoteur lac, ainsi que les promoteurs tac

). , ey , . > . . \ ;.2
et trc, synthétiques et dérivés du promoteur lac, présentent un niveau d’expression faible & modéré.
Afin d’obtenir un fort niveau d’expression, le promoteur T7, contrélant la synthese de la polymérase
T7, a été ajouté. Le gene a exprimer est alors sous la dépendance de ce promoteur lui-méme étant
sous le contrdle du promoteur lac. Dans cette configuration, une expression basale existe mais
l'utilisation d’une souche DE3 pLys, décrite précédemment, permet de réduire ce phénomene. Ces
quatre premiers promoteurs peuvent étre induits par lisopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG), un analogue de l'allolactose. Cet analogue non métabolisable par la bactérie, permet de
maintenir 'induction en continu car sa concentration reste constante dans le milieu de culture. Les

autres promoteurs décrits dans le tableau 10 sont moins utilisés. Il est intéressant de noter le cas du
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promoteur pL. En effet, ce dernier ne nécessite pas d’agent d’induction car il est régulé par le
répresseur cI857 sensible a la température. Le passage de 30 a 42 °C permet l'inactivation du
répresseur et ainsi I'expression d’un gene placé en aval du promoteur pL.

Enfin, il existe des promoteurs se caractérisant sous forme d’opérons qui utilisent la tetracycline,

I’arabinose ou le thamnose comme agent d’induction (Terpe, 2006).

Les promoteurs d'expression dans Saccharomyces cerevisiae

Les différents types de promoteurs permettant 'expression dans la levure S. cerevisiae peuvent étre

constitutifs, régulés ou hétérologues (Tableau 11).

ADH1 Alcool deshydrogénase 1 Promoteur élevé
Constitutif PGKI Phosphoglycérate kinase Promoteur trés élevé
ENO Enolase
PYKI Pyruvate kinase Promoteur élevé
GAL 1-10 Enzyme du méabolisme du Promoteur élevé 1000X induit galactose
galactose
ADH?2 Alcool deshydrogénase 2 Promoteur fort 100X réprimé glucose
200X réprimé
Régulé PHO5 Phosphatase acide Promoteur fort reprime
phosphate
Iphydryl -acétyl
MET25 Sulphydry ase, O acetyle Promoteur moyen
homosérine
CUPI Métallothiénine du cuivre Pomoteur moyen 20X induit par Cua,
CamV’ promot?ur 35S du virus de la
Heétérologuc mosaique du chou-fleur
¢ g GRE Récepteur aux glucocorticoides
ARE Récepteur aux androgenes

Tableau 11: Promoteurs utilisés avec la levute Saccharomyces cerevisiae
Les promoteurs constitutifs sont souvent dérivés de genes des voies de dégradation des sucres. Cest le
cas notamment des promoteurs ADH1 ou PGKI1 qui ont été élaborés au début de la génétique des
levures (Boer ez al., 2007). Les promoteurs régulables peuvent étre controlés plus simplement par la
disponibilité ou non d’un nutriment dans le milieu de culture. Le nutriment peut autant avoir un
effet répresseur qu'un effet inducteur. L'expression peut, dans ce cas, étre déclenchée lorsque la
densité cellulaire est suffisante. Certains promoteurs provenant de S. cerevisiae sont également utilisés
par d’autres syst¢mes d’expression du type levure (PHOS5, CUP1, GAL1, GAL7, GAL10 et PGK).
Le syst¢tme d’induction au galactose (GAL1-10) est 'un des mieux connus pour les syst¢mes
d’expression eucaryotes (Johnston and Davis, 1984). Les promoteurs hétérologues sont quant a eux

moins efficaces et leur fonctionnement est plus aléatoire.
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Les étiquettes et protéines de fusion

Dans la levure comme dans bactérie, I'expression hétérologue autorise I'ajout d’une étiquette
peptidique fusionnée a la protéine d’intérét. Ce sont des éléments placés en position N- ou
C-terminal de la protéine a exprimer. Il s’agit de protéines ou de courts peptides qui peuvent avoir

plusieurs rdles :

e Favoriser 'expression du géne d’intérét en fusionnant une protéine hautement exprimée en
amont de celle souhaitée.
e Favoriser la solubilité de la protéine en ajoutant une séquence peptidique en N- terminal.
. 7 . 7 . 7 b 4 S
e Favoriser la détection de la protéine recombinante par la présence d’une séquence « épitope »
> ze 7 > 1 . b . ’ .
ou d’une protéine connue. Cette séquence permet l'utilisation d’un anticorps spécifique.
C’est une technique également valable pour certaines étiquettes de purification. La détection
peut également étre due a une particule de fusion fluorescente (exemple la GFP).
e Favoriser les conditions de purification en utilisant des étiquettes permettant
I'immobilisation de la protéine fusionnée a cette étiquette sur des résines spécifiquement

préparées.

Dans certains vecteurs, un site de clivage protéique est présent permettant de supprimer la protéine
ou l'étiquette fusionnée. La protéine d’intérét peut alors étre sous forme native apres avoir été
purifiée par affinité ou isolée sous forme soluble. La présence d’une étiquette nécessite 'ajout d’un
codon d’initiation et de terminaison au niveau du vecteur. Le codon d’initiation le plus utilisé
demeure le codon ATG. Le codon CTG est utilisé dans 8 % des cas. Pour le codon terminateur,
trois codons existent mais le codon TAA est privilégié. Les deux autres codons TAG et TGA peuvent
en effet coder respectivement la pyrrolysine et la sélénocystéine. Lefficacité du codon stop est assurée
en plagant 2 ou 3 codons stop en série. De nombreux vecteurs d’expression sont composés d’au
moins une étiquette. L’étiquette poly-histidine est la plus couramment utilisée. Elle est compatible
avec les systemes de chromatographie par affinité possédant des ions métalliques immobilisés (connus
sous le nom d’'IMAC). Sa petite taille favorise cette étape de purification (Peti and Page, 2007). Une
seconde étiquette est également utilisée, il s’agit de I'étiquette « Glutathione-S-Transférase ». Cette
étiquette de 27 kDa est moins privilégiée car le temps d’interaction avec la résine

glutathione-sépharose peut étre long (en fonction de la quantité d’extrait protéique).
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Les principaux vecteurs d'expression utilisés avec Escherichia coli

Les vecteurs d’expression dans E. coli sont généralement construits autour de plusieurs éléments
essentiels. La figure 17 présente la conformation de base d’un vecteur d’expression. Chaque type de
vecteur a sa conformation type mais des points communs existent. Il faut que chaque vecteur
contienne une origine de réplication pour contréler le nombre de copies du vecteur d’expression. La
présence d’'un promoteur, dont les caractéristiques ont été décrites dans le paragraphe précédent,
permet linitiation de la transcription. Il est placé 10 2 100 nucléotides avant le site de fixation du
ribosome. Le site de clonage multiple (MCS) est I'élément indispensable pour intégrer le gene a
exprimer au sein du vecteur d’expression. Sa configuration peut étre une succession de sites de
restriction mais également un site de clonage unique spécifique de kits commerciaux. L’efficacité de
la traduction est dépendante de la position de la séquence Shine-Dalgarno (SD) par rapport a la
position du codon d’initiation. La séquence Shine-Dalgarno 5’-TAAGGAGG-3’, est positionnée
entre 4 et 44 nucléotides en amont du codon d’initiation. Elle permet I'initiation de la traduction. La
composition de la séquence est complémentaire de I'extrémité 3° de PARN ribosomal 16s. Un
marqueur de sélection peut également étre présent sur le vecteur. Il s’agit en général d’un géne de
résistance 4 un antibiotique. Le milieu de culture sera alors complémenté de I'antibiotique adéquat et

permettra ainsi la sélection des bactéries transformées.

Promoteur

Shine Dalgarno
Etiquette N-terminale
Marqueur de sélection

Protéine de fusion

R . | L Site de clivage
Vecteur Escherichia coli = . de protéase
Site de clonage
multiple -
6000 bp 1" Etiquette C-terminale
L Terminateur
de transcription

Répresseur

Figure 17: Schéma de base d'un vecteur d'expression d' Escherichia coli (European Molecular Biology Laboratory)
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Le tableau 12 présente quelques vecteurs d’expression utilisés avec E. coli. Les vecteurs choisis dans
notre étude apparaissent en grisé. Ce tableau présente I'ensemble des éléments vus précédemment, le
type de promoteur et les antibiotiques utilisés. Actuellement, les travaux pour optimiser I'ensemble

de ces vecteurs continuent.

pALTER-Ex1 7 Tetracycline
pBAD/His araBAD Ampicilline N-Histidine EntéroKinase pUC Oui
N-
pCal-n 17-lac Ampicilline « calmodulin-binding-peptide » Thréonine ColE1 Oui
pcDNA 2.1 177 Ampicilline puC
C-
pDUAL 17-lac Kanamycine « calmodulin-binding-peptide » Thréonine ColE1 Oui
pET15b 17-lac Ampicilline N-Histidine Thréonine pBR322 Oui
pET20b(+) 177 Ampicilline Séquence signal, C-Histidine pBR322 Oui
pET28a-c(+) T7-lac Kanamycine N-Histidine, C-Histidine Thréonine pBR322 Oui
pET31b(+) T7-lac Ampicilline C-Histidine pBR322 Oui
pET52b(+) T7-lac Ampicilline N-Strep-Tag, C-Histidine protéase HRV pBR322 Oui
pETBlue-3 T7-lac Ampicilline N-Histidine, C-histidine ETH }EZIT;ZS/C pUC Oui
pGEMEX-1 177 Ampicilline géne 10 du phage T7
pGEX-2T tac Ampicilline « Glutathion S transferase » Thréonine pBR322 Oui
pHAT-GFPuv lac Ampicilline ?ﬁi:g;\;’_i\;i?g; EntéroKinase pUC Oui
pKK223-3 tac Ampicilline pBR322
pMAL-c2E tac Ampicilline “N-Maltose Binding Protein” EntéroKinase ColEl Oui
P Pro(li(HT tre Ampicilline N-Histidine TEV
pRSET 17 Ampicilline N-Histidine EntéroKinase ColEl Oui
pSE420 tre Ampicilline pUC
pThioHis tre Ampicilline His-Patch-Trx EntéroKinase ColEl Oui
pTrcHis tre Ampicilline N-Histidine EntéroKinase pUC Oui
pTriEx-1 177 Ampicilline C-Histidine pUC Oui
pTrxFus pL Ampicilline Thioredoxin EntéroKinase ColE1

Tableau 12: Caractéristiques générales de quelques vecteurs d’expression dans Escherichia coli
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Les principaux vecteurs d'expression utilisés avec S. cerevisiae

La plupart des vecteurs de la levure sont congus comme vecteurs « de transfert » entre la bactérie et la
levure. Il doit par conséquent 2 la fois fonctionner dans le systéme bactérien et le systéme levure. La
plupart de ces vecteurs sont dérivés des plasmides pBR322 et pUC. Ce sont des plasmides bactériens
dont une partie des caractéristiques d’origine a été conservée telle que l'origine de réplication ou le
marqueur de sélection. Ce sont des vecteurs « hybrides ». Ils permettent d'effectuer les étapes de
clonage et de validation dans la bactérie et d'effectuer uniquement I'expression dans la levure. La

figure 18 présente |'organisation d'un plasmide d'expression de levure.

Origine de
T éplicati
- "o Marqueur de
\ élection 5. cerevisiae
Marqueur de
sélection E. coli
’ Origine de
\ . réplication
Vecteur d'expression S. cerevisiae
Saccharomices cerevisiae
-
A ;Eréments pour
\ I'expression
>
Structure de vecteur \
E. cali k Eléments dépendants

du type d'intégration
Figure 18: Schématisation d'un vecteur d'expression chez Saccharomyces cerevisiae
Les marqueurs de sélection de la levure sont en général un géne codant une enzyme participant a la
synthése d'un acide aminé ou d'un nucléotide. La souche hote doit étre modifiée afin de ne pas
posséder le géne en question. Les marqueurs peuvent étre soit récessifs (LEU2, TRPI, LYS2, HIS3,
URA3) soit dominants (CUPI, TUN®, KAN®). Le tableau 13 présente quelques vecteurs d'expression

et leurs éléments caractéristiques.

0 ope ae cp atio

pAS404 ADH]I Ampicilline / TRP1 pBR322
pACT2 AD ADH1I Ampicilline Terminateur ADH 2p
pYC2/NT C GALI Ampicilline / URA3 pBR322 Epitope V5, poly-histidine, CENG / ARS4
terminateur CYC1
Ampicilline /
pAUR123 ADH1 AureobasidinA CEN4 / ARS1
g— Epitope V5, poly-histidine,
V4 YES21 GALl pmppre e UGS R terminateur CYC1 20
pTEF1 TEF1 Ampicilline / Zeocine puUC

Tableau 13: Différents vecteurs d'expression, en grisé le vecteur utilisé lors de cette étude
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3.4.Bilan

Le choix des outils pour 'expression hétérologue dépend de nombreux critéres qu’il faut définir en

fonction des besoins et des moyens a disposition. Le tableau 14 montre les caractéristiques générales

a retenir pour chaque hote.

Escherichia ~ Champignons Cellules Cellules de Cellules de
Caractéristiques .
coli Filamenteux d'insecte mammiferes plantes
Plusieurs . . . . . . . .
Temps de R Plusieurs joursa | Plusieurs jours | Plusieurs jours Plusieurs . .
R heures 2 . . . R . . Plusieurs mois
croissance . . une semaine A une semaine A une semaine semaines
plusieurs jours
Coflit du milieu de T . . .
faible & moyen faible & moyen faible & moyen élevé élevé moyen 4 élevé
culture
Taux d'expression faible a élevé faible a élevé faible a élevé faible a élevé faible 4 élevé faible
Evaluation de la . o . o o
, facile difficile facile difficile difficile moyen
méthode
Capacités de oui dans le oui dans le oui dans le oui dans le oui dans le oui dans le
sécrétion périplasme milieu milieu milieu milieu milieu

Modifications post-traductionelles

O-acetylation,
O-acylation

. Repliement Repliement . . .
Repliement de Repliement P . P . Repliment Repliement Repliement
L. ) . pouvant étre pouvant étre o T ,
protéines nécessaire , . , . assuré assuré assuré
nécessaire nécessaire
s Oui Oui
Oui, similaire & o . . .
d Oui, élevée en glycosylation Oui glycosylation
ceux des
~ mannose, pas complexe, pas lycosylation complexe, pas
mammiferes, pas L ’_P E,) . P Eycosy P‘) K P
J'acide siali d'acide sialique, d'acide complexe, d'acide
i acide sialique . . 1 . . L1
N-glycosylation Non . ‘El ’ incompatible sialique, incompatible sialique,
incompatible . . A . . A
patt avec certaines incompatible avec certaines incompatible
avec certaines . . N .
. protéines avec certaines protéines avec certaines
protéines . . . N
. humaines protéines humaines protéines
humaines . .
humaines humaines
O-glycosylation,
O-phbosphorylation,
phosphory ’ Non Oui Oui Oui Oui Oui

Tableau 14: Principaux critéres de choix d'un organisme d'expression
g

Le tableau 14 integre un systeme d'expression en cellules de plante. Les organismes végétaux sont peu

privilégiés pour I'expression hétérologue car le temps de génération est long. De plus, les systemes de

production existant montrent un faible taux d'expression. Néanmoins, les organismes végétaux sont

capables de réaliser la plupart des modifications et des repliements nécessaires 4 une expression

hétérologue. Récemment, un syst¢me d'expression a été développé permettant d'associer la possibilité

de culture a haute densité de cellules avec les qualités d'expression d'organismes végétaux. Ce systeme

d'expression est réalisé sur 'algue Chlamydomonas reinhardtii (Griesbeck er al., 2006). Les résultats
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sont plus qu'encourageants pour l'expression hétérologue dans cet organisme et notamment pour

l'obtention d'enzymes déja caractérisées (Lauersen ez 2., 2013).

3.5.L'expression hétérologue d'enzymes lipolytiques
L'expression hétérologue d'enzymes lipolytiques existe dans les laboratoires et industries depuis de
nombreuses années. Deux lipases ont été les premiéres enzymes lipolytiques clonées dans E. coli, la
lipase linguale du rat et la lipase de Staphylococcus hyicus (Docherty et al., 1985; Gotz et al., 1985).
Ce sous-chapitre présente les études de différentes enzymes lipolytiques a travers différents hotes

d i
expression.

Expression hétérologue de lipases

Une revue bibliographique récente a montré que les principaux organismes utilisés pour 'expression
hétérologue de lipases sont Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris (Valero, 2012).

Le tableau 15 regroupe différentes études sur ces trois hotes.

Lipase B Escherichia coli Candida antarctica Expression fonctionelle (Blank ez al., 2006)
Lipase B Escherichia coli Candida antarctica Ponts d%sulfures e (Xu et al., 2008)
repliement
i i Krii tal.,
Lipase Escherichia coli Pleurotus sapidus Llpafe,extrac?uulalre, (Kritgener ez 2
activité avec étiquette 2009)
Lipase Escherichia coli Pseudomonas sp. Lipase, repliement in vitro | (Akbari ez /., 2010)
Lipase Escherichia coli Bacillus subtilis Lipase extrémophile (Shi et al., 2010)
Lipase Escherichia coli Serratia marcescens Lipase, repliement in vitro (Lietal, 2011)
Gl tal.,
Lipase Escherichia coli Métagénomique Caractérisation compléte ( nga(;lle;)e “
Lipase Saccharomyces . oo Plusieurs séquences (Neugnot et al.,
Acyltransferase cerevisiae Candida parapsilosis codantes 2002)
. Saccharomyces o Lip2, induction par les (Shockey ez al.,
Lipase cerppisine Yarrowia lipolytica lipides 2011)
— - Ovtimisati
Lipase B chbza]? a{tom " Candida antarctica b ’tlmlsanlon de (Larsen et al., 2008)
Escherichia coli expression
Lipases Pichia pastoris Pseudomonas sp. Métagénomique (Zhang, 2009)

Tableau 15: Présentation de quelques études de lipases par expression hétérologue
Certaines levures font partie des sources de lipases bien connues. Candida antarctica produit par
exemple la lipase B. Cette lipase a été étudiée & de nombreuses reprises par expression hétérologue.
En 2006, Blank ez al. se sont intéressés a 'expression de plusieurs mutants de cette lipase. Les
auteurs ont d’une part montré le grand intérét de I'utilisation de différents organismes d’expression,
et d’autre part que la bactérie E. coli permettait un gain de temps pour tester de nombreuses variétés
de mutants. Clest la premiere étude présentant la production d’une lipase B fonctionnelle apres

expression dans la bactérie. Ce cas est particulier car la lipase B est normalement excrétée et nécessite
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la formation de ponts disulfures. L'expression a donc été réalisée dans le périplasme d’E. coli de
maniére 2 faciliter la formation de ces ponts. La méme étude a menée une production de I'enzyme a
une température de 25 °C. Dans ces conditions, 'enzyme a présenté une activité enzymatique
comparable a la lipase B produite dans Aspergillus oryzae. Afin d’optimiser la formation de ponts
disulfures tout en conservant 'enzyme sous sa forme active, Xu ez 2/ (2008) ont testé différentes
souches d’expression ainsi que différents vecteurs. L’étude est basée sur 'expression de la lipase B de
Pseudozyma antarctica, un basidiomycete, en évaluant I'impact de lassociation de différentes
étiquettes et de différents facteurs de repliement. L’expression est comparée entre la souche BL21 et
la souche Origami. L'ajout d’une étiquette DsbA (étiquette pouvant a la fois permettre la purification
par affinité et la production de ponts disulfures) permet 'obtention d’une lipase B plus soluble avec
un meilleur repliement, le role précis de I'étiquette reste & déterminer. La formation des ponts
disulfures (grace a la souche Origami) permet 'obtention d’une meilleure activité. Dans une autre
étude, Kriigener ez /. (2009) ont montré la production de la lipase de Pleurotus sapidus sous forme
fonctionnelle et non dégradée. Ce résultat a été obtenu pour la lipase produite avec une étiquette
poly-histidine. En absence de I'étiquette, la lipase s’est révélée non active. Cette étude a également

permis d’explorer les mécanismes de repliement in vitro.

La majorité des expressions hétérologues de lipases est réalisée dans la bactérie E. coli et notamment
lorsque I'organisme d'origine est une bactérie. La lipase de la souche FS1403 de Bacillus subtilis a
ainsi été clonée dans E. coli. La particularité est ici de produire en condition classique une lipase dont
lorigine biologique se situe dans un cratere volcanique. La lipase a été exprimée en utilisant un
plasmide de la série pET et une souche BL21. L'expression de cette lipase sous forme active n'a pas

nécessité de conditions particuliéres et s'est déroulée a 37 °C (Shi ez al., 2010).

L’étude de la lipase de Candida parapsilosis a été particuliere. En effet, 'analyse a montré deux cadres
ouverts de lecture, chacun porteur du pentapeptide consensus. L'expression hétérologue de ces deux
séquences a permis de mettre en évidence celle qui permettait d’obtenir 'enzyme fonctionnelle. Cette
étude a utilisé la levure S. cerevisiae (Neugnot ez al., 2002). La levure S. cerevisiae est également
utilisée dans de nombreux processus industriels, notamment en fermenteur pour produire des
métabolites ou des protéines d'intérét. Cependant, les triglycérides sont un substrat que la levure ne
peut pas utiliser. Récemment, une étude a donc montré 'expression hétérologue de la lipase 2 de
Yarrowia lipolytica dans S. cerevisiae. L' expression a nécessité 'optimisation des codons mais a permis

a cette levure de convertir des substrats lipidiques (Shockey ez al., 2011).
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La levure Pichia pastoris est enfin également utilisée pour la production de lipases. Une étude portant
sur la lipase B, s’est intéressée a I'impact de I'étape de glycosylation. L'étude a comparé I'expression
de cette enzyme dans la levure et dans E. coli. Les résultats montrent d’une part que la glycosylation
ne permet pas une meilleure activité spécifique et d’autre part que la production rapportée au volume
de culture est plus importante chez la levure. De plus, la présence de codons rares chez la bactérie
semble étre le facteur limitant. L’étape de traduction constitue la limitation majeure de la production
dans la bactérie. Toutefois, pour obtenir une meilleure activité spécifique, les parameétres de culture

au moment de 'induction semblent essentiels pour les deux hotes (Larsen ez 2/, 2008).

Expression hétérologue de carboxylestérases

Les carboxylestérases ont été au méme titre que les lipases exprimées dans différents hotes (Tableau
16). Comme dans le cas de certaines lipases, un hote procaryote (£. coli) peut étre utilisé pour
Pexpression d’une carboxylestérase d’eucaryote (porc). De la méme maniere, la levure S. cerevisiae a
été utilisée pour P'expression d’une carboxylestérase de bactérie. Si globalement le principal objectif
de ces études est la caractérisation biochimique, certaines études cherchent également 2 illustrer les

distinctions entre les lipases et les carboxylestérases.

Enzyme ‘ Héte d’expression ‘ Héte d’origine Commentaires Référence
Carboxylestérase Escherichia coli Bacillus licheniformis Similarités avec des lipases (Alvarez-Macarie et
al., 1999)
Carboxylestérase Escherichia coli Thermoanaerobacter tengcongensis | Similarités avec des lipases (Zhang ez al., 2003)
Carboxylestérase Escherichia coli Bacillus coagulans Motif GXSXG (Mnisi ez al., 2005)
Carboxylestérase Escherichia coli Sus domesticus Origami-molécules (Bottcher ez al., 2007)
chaperonnes
Carboxylestérase Escherichia coli Fervidobacterium nodosum Motif GDSL (Yu et al., 2010)
Carboxylestérase Escherichia coli Malus domestica Motif GXSXG (Souleyre ez al., 2011)
Carboxylestérase Saccharomyces Thermus thermophilus Expression fonctionnelle (Lopez-Lopez et al.,
cerevisiae 2010)
Carboxylestérase Pichia pastoris Sus domesticus Nouvelle isoenzyme, (Hermann ez al.,
nouvel hote d’expression 2008)

Tableau 16: Présentation de quelques études de carboxylestérases par expression hétérologue
Ce type d’approche peut étre illustré avec un gene issu de Bacillus licheniformis dont les premieres
analyses ont orienté vers l'identification d'une lipase. Ainsi, le site consensus AXSXG caractéristique
des lipases de Bacillus sp. est bien présent. De plus, la séquence protéique prédictive ne partage pas de
similarités avec des séquences de carboxylestérases. Son expression dans E. coli a cependant permis
de caractériser une activité spécifique des chaines courtes. Cette protéine est donc identifiée comme
une carboxylestérase issue probablement de la mutation d'un géne de lipase (Alvarez-Macarie e 4l.,

1999). La vérification biochimique par expression hétérologue de genes annotés permet ainsi de
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valider des génes susceptibles de coder des lipases. Dans une autre étude faite par Zhang ez a/. (2003),
la séquence protéique présente des similitudes entre lipase et carboxylestérase. Seule l'activité
carboxylestérase a été caractérisée et a permis d'identifier une carboxylestérase de Thermoanaerobacter
tengcongensis, organisme se développant a des températures supérieure a 50 °C . Cette distinction a
également été montrée dans une étude de Bottcher ez 4l (2007) pour la gamma-isoenzyme
carboxylestérase de foie de porc (y-PLE). Plusieurs essais ont été réalisés pour exprimer cette enzyme
dans la bactérie E. coli ainsi que dans la levure P. pastoris. Dans le premier hote, aucune expression
n'a été détectée, tandis que dans la levure une faible quantité a été produite. Cette étude est
caractéristique de l'utilisation de souches d’expression particulieres d'E. coli pour réaliser I'expression
de protéines eucaryotes. La y-PLE a ainsi été exprimée dans les souches dérivées de la souche BL21,
Origami™, Rosetta™ et Rosetta-gami™, essentiellement en corps d’inclusion. Les protéines
recombinantes solubles se sont avérées inactives. Pour réaliser 'expression fonctionnelle de cette
carboxylestérase, une stratégie complémentaire a été mise en ceuvre en utilisant une molécule
chaperonne. Cette étude a également montré I'incapacité de la bactérie a réaliser des glycosylations
n’empéchant pas la protéine d’étre active. Curieusement, I'expression hétérologue des
carboxylestérases semble privéligée dans la bactérie E. coli. La caractérisation de I'activité
carboxylestérase du géne MACXE1 de la pomme a également été réalisée et permis |'obtention d'une

protéine fonctionnelle (Souleyre ez 2/, 2011).

L’expression hétérologue est choisie dans certains cas lorsque 'obtention de la protéine dans 'hote
d’origine est coliteuse ou requiert des conditions complexes. Cest le cas d’une des carboxylestérases
de Thermus thermophilus, bactérie Gram-négative dont la température de développement est proche
de 65 °C. La production dans S. cerevisiae a été privilégiée car elle présente un systeme de sécrétion.
La carboxylestérase produite est fonctionnelle. Cependant, si le systtme de signalisation de la
protéine semble fonctionner, une large quantité de la protéine est retenue au niveau du périplasme

(80%). De plus, une étape de glycosylation est nécessaire (Lopez-Lopez ez al., 2010).

L’utilisation de Pichia pastoris comme hote d’expression a permis de produire 'APLE, variant de la
v-PLE. Néanmoins au cours de cette étude, il a été démontré que les protéines APLE semblaient
former au minimum un trimére et que la voie de sécrétion de la levure n’était pas forcément adaptée
pour cette taille de molécule. Aucune activité extracellulaire n’a été caractérisée, la protéine semble
retenue dans U'espace périplasmique. Une fois purifiée et isolée du périplasme, 'enzyme est active a

64U / mg sur le p-nitrophenol acétate (Hermann ez a/., 2008).
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Expression hétérologue de thioestérases

D’expression d’Acyl-ACP thioestérase est depuis une dizaine d’année majoritairement réalisée dans la
bactérie E. coli (63 % des cas) (Source: Web of Knowledge). En effet, la connaissance du
métabolisme de la bactérie permet, dans un certain nombre de cas, de non seulement exprimer la
protéine mais également d’évaluer sa fonctionnalité directement sur la bactérie (Tableau 17).

Référe

Thioestérase Escherichia coli Brassica juncea Quatre ADNc caractérisés (Jha ez al., 2010)

Thioestérase Escherichia coli Phaeodactylum tricornutum Rosetta™, K27 (Gong et al., 2011)
Thioestérase Escherichia coli Diverses plantes Comparatif (Zhang ez al., 2011)
Thioestérase Escherichia coli Arachis hypogaea Caractérisation (Chen et al., 2012)
Thioestérase Escherichia coli Acinetobacter baylyi Production d’acides gras (Zheng et al., 2012)

Tableau 17: Présentation de quelques études de thioestérases par expression hétérologue

Les enzymes caractérisées sont de différentes origines. L’activité d’enrichissement est in fine
recherchée, les organismes d’origine sont le plus souvent des plantes ou des microorganismes
accumulant des lipides. Le plant de moutarde, par exemple, produit une série de génes qui peuvent
coder des protéines a activité thioestérase. Quatre ADN complémentaires ont donc été isolés et
clonés dans la bactérie E. coli. Quatre isoformes d’enzymes du type « Fatty acyl-ACP Thioestérase »
ont ainsi été produites. L'expression est réalisée dans des souches modifiées pour la B-oxydation.
L’expression de chaque isoforme dans E. co/i. a entrainé une modification du profil d’acides gras des
lipides totaux de la bactérie, traduisant ainsi une expression fonctionnelle (Jha ez 2/, 2010). Dans
une autre étude, 'expression de thioestérases provenant de diverses plantes a été réalisée. L'étude
illustre notamment le rdle possible d’une thioestérase exprimée de maniere hétérologue. Son
intervention semble se situer dans le processus de production des lipides. Si 'enzyme est active, son
intégration s’effectue dans le cycle de synthése (Figure 19). Le profil en acides gras des lipides totaux
de la bactérie est alors fonction des spécificités de I'enzyme (Zhang ez al., 2011). Ce type d’approche
a également été testé sur une thioestérase d’Acinetobacter baylyi. La bactérie utilisée est alors une
souche classique de surexpression BL21(DE3). L’expression de cette enzyme a permis non seulement
de modifier le profil mais également d’augmenter globalement 'ensemble des acides gras. Cette
étude a également montré I'importance de la composition du milieu de culture ainsi que le choix du
promoteur pour 'optimisation de la quantité d’enzyme produite, privilégiant ainsi le syst¢eme T7

(Zheng ez al., 2012).
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Figure 19: Illustration de la place des thioestérases dans la synthése des acides gras (Zhang ez al., 2011)

Expression hétérologue dautres activités lipolytiques

Ce dernier paragraphe présente d’autres enzymes a activité lipolytique (Tableau 18).

Cutinase like Escherichia coli Mycobacterium tuberculosis CULP 1-7 (West et al., 2009)
Cutinase like Escherichia coli Mycobacterium tuberculosis CULP 1 & 4 (Schue et al., 2010)
Ester Hydrolase Escherichia coli Mycobacteriophage Ms6 Activité lipolytique (Gil ez al., 2008)

Tableau 18: Présentation des autres activités lipolytiques

Les cutinases présentes au sein d’organismes pathogénes comme Mycobacterium tuberculosis montrent

un intérét croissant. Une étude sur I'expression hétérologue de cutinases issues de M. tuberculosis chez

E. coli a comparé lactivité de cette enzyme avec une cutinase vraie de 7hermobifida fusca utilisée

comme témoin positif. Seule une activité de type « Cutinase Like Protein » (CULP) a été observée

(West er al., 2009). Ces auteurs ont voulu valider les acides aminés impliqués dans lactivité

enzymatique. Ils ont testé différentes mutations du site catalytique par remplacement successif de

chacun des acides aminés de la triade catalytique par une alanine. Aucune activité n’a alors été

détectée.

Cette démarche expérimentale a été optimisée pour I'étude de deux de ces CULPs. L’obtention de

ces enzymes a permis de mieux caractériser leurs cibles physiologiques et les possibles clés de leur
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virulence. Cette étude par mutation et par modélisation moléculaire a permis I'identification des

acides aminés impliqués dans la triade catalytique de ces CULPs (Schue ¢z al., 2010).

Enfin, dans le cas du mycobactériophage Ms6, Iactivité lipolytique est recherchée sur la base de la
présence du pentapeptide GXSXG. Ce pentapeptide est présent au niveau de la séquence protéique
déduite d’'un des genes codant une protéine du module de lyse du mycobactériophage. La
caractérisation de l'activité enzymatique reste donc a réaliser et la séquence codante est alors clonée
dans la bactérie E. coli. Différentes activités sont recherchées ainsi que la spécificité de la protéine
produite. La protéine est active et hydrolyse différentes longueurs de chaines carbonées, ne
permettant pas d’identifier une spécificité. De plus, la présence d’une étiquette de plusieurs histidines

ne semble pas affecter activité de U'enzyme (Gil ez 2/, 2008).
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

1. Matériels biologiques
1.1.Saccharomyces cerevisiae

Dans la premicre partie du travail de these, la souche INVScl (MATa his3D1 leu2 trpl-289
ura3-52) de la société Invitrogen™ a été utilisée pour 'obtention de protéines hétérologues dans le
modele levure : Saccharomyces cerevisiae. Cette souche a permis de tester les constructions

plasmidiques pour I'obtention des deux protéines lg7eCe et IgEst3.

1.2.Escherichia coli

Dans la seconde partie du travail de thése, le modéle bactérien a été privilégié. Les techniques de
clonage ont requis 'usage d’une souche de clonage E.coli : TOP10 (F-mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC)
¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG A-).

L’étude de 'expression d'Ig7eCe chez E.coli a nécessité I'utilisation des souches dédiées a 'expression
hétérologue de protéines recombinantes, BL21 Star™ 2 (DE3, F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal decm
rnel31 pRARE2 (CamR)) et Rosetta™ 2 (DE3, pLysS : F- ompT hsdSB (RB-mB-) gal dem (DE3)
pLysSRARE2 (CamR)). Ces souches sont dérivées du type BL21 et disposent d’un plasmide pRARE2

porteur de genes codant pour des ARNt rares chez E.colli.

1.3.Plasmides de clonage et vecteurs d’expression
1.3.1. Saccharomyces cerevisiae

L’expression chez la levure est basée sur I'utilisation du plasmide pYES2.1° (Invitrogen™) (Figure 20).
Ce vecteur permet la synthése de protéines recombinantes dans la souche INVScl de la levure

Sacchﬂmmyces cerevisiae.

pYES2.1/V5-
His-TOPO"

Figure 20: Le vecteur d'expression pYES2.1 (Invitrogen™)
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L’insertion d’un géne au sein de la cassette de clonage est réalisée grice a la technique
“ Topolsomérase ” (Figure 21). Le clonage des génes Ig7eCe et IgEst3 dans le plasmide pYES2.1 a
permis d’obtenir les constructions plasmidiques nommées pYE-IgTeCe et pYE-IgFs:3.

Sites de reconnaissance de la Topolsomérase I

La topoisomerase I est libérée —t
AGGG . 5 minures / ﬁ =
i température ambiante
0o " T+ —> TN Com—
o FSERGHT a6 Ticce

. ccarr
GGGA
1& Produit PCR amplifi€ par 5 N e .
une Taq polymérase Sl Ligation complétée

Plasmide de clonage TOPO TA

Figure 21: Clonage selon la technique 4 la TopoIsomérase (d'aprés Invitrogen™)
L’expression est placée sous le contréle d’un systtme de répression/induction utilisant le glucose
comme répresseur et le galactose comme agent d’induction. Ce plasmide dispose d’'un gene codant
pour l'uracile permettant une sélection sur un milieu dépourvu de cette base azotée (INVScl étant
auxotrophe pour I'uracile). La protéine produite a I'aide de ce plasmide est pourvue d’une étiquette

poly-histidine a 'extrémité C-terminal.

1.3.2. Escherichia coli
Le plasmide de clonage pJET1.2

Lors du clonage, le plasmide p/ET1.2 (Figure 22) fourni par la société Fermentas™ a été utilisé.

Faql 103 Adel 120

Cspél, Rsal 2474
Tatl, Scal 2473

Hindlll 624

Pvul 2362
BbwCl, Bputol 717
Nsbl 2215 Miatzbdl 722
NmeAlll 2118 i Esp3l 739
Bgll 2109

Cir0l 2075 —4 awesf Mssl 761

Bmrl 2040 g Munl 892

Faul 951
BsaX| 955

Drdl 1204 Lgul 979

Beedl 1588

Cail 1513 PspFl 1406

Figure 22: Le plasmide de clonage p/ET1.2 (Fermentas™)
Il est associé a un kit de clonage CloneJet™ provenant de Finnzyme®. Ce plasmide est porteur d’un
g p y p p
gene “suicide” dont la séquence contient le site de clonage multiple et le site d’insertion des
fragments produits par PCR. Si la ligation est positive et que 'intégrité du géne “suicide” est altérée,
le clone sera en mesure de se développer. Dans le cas contraire, aucun clone ne pourra se développer
pp p PP

pour étre sélectionné.
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Les vecteurs d’expression

Le choix de vecteurs d’expression dans I’hdte E.coli s’est porté sur les vecteurs de la série “ pET” de la
société Millipore™ : pET28a+ et pET52b+. Ces deux vecteurs utilisent le systtme d’induction
IPTG/T7 compatible avec les souches BL21 choisies. Le vecteur pE728a+ (Figure 23) est utilisé afin
de produire une protéine pourvue d’une ou deux étiquettes poly-histidine. L’insertion du gene a

exprimer s’effectue entre les sites de restriction Neol et Notl de la cassette de clonage ou entre les sites

de restriction Ndel et Notl.

Xho I(158)

|Bpu11021(80)
Dra lli(5127)

Nco 1(296)
L Xba 1(335)
- 8gl ll4o1)
S kA903-5358) < " SqrA 442
~ e - Sph lis9)
« -
Pvulaze) A/ \\
Sgf la426) /// P \
\ O\
sma ke o/ // & \\ wi trvzs
/s % \\NBallan)
Clalern) | [ & AL
Nru lia083) | | 3| || BstE ngra0s
3
J pET-28a(+) £ Mapa 220
\ (5369bp) @/
N
X\ = [ /BssH liiis34)
Eco57 1(3772) /[ Ecor vi1s73)
\ / /\ Hpa I(1629)
AN I3840) —\ /
[
%
X e
BssS I(3397) 0 1%y PshA I(1968)
BspLUTH 22y /> < Byl Ii2187)
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Bst1107 lsoo) /] —— \Psp5 Ili2230)
Tih111 (2969)

Figure 23: Le vecteur d’expression pET28a+
Le vecteur pET52b+ (Figure 24) est utilisé afin de produire une protéine pourvue d’une étiquette
poly-histidine clivable en position C-terminal. L’insertion du gene pourra s’effectuer comme pour le

vecteur pE7T28a+ au niveau des sites de restriction Neol et Not/ au sein de la cassette de clonage.
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Figure 24: Le vecteur d’expression pET52b+
1.4.Milieux de culture

1.4.1. Milieu de culture pour Saccharomyces cerevisiae
La culture de la levure s’effectue sur un milieu synthétique minimum supplémenté avec les acides

aminés nécessaires, d’'un sucre comme source de carbone (glucose ou galactose) et dépourvu de la

base azotée uracile. La composition de ce milieu est la suivante : 0,67 % (p/v) d’une base de levure

( 1
1 ¥ )
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azotée, 2 % (p/v) de sucre, 0,01 % (p/v) d’adénine, d’arginine, de cystéine, de leucine, de lysine, de
thréonine, de tryptophane; 0,005 % (p/v) d’acide aspartique, d’histidine, d’isoleucine, de
méthionine, de phénylalanine, de proline, de sérine, de tyrosine et de valine. Ce milieu sera identifié
milieu SC-U. L’ensemble des composants de ce milieu est fourni par la société Sigma-Aldrich™.

Dans le cas d’un milieu gélosé, il sera complété par de I'agar-agar (15 g/L).

1.4.2. Milieu de culture pour Escherichia coli

Le milieu de culture pour bactérie est un milieu Lysogeny Broth (LB) dans sa variation Lennox
comprenant 10 g de peptone, 5 g d’extraits de levure et enfin 5 g de chlorure de sodium par litre de
milieu. L’ensemble des composants de ce milieu provient du fournisseur Sigma-Aldrich™. Ce milieu
sera celui de base a complémenter des antibiotiques nécessaires, et dans le cas d’'un milieu gélosé il

sera complété par de I'agar-agar (15 g/L).

Chaque vecteur utilisé est porteur d’'un géne de résistance a un antibiotique. Ce géne est sous
linfluence d’'un promoteur. La présence de ce géne de résistance va permettre la sélection des
bactéries porteuses de ce plasmide et implicitement du gene véhiculé par le plasmide. Les

antibiotiques utilisés lors de ces cultures (milieux liquide ou gélosé) sont indiqués dans le tableau 19.

Ampicilline 100 pg/mL PIETL.2, pET52b+
Chloramphénicol 34 pg/mL PRARE2
Kanamycine 30 pg/mL PET28a+

Tableau 19: Antibiotiques utilisés

1.5.Conditions de culture et de conservation
1.5.1. Suivi de croissance

La densité cellulaire est estimée par turbidimétrie 2 595 nm. Les mesures de turbidité sont effectuées

par comparaison avec un blanc composé de milieu de culture stérile (LB ou SC-U).

1.5.2. Méthodes de conservation
Conservation avec du glycérol

Les cellules sont mises en culture jusqua une turbidimétrie de 0,8. Pour 800 pL de suspension, un
volume de 200 pL de glycérol & 85 % est ajouté puis le tube est vortexé avant d’étre placé au

congélateur 2 —70°C.
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Conservation en boite de Petri sur milieu gélosé

Apres une culture en milieu liquide de 16 heures, 'ensemencement est réalisé en surface par stries a
l'aide d’une pipette Pasteur sur un milieu gélosé. Les boites de Petri sont ensuite placées a 37°C a
Iétuve jusqu’a apparition de colonies le long des stries. Les boites sont alors fermées par du parafilm

puis conservées a 4°C.

1.5.3. Méthodes de culture de Saccharomyces cerevisiae

Les levures transformées possédant le géne A exprimer dans le vecteur d’expression pYES2.1 sont
transférées depuis un milieu de conservation vers le milieu de culture. La préculture s'effectue dans
un Erlenmeyer de 500 mL contenant 100 mL de milieu de culture SC-U. Le prélévement est réalisé
a 'aide d’une pipette Pasteur et la préculture est mise sous agitation (170 rpm) dans un incubateur a
une température de 30°C pendant 12 heures. A lissue de la préculture, la turbidité & 595 nm est

mesurée.

La culture est alors réalisée dans deux Erlenmeyers de 500 mL contenant chacun 100 mL de milieu
SC-U. Chaque Erlenmeyer est inoculé de maniere a obtenir une turibidimétrie au départ comprise
entre 0,1 et 0,15 a une longueur d’onde de 595 nm. Les cultures sont effectuées en paralléle pour
Iessai et pour le controle positif, fourni avec le plasmide pYES2. 1, dans les mémes conditions que les

précultures.

1.5.4. Méthodes de culture d’Escherichia coli

E. coli est mis en culture en Erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL de milieu LB en présence
d’antibiotiques. La mise en culture s’effectue a partir d’'une préculture réalisée dans 50 mL de milieu
de culture (LB + antibiotique) & 37°C pendant 12 heures. Le lendemain, la turbidité de la suspension
bactérienne est évaluée. Les cultures sont par la suite inoculées et incubées dans les mémes conditions
(turbidité minimum) que celles décrites au paragraphe 1.5.3. Toutes les cultures d’E. coli sont placées
en incubateur a une température de 37°C et avec une agitation de 175 rpm. Des milieux de culture
gélosés en boites de Petri sont également utilisés pour la sélection de clones transformés (clonage et

sous-clonage).
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2. Etude de expression chez Saccharomyces cerevisiae
2.1.Préambule

L’étude de I'expression chez S. cerevisiae est le fruit d’un travail préalable d’isolement et de clonage de
genes réalisé au sein du laboratoire. Le résultat de ces travaux est l'obtention de deux clones

contenant pYE-IgTeCe et pYE-IgEst3. Un séquengage a déja été réalisé.

Le travail de these a été, dans un premier temps, de vérifier I'intégration des génes. Dans un second
temps, 1'étude de |'expression des genes a été entreprise. Les techniques de biologie moléculaire sont
issues ou dérivées des protocoles fournis avec les kits commerciaux. Les techniques de base utilisées
proviennent de protocoles décrits dans “Molecular cloning, a laboratory manual” (Green ez al,

2012).

2.2.Extraction du vecteur pYES2.1 contenant les génes présents dans Saccharomyces
cerevisiae

L’isolement d’ADN plasmidique depuis la levure est effectué en suivant un protocole compatible
avec la souche INVScl (Hoffman and Winston, 1987). Des cultures de levure de 10 mL en milieu
SC-U sont réalisées pendant 16 heures. Une fraction de 2 mL est ensuite transférée dans un
microtube puis centrifugée durant 10 min a 4 000 g & une température de 4°C. Le culot obtenu est
repris dans un volume de 200 pL de tampon de lyse (2% Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl,
10 mM Tris HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA) puis 200 puL de phénol : chloroforme : isopropanol (25
:24 :1). Apres ajout d’'un volume de 200 pL de billes de verre (lavées a I'acide et de diameétre inférieur
4 0,7 mm, fournies par Sigma-Aldrich™), la lyse cellulaire est réalisée par agitation au vortex pendant
2 min. Le tube est centrifugé durant 5 min a 15 000 g a une température de 4°C. La phase aqueuse
est ensuite transférée dans un nouveau tube. L’ajout de 2,5 volumes d’éthanol absolu et de 1/10¢ de
volume d’acétate d’'ammonium (4 M) permet la précipitation de TADN plasmidique. Le mélange
obtenu est incubé 4 -20°C durant 30 min, puis centrifugé a 15 000 g pendant 10 min a 4°C. Le
culot ’ADN est alors récupéré et lavé délicatement avec de I'éthanol 70% puis centrifugé a 15 000 g
avant d’étre asséché. L'obtention d’une préparation d’ADN plasmidique est compléte en reprenant
ce culot dans 30 pL. d’H,O stérile. La qualité et la quantité de TADN plasmidique sont déterminées
par spectrophotométrie & 260 nm et par visualisation sur un gel d’agarose (volume total de dép6t de

10 pL pour 2 pL d’échantillon).
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2.3.Amplification par PCR
La réaction de polymérisation en chaine (PCR), a été mise au point par Mullis ez a/. (1986). Cette
technique permet de cibler et d’amplifier in vitro une région précise de TADN. La région cible est
spécifiquement délimitée par un couple d’amorces. Le principe de la PCR est basé sur la répétition

d’un cycle précis composé des étapes suivantes :

e Une étape de dénaturation, permettant de séparer les deux brins ’ ADN matrice.
e Une étape d’hybridation, permettant 'appariement de 'amorce a la séquence de TADN
matrice qui lui est complémentaire.

e Une étape d’élongation au cours de laquelle PADN polymérase thermostable va synthétiser

ADN depuis extrémité 3°OH de 'amorce dans le sens 5°P vers 3’OH.

A chaque nouveau cycle, les produits d’amplification des cycles précédents servent de matrice 2 la
polymérase, permettant ainsi un doublement du nombre de copies obtenues. La composition du

milieu réactionnel (25 pL) et le programme d’amplification sont décrits dans le tableau 20 A et

tableau 20 B.

ADN matrice (100 pg ’ADN plasmidique) Dénaturation préliminaire de 3 min 4 94 °C

Dénaturation de 1 min a

0,4 pM de chaque oligonucléotide amorce 94 °C

Hybridation de 45

200 pM de chaque dNTP SCCOl}dCS aune
température Tm

d’hybridation

35 cycles comportant successivement:

Synthése I’ADN a 72 °C

1,5 mM de MgSO4 pendant 30 secondes 4 70

secondes (selon la taille du

fragment)
2,5 pL de tampon Vent PCR 10X (New England Biolabs) Synthése ’ADN 4 72 °C pendant 7 min
1 U de Vent” ADN polymérase (New England Biolabs) Refroidissement de chaque milieu réactionnel a 4°C

Tableau 20: A)Composition et B)programme pour la réaction PCR

Cette méthode d’amplification par PCR est réalisée dans un premier temps pour amplifier la région
contenant les geénes [g7eCe ou IgEst3 dans pYES2.1. Elle sera, dans un second temps, utilisée dans
d’autres applications (identifier un insert, RT-PCR). Les différentes températures d’hybridation et
temps d’élongation nécessaires seront indiqués au fur et a mesure de leurs utilisations. Toutes les

amorces sont synthétisées par la société Eurofins MWG.
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2.4. Détermination de la présence d’un insert dans le vecteur pYES2.1
La détermination de la présence d’un insert avant 'envoi au séquencage a été fait par réaction PCR

en choisissant des amorces ciblant le vecteur. Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau 21.

K7EXTRACTFW GCGAAGCGATGATTTTTGAT 20 52,2 Spécifique de pYES2.1
K7EXTRACTRV CTTTTCGGTTAGAGCGGATG 20 53,4 Spécifique de pYES2.1

Tableau 21: Amorces utilisées pour déterminer la présence de I'insert
p p

La réaction PCR a été réalisée dans un volume final de 25 pL. La température d’hybridation utilisée

est Tm=57 °C et le temps d’élongation a été fixé 2 1 min, 35 cycles ont été nécessaires.

2.5.Electrophorése et purification des produits amplifiés

Electrophorése, coloration et visualisation

Les produits PCR ont été systématiquement visualisés et analysés sur gel d’agarose (1,5 % (p/v)) dans
un tampon Tris Acetate EDTA 1X (TAE). Cette solution a été préparée a partir d’une solution mere
TAE 50X contenant par litre, 242 g Tris Base (MM=121,1 g/mole), 57,1 mL d’acide acétique glacial
et 100 mL de solution a2 0,5 M d’EDTA. La taille des fragments a été déterminée a l'aide du
marqueur de taille GeneRuler 1kb DNA Ladder de la société Fermentas™. Les échantillons sont
chargés (5/6° du volume final) avec le tampon 6X DNA Loading Dye (1/6° du volume final) de
Fermentas™. La migration a été réalisée sous une tension constante de 100 V. Afin de visualiser les
fragments d’ADN aux rayons UltraViolet (UV), la coloration des bandes est effectuée par trempage
dans un bain contenant du bromure d’éthidium (BET). La prise de vue est réalisée sous UV sur un

appareil GelDoc™ de BioRad®.

Extraction et purification des produits PCR

Les produits PCR sont séparés sur gel d’agarose avant d’étre purifiés. Le gel d’agarose est incubé dans
un bain de BET durant un temps inférieur 2 5 min puis soumis pour visualisation sur banc UV pour
une durée d’exposition inférieure & 1 min et découpé a laide d’un scalpel. Ces deux temps
d’expositions courts ont permis de prévenir toute altération des fragments ¢’ADN a récupérer. Une
fois découpés, les segments d’agarose contenant les fragments d’ADN sont placés dans des
microtubes. La purification est réalisée a I'aide du kit “GenElute™ Agarose Spin Columns” de la

société Sigma-Aldrich™ dans les conditions préconisées par le fournisseur et permet d’obtenir un
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volume final de 20 a 50 pL de solution. Celle-ci est stockée a -20°C avant utilisation ou envoi sur

plateforme de séquengage.

2.6.Quantification des acides nucléiques
Les échantillons sont quantifiés selon deux méthodes. La premiere se fait par évaluation sur gel. Deux
microlitres des échantillons sont déposés sur gel d’agarose et 'intensité des bandes est comparée a
celle du marqueur. La seconde consiste & quantifier les échantillons d’acides nucléiques par mesure
d’absorbance a une longueur d’onde de 260 nm. Cette longueur d’onde est choisie car les bases
puriques et pyrimidiques absorbent fortement dans l'ultraviolet. La mesure s’effectue dans des
microcuves en quartz a des dilutions appropriées. Pour chaque mesure, un spectre est tracé entre les
longueurs d’onde 250 et 290 nm. La pureté de I'échantillon est évaluée par le rapport des valeurs
d’absorbance 4 260 et 280 nm. Une valeur de ce rapport comprise entre 1,8 et 2,0 permet d’évaluer

une faible contamination en protéines.

2.7 .Expression d'IgTeCe et IgEst3
Pour chaque culture, un suivi de la croissance est réalisé. Lorsque la culture de la souche a atteint une
turbidité comprise entre 0,6 et 0,8, il faut procéder a 'induction. Le glucose (2% p/v) est remplacé
par du galactose (2% p/v) dans le milieu de culture. Apres centrifugation de chaque culture (2 000 g,
10 min, température ambiante), le surnageant contenant le glucose est éliminé. Les cellules sont
resuspendues et agitées délicatement dans un milieu SC-U contenant 2 % de galactose. Une seconde
centrifugation va permettre 'obtention d’un nouveau culot, qui sera repris dans 100 mL de milieu
SC-U contenant du galactose seul. Des l'introduction du galactose dans le milieu de culture, la

culture est considérée comme étant induite, ce point de départ est défini comme le temps zéro

d’induction (T = 0).

L’expression est réalisée pour pYE-IgTeCe/pYE-IgEst3 dans un premier volume de 100 mL de culture
avec ajout de galactose pour I'induction et dans un second volume de culture de 100 mL avec ajout
de glucose (culture non induite). En parallele de 'expression du plasmide pYE-IgTeCelp YE-IgEst3,
deux contrdles ont été réalisés a I'aide d’une construction permettant de produire selon les mémes
conditions la B-galactosidase d'E.coli. Le plasmide utilisé est le pYES2.1-V5-His-LacZ fourni par
Invitrogen™ en complément du plasmide pYES2.1. Comme précédemment, une culture est réalisée
pour le plasmide pYES2.1-V5-His-LacZ avec galactose (contrdle induit) et une culture avec glucose

(contréle non induit).
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A partir du T = 0, toutes les cultures sont mises sous agitation (170 rpm) a 30 °C durant 24 et
60 heures. Les cellules sont récoltées par centrifugation a 4 000 g pendant 20 min a 4°C. Les masses
fraiches des culots de cellules sont alors déterminées. Les culots sont ensuite placés a — 70°C ou

utilisés immédiatement.

3. Etude de expression chez Escherichia coli
3.1.Préambule

L’étude de Pexpression dans 'hote E. coli a été entreprise aprés 'étude de I'expression chez la levure.
Dans un souci de clarté et de non redondance, ce paragraphe regroupe des techniques de biologie

moléculaire propres a I'étude de I'expression chez E. coli.

3.2.Extraction des génes [gTeCe et IgEst3 depuis le plasmide pYES2.1 : protocole
“ K7-extract ”

L’obtention des génes Ig7eCe et IgEst3 depuis le plasmide pYES2.1 est réalisée par PCR comme
décrit au paragraphe 2.4 en utilisant le couple d’amorces K7EXTRACTFW x K7ZEXTRACTRV.
D’extraction des geénes depuis le plasmide pYES2.1 est faite afin d'effectuer le clonage ainsi que le
séquencage depuis un produit PCR. Les produits PCR sont préparés puis purifiés en utilisant le
systeme Sigma-Aldrich™ comme décrit dans le paragraphe 2.5. Une aliquote est ensuite analysée sur

gel pour s’assurer de la purification et de la récupération du produit PCR.

3.3.Clonage et ligation

Les geénes [g7eCe et IgEst3 ont été obtenus a partir du produit PCR “K7extract” en udilisant les
amorces présentées dans le tableau 22. Les codons stop présents dans les genes lg7eCe et IgEst3 ont
’ ’ . 7 b . \ b . . ’ .

été supprimés afin d’exprimer les génes dans des vecteurs d’expression ajoutant une étiquette en
région C-terminal. Cette suppression est réalisée a partir du protocole d’amplification décrit dans le

paragraphe 2.3.

7519-ATG2 ATGGGCGGCCGTCTTCGTCAAAG 23 64,2 Début IgTeCe
7519-STOP2E GAAAAGAGGCTCCAGGATAAGCTCAGGCG 29 64,2 Modification IgTeCe

6895-ATG2 ATGAGCCCTGGTCATGCTCGCGACACTTC 29 62 Début IgFst3
6895-STOP2E GTGCACGATCACGGTCACGTCACGCG 26 62 Modification IgFst3

Tableau 22: Séquences des amorces utilisées pour caractériser et cloner les génes IgTeCe et IgEsz3

Sous l'action de la polymérase, les produits PCR générés disposent d’extrémités franches. Les

produits de ces amplifications sont directement insérés dans le plasmide p/ET1.2 en suivant les
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instructions fournies avec le kit CloneJet” (Fermentas™). La ligation est réalisée dans un volume final
de 20 pL. Dans un microtube, sont introduits 10 pLL de tampon de réaction (2X), 1 pL d’enzyme de
ligation (2000 U/pL) (T4 DNA ligase a haute concentration), 1 pL de produit PCR non purifié
(1pg), 1 pL de plasmide p/ET1.2 (50ng) et enfin 7 pL d’eau distillée stérile dépourvue de nucléase.
L’ensemble est placé & température ambiante pendant 6 min. Le produit de ligation est ensuite

conservé sur glace avant d’étre transféré dans les cellules d’F.coli chimiocompétentes.

3.4.Préparation de cellules d’Escherichia coli et transformation avec le plasmide de
clonage.

Préparation de cellules chimiocompétentes TOP 10

Afin de rendre les bactéries compétentes, c'est-a-dire capables d’accepter un ADN exogene, celles-ci
sont incubées 4 37 °C sur une boite de Petri contenant du milieu LB gélosé. A partir d’une colonie,
un ensemencement est effectué dans un volume de 10 mL de milieu LB, et placé sous agitation a
37°C pendant 15 heures. Le lendemain, une dilution de la préculture au 1/100° est transférée dans
200 mL de milieu LB et remis en culture a 37°C sous agitation. Lorsque la turbidimétrie 4 595 nm
atteint environ 0,5, la culture est transférée dans des tubes coniques de 50 mL. Les tubes sont
maintenus sur la glace pendant 15 min. Aprés centrifugation a 4 000 g durant 10 min a 4°C, les
bactéries sont reprises dans un volume de MgCl, (100 mM). Les cellules sont délicatement
resuspendues et préservées dans la glace durant 30 min. Aprés centrifugation dans les mémes
conditions que celles précédemment décrites, le culot cellulaire est resuspendu délicatement dans
1/20¢ du volume initial avec une solution de CaCl, (85 mM) / glycérol (15 %) et conservé dans la
glace pendant 1 heure. Enfin, en chambre froide, les suspensions sont réparties dans des cryotubes

par volume de 100 pL et stockées a — 70°C.

Transformation par choc thermique

En conditions stériles, 100 pL de bactéries chimiocompétentes TOP 10, préalablement décongelés
dans la glace, sont ajoutés a 5 pL de produit de ligation dans un microtube de 1,5 mL. L’ensemble
est placé sur la glace pendant 30 min. Le transfert du plasmide dans la bactérie est provoqué par un
choc thermique de 45 secondes & 42°C. Le microtube est de nouveau transféré dans la glace et
400 pL de milieu enrichi SOC (tryptone 2%, extraits de levure 0,5 %, NaCl 8,5 mM, KCl 2,5 mM,

MgCl, 10 mM et glucose 20 mM) sont ajoutés avant étalement sur boites de Petri.
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L’étalement s’effectue au moyen de billes de verre stériles sur boites LB-agar complémentées en
antibiotiques nécessaires a la sélection. Deux volumes de 50 et 150 pL de suspension sont

ensemencés. Les boites de Petri sont ensuite incubées 24 heures 4 37°C.

3.5.Extraction de plasmides & partir d’Escherichia coli
3.5.1. Mini préparation de plasmides pour la sélection de clones positifs

Un nombre suffisant de colonies présentes sur boites de Petri a l'issue du temps d’incubation est
prélevé avec la pointe d’un cone stérile de micropipette. Celui-ci est éjecté dans un tube conique de
15 mL contenant 4 mL de LB + antibiotique puis placé sous agitation & 37°C pendant 15 heures. Le
lendemain, I'ensemble des tubes ol un développement s’est produit va étre analysé par la technique
de mini-préparation suivant le protocole “TENS” (Zhou ez al, 1990). Ce protocole suit une
technique de lyse alcaline et permet un isolement rapide des plasmides bactériens. Un prélévement
de 1,5 mL de suspension bactérienne est déposé dans un microtube, le volume de suspension restant
est placé 4 4°C et servira de préculture pour le repiquage des clones positifs. Le microtube est
centrifugé 4 4000 g a température ambiante pendant 10 min. Le surnageant est retiré sans assécher le
culot. Le culot est repris dans 300 pL de tampon TENS (1 M Tris pH 8 (1 %), 20 % SDS (2,5 %),
10 N NaOH (1 %), H;O) puis resuspendu par retournement durant 5 min avant d’ajouter 100 pL
d’acétate de sodium (3 M pH 5,2) et d'homogénéiser & nouveau. Une nouvelle centrifugation est
réalisée dans des conditions identiques, le surnageant est transtéré dans un nouveau tube. La
précipitation est réalisée par I'ajout d’un volume d’éthanol absolu filtré (a 'aide d’un filtre seringue
de 0,22 pm) et froid. Le culot d’ADN, récupéré par centrifugation, est lavé délicatement avec de
I’éthanol 70% et centrifugé une nouvelle fois. L’éthanol 70 % est prélevé délicatement par aspiration
a l'aide d’'une pompe a vide afin d’obtenir un culot asséché. L'obtention d’une mini-préparation
d’ADN plasmidique est compléte en reprenant ce culot dans 30 pL d’H,O stérile. La qualité de la
préparation d’ADN plasmidique est déterminée par visualisation sur un gel d’agarose (dép6t de 2 pL

d’échantillon pour un volume total de dépot de 10 pL).

3.5.2. Midi préparation de plasmides pour sous-clonage et séquengage

Les plasmides sont préparés a partir de plus grandes quantités de cellules. ’”ADN plasmidique est
extrait A partir d’'une culture bactérienne réalisée dans un volume de 50 mL de milieu LB +
antibiotique. Cette extraction est faite a 'aide du kit Wizard Plus Midiprep DNA purification system

(Promega®) en suivant les recommandations du fournisseur. L’élution de TADN est répétée deux fois
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et non regroupée. La qualité et la quantité de TADN sont également déterminées. Ce protocole est

aussi utilisé pour 'obtention d’un échantillon a envoyer sur une plateforme de séquencage.

3.6.Validation d’un clone
La validation de clones permet de vérifier la qualité du clonage et de s’assurer de la présence d’un
fragment inséré au sein d’un plasmide. Cette validation comporte la vérification de plusieurs
parametres par le biais de différentes techniques, la taille de I'insert par digestion enzymatique, son

identité et enfin son intégrité par séquengage.

3.6.1.  Validation par digestion enzymatique

La digestion enzymatique est la technique de base pour la sélection de clones pouvant étre positifs. La
digestion est effectuée sur des échantillons ’ADN plasmidique. Le plasmide p/E71.2 est digéré par
lenzyme HindIII dans un volume total de 20 pL. Dans un microtube de 1,5 mL, sont introduits 50
a 500 ng d’ADN plasmidique, 1 pL d’enzyme de restriction HindIII (Sigma-Aldrich™) (10U/pL), 2
pL de tampon de réaction 10X SB fourni par Sigma-Aldrich™ (10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 5
mM MgCl, pH 8) et de I'eau ultrapure stérile en quantité suffisante pour 20 pL. Le milieu
réactionnel est incubé pendant 1 heure a 37 °C puis inactivé pendant 20 min a 65 °C. La digestion
est controlée sur gel d’agarose par séparation électrophorétique. La taille attendue pour le produit de
digestion linéarisé est de 4 217 bp, correspondant au plasmide p/E71.2 (2974 bp) contenant |'insert
IgTeCe (1243 bp).

3.6.2.  Validation par séquencage

Le séquencage est réalisé en utilisant les amorces du tableau 23. Le résultat du séquencage va

permettre de vérifier l'orientation de la séquence dans le vecteur p/ET1.2.

7519-1L2 CTGCTGCCAGGGATTAAATATGTCTT 26 57,3 Interne a gTeCe
7519-ATG ATGGGCGGCCGTCTTCGTCAAAGCCC 26 68,9 Début IgTeCe
7519-STOP CTAGAAAAGAGGCTCCAGGATAAGCTCAGG 30 61,4 Fin IgTeCe
pJET1.2 Forward CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 23 60,3 Séquengage
pJET1.2 Reverse AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 24 56,3 Séquengage
T7-Promoter TAATACGACTCACTATAGGG 20 47 Séquengage

Tableau 23: Amorces pour le séquengage dans le plasmide p/ET1.2
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3.7.Clonage dans les vecteurs d’expression
3.7.1.  Amplification et ajout de sites de restriction

Deux méthodes sont mises en place pour le clonage du géne Ig7eCe. La premiére méthode a consisté
en I'ajout de sites de restriction aux extrémités d’Ig7eCe. Pour réaliser ces ajouts, le gene [g7eCe a été
amplifi¢ par le couple damorces 7519FWNCOI et 7519RVNOTI et par le couple
7519PTYFWDNDEI et 7519RVNOTTI (Tableau 24). Ces amplifications sont réalisées avec une
température d’hybridation de 60 °C, un nombre de cycle égal 4 35 et un temps d’élongation fixé a 70
secondes. Deux constructions ont donc été prévues : une avec les extrémités Ncol en 5° et Notl en 3’
et Pautre avec les extrémités Ndel en 5’ et Notl en 3’. Ces amplicons pourront étre insérés dans les

vecteurs d’expression pET28a+ et pET52b+.

7519FWNCOI CGACCATGGGCGGCCGTCTTCGTC 24 67,8 Ajout site de restriction
7519PTYFWDNDEI CGACATATGGGCGGCCGTCTTCGTC 25 65,5 Ajout site de restriction
7519RVNOTI CGAGCGGCCGCGAAAAGAGGCTCCAGGA 28 71,1 Ajout site de restriction

Tableau 24: Amorces pour I'ajout de sites de restriction A IgTeCe
La seconde méthode va utiliser les sites de restriction disponibles sur le plasmide de clonage p/ET1.2.
Des bouts cohésifs formés de part et d’autre du gene [g7eCe permettront ainsi le clonage dans les

vecteurs d’expression (Geszvain and Tebo, 2010).

3.7.2. Digestion enzymatique pour I'insertion dans un plasmide d’expression

Les enzymes de restriction utilisées (Ncol, Notl, Ndel) ont été fournies par Fermentas® et par
Sigma-Aldrich® (10 U/pL). La digestion des plasmides a été réalisée par adaptation des protocoles
proposés par les fournisseurs. Le tableau 25 précise les sites de restriction pour le sous-clonage dans

les différents vecteurs d’expression.

PET28a+ Ncol Notl Hiss en C-terminal

PET28a+ Ndel Notl Hiss en C-terminal et N-terminal

PET52b+ Neol Notl Hisio+site de clivage a la

thrombine en C-terminal

Tableau 25: Sites de restriction pour le sous-clonage en plasmide d’expression
La digestion des plasmides est effectuée dans un volume final de 50 pL en présence de 15 pL de
vecteurs a digérer, 10% v/v d’enzyme de restriction, 30% v/v de tampon de digestion. L’ensemble est
complété par de I'eau distillée stérile. La digestion des produits PCR est effectuée en ajoutant 6,5%

v/v d’enzyme de restriction et 6,5% v/v de tampon de digestion & 10 pL de produits PCR. De I'eau
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distillée stérile est ajoutée pour obtenir un volume final de 30 pL. Chaque milieu réactionnel est
incubé a 37°C pendant 90 min. Les milieux réactionnels sont par la suite inactivés & 80°C pendant
25 min. Une aliquote de 10 pL est déposée sur gel d’agarose afin de vérifier la bonne digestion des

fragments, si tel est le cas une extraction du fragment est réalisée.

3.7.3. Ligation et transformation

La ligase T4 de NEB® a été privilégiée pour la réalisation de la ligation des inserts dans les plasmides
d’expression. Lors de cette étape, les recommandations du fournisseur ont été utilisées. La réaction a
été réalisée dans un microtube de 1,5 mL avec un volume final de 20 pL. Le tampon fourni avec
Penzyme permet lapport I’ATP (1mM final), molécule essentielle a la réaction. La ligation s’effectue
en présence du tampon en concentration finale 1X, de l'insert, du vecteur et 1 pL de ligase (400
U/pL). Deux proportions entre 'insert et le vecteur ont été testées, 'une avec la proportion 4/1 et
Pautre 2/1. Le tube est par la suite incubé a température ambiante pendant 1 heure. La validation des
clones dans les souches de clonage puis les souches d’expression suit les protocoles décrits dans les

paragraphes 3.4, 3.5.1, 3.5.2 et 3.6.

3.8.Validation de I'insertion dans les plasmides d’expression
3.8.1.  Validation par séquengage

Le séquencage est réalisé comme au paragraphe 3.6.2. Les travaux de séquencage ont utilisé les

amorces du tableau 26.

7519-1L2 CTGCTGCCAGGGATTAAATATGTCTT 26 57,3 Interne & [g7eCe
7519-ATG ATGGGCGGCCGTCTTCGTCAAAGCCC 26 68,9 Début IgTeCe
7519-STOP CTAGAAAAGAGGCTCCAGGATAAGCTCAGG 30 61,4 Fin IgTeCe
T7-Promoter TAATACGACTCACTATAGGG 20 47 Séquengage pET28/pET52
T7-Term CTAGTTATTGCTCAGCGG 18 49,7 Séquengage pET28/pET52

Tableau 26: Amorces pour le séquengage dans les plasmides d’expression

3.9.Préparation de cellules d’Escherichia coli BL21 et transformation avec les
plasmides d’expression

3.9.1.  Préparation de cellules électrocompétentes

A partir d’'une préculture en milieu LB, 5 mL sont transférés dans un volume de culture de 500 mL
de milieu LB. La culture est placée sous agitation a 37°C jusqu'a atteindre une turbidimétrie a 595
nm comprise entre 0,5 et 0,7. La suspension cellulaire est alors placée dans la glace pendant 20 min.

Apres centrifugation 2 4 000 g durant 15 min a une température de 4°C, le culot est resuspendu dans
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500 mL d'une solution stérile d'eau déminéralisée a 10 % de glycérol (v/v) et de nouveau centrifugé
dans les mémes conditions. Le culot obtenu est resuspendu dans 250 mL de la méme solution a 10
% de glycérol (v/v) et une nouvelle centrifugation est réalisée. Le culot est resuspendu dans 20 mL de
solution a 10 % de glycérol (v/v). Apres centrifugation, le culot obtenu est resuspendu dans 1 2 2 mL
de solution a 10 % de glycérol (v/v), les suspensions sont réparties dans des cryotubes par volume de

100 pL et stockées a — 70°C.

Transformation par choc électrique

En condition stérile, 100 pL de bactéries électrocompétentes sont ajoutés a 5 pL de produit de
ligation. L’ensemble est placé dans une micro-cuve d’électroporation de 2 mm (préalablement
refroidie dans la glace). La cuve d’électroporation est ensuite placée dans I’électroporateur
(Electroporator 2510 da la société Eppendorf). Les conditions d’électroporation sont fixées a 23
kV/em. Limpulsion électrique est immédiatement suivie de 'ajout de 400 pL de milieu SOC. Une
fois que I'ensemble des électroporations a été réalisé, les suspensions obtenues sont de nouveau
placées dans des microtubes de 1,5 mL avant d’étre mis sous agitation & 37°C pendant une heure. La

suspension obtenue est directement ensemencée par étalement sur boite de Petri.

3.9.2. La culture d’Escherichia coli — tests d’expression

D’expression est étudiée dans différentes conditions. Chaque clone d’expression (association d’un
plasmide d’expression contenant la séquence Ig7eCe et d’'une souche d’expression) dispose d’un
systtme d’induction a 'IPTG. L’induction, a partir d’une solution meére 2 1 M d’'IPTG, est réalisée
directement dans le milieu de culture lorsque la densité cellulaire atteint une turbidimétrie comprise
entre 0,6 et 0,8 4 595 nm. Le tableau 18 décrit I'ensemble des conditions d’expression testées pour
Pexpression du gene Ig7eCe chez E.coli. Pour chaque clone d’expression, la préculture est réalisée a
une température de 37 °C sous agitation alors que les cultures se feront a plusieurs températures.
Chaque culture induite et non induite est réalisée en triplicat. Les différents paramétres testés pour
les cultures induites sont indiqués dans le tableau 27. Les cultures non induites sont traitées dans les

mémes conditions sans IPTG.
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Température durant Concentration finale
Temps d’induction Choc induction
induction IPTG

37°C 3; 6; 8 heures 0,4 mM;1 mM Aucun
PET28 Rosetta™ 2 30°C 8 heures 1 mM Bain eau tempérée
16°C 16 heures 1 mM Mélange eau-glace

PET28 Star™2 37°C 3; 6 heures 1 mM Aucun

37°C 3; 6 heures 0,4 mM; 1 mM Aucun
PET52 Rosetta™ 2 30°C 8 heures 1 mM Bain eau tempérée
16°C 16 heures 1 mM Mélange eau-glace

Tableau 27: Conditions d'expression testées
Dans le cas d’une induction a 30 °C, les Erlenmeyers sont placés une fois la turbidité voulue atteinte
dans un bain d’eau tempérée 4 30 °C sans agitation pendant 30 min avant I'ajout d'IPTG. De la
méme maniére pour la culture induite 4 16 °C, les Erlenmeyers sont placés pendant 30 min dans un

mélange eau/glace pour diminuer drastiquement la température du milieu avant induction.

A Tissue des temps d’induction, la densité cellulaire est estimée et la biomasse est récupérée par
centrifugation 4 4 000 g pendant 20 min a 4°C. Les culots de cellules sont alors pesés avant d’étre

placés a — 70°C ou utilisés immédiatement.

4. Recherche de transcrits (RT-PCR)
4.1.Préparation d'ARN totaux

La préparation d’ARN total, dans le but d'effectuer une étude RT-PCR, a été entreprise pour vérifier
la présence du transcrit Ig7eCe ou IgEst3 lors d’une culture induite et son absence pour une culture
non induite. Les ARN totaux ont été extraits a la fois pour les clones de levure et pour les clones de
bactéries grice au kit SV-total RNA de Promega™ en suivant les instructions du fournisseur
indiquées dans le tableau 28. Les modifications du protocole ont été apportées pour la lyse de chaque
type cellulaire en suivant les informations complémentaires fournies et en utilisant pour la levure la

lyticase (50 U) et pour la bactérie le lysozyme (0,5 mg/mL).
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ARN total depuis la levure S. cerevisiae ARN total depuis la bactérie E. coli

50 mg de cellules sont repris dans 100 pL de tampon SEB ("Sorbitol Les 50 mg de cellules sont repris dans 100 pL de TE (Tris-EDTA) pH 8,0
EDTA Buffer" ; 1M sorbitol, 0,1M EDTA (pH 7,4)), et incubés avec de contenant 0,5mg/mL de Lysozyme et incubés & température ambiante
la lyticase (50 U final) pendant 30 min a 30 °C. durant 10 min

Ensuite, 75 pL de tampon de lyse (kit promega) et 350 pL de tampon de dilution d'ARN sont ajoutés et une agitation douce est effectuée durant 5 min.

La suspension est alors centrifugée a vitesse maximum et a température
Une suspension éclaircie est obtenue a I'issue de I'agitation et est transférée
ambiante, le surnageant est transféré dans un nouveau tube contenant 200
dans un nouveau tube contenant 200 pL d’éthanol absolu

pL d’éthanol absolu

Tableau 28: Usages spécifiques du kit d'extraction d'ARN total Promega
Le mélange est alors transféré sur I'assemblage de colonne fourni par le kit Promega. Aprés une série
de centrifugations et de lavages, les échantillons sont traités a la DNase I dans les conditions du kit.
Enfin, PARN total est récupéré par ajout de 100 pL d’eau dépourvue de DNase ou de RNase et placé
a-20°C.

4.2.Obtention de la matrice ADN complémentaire
L'ADNc a été obtenu grice au kit RT-PCR Phusion® de la société Fermentas™. La transcription
inverse, réaction qui consiste a obtenir une molécule ’ADN depuis une matrice constituée d’ARN a
été réalisée par la “reverse transcriptase” M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas™). Les
fragments ’ADN générés sont appelés ADN complémentaires (ADNCc) et ont été a leur tour utilisés
comme matrice afin d’effectuer une amplification spécifique d'un ADNc précis. Dans un microtube
PCR, 4 pL d'ARN total (1 pg) sont introduits, puis 1 pL d'un mélange de INTP (0,5 mM final) et
1 pL d'amorces oligo-dT (100 ng final). L'ensemble est complété par 4 pL d'eau ultrapure traitée
contre les nucléases. Le mélange est incubé pendant 5 min 4 65 °C dans le thermomixeur de maniere
a prédénaturer 'ARN. Deux microlitres de tampon de rétrotranscription (10X), 2 pL d’un mélange
enzymatique contenant la transcriptase inverse et 6 pL d'eau distillée stérile sont introduits dans le
tube. Celui-ci est placé de nouveau dans le thermomixeur pendant 10 min a 25 °C (extension
d'amorce), 30 min a 40 °C (synthé¢se ADNc), 5 min a 85 °C pour terminer la réaction. Enfin, le

mélange est ramené a 4°C pendant 20 min.

4.3.Evaluation de la RT-PCR
La réaction de RT-PCR génére des fragments amplifiés qui sont analysés par migration
électrophorétique en gel d’agarose (1,5 % (p/v)) dans un tampon Tris Acetate EDTA 1X (TAE). La
taille des fragments est déterminée a 'aide du marqueur de taille GeneRuler 1 kb DNA Ladder de la

société Fermentas™. Les échantillons sont chargés (5/6° du volume final) avec le tampon 6X DNA
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Loading Dye (1/6e du volume final) de Fermentas™. La migration est réalisée sous une tension
constante de 100 V. Afin de visualiser les fragments ’ADN aux rayons UltraViolet (UV), le gel
d’agarose est trempé dans un bain contenant du bromure d’éthidium. La prise de vue est réalisée sous
UV sur un appareil GelDoc™ de BioRad®. La taille attendue du produit RT-PCR est validée en la
comparant a celle obtenue a partir du plasmide d’expression contenant le géne. Les amorces testées

sont présentées dans le tableau 29.

6895-ATG2 ATGAGCCCTGGTCATGCTCGCGACACTTC 29 62 Début IgFst3
6895-STOP2E GTGCACGATCACGGTCACGTCACGCG 26 62 Fin IgEst3

7519-ATG2 ATGGGCGGCCGTCTTCGTCAAAG 23 64 Début IgTeCe
7519-STOP2E GAAAAGAGGCTCCAGGATAAGCTCAGGCG 29 64,2 Fin IgTeCe

Tableau 29: Amorces PCR pour la RT-PCR

5. Techniques de biochimie

5.1.Extraction des protéines de Saccharomyces cerevisiae

Les protéines ont été extraites depuis la levure par sonication avec I'appareil Hielscher UP50H.
Chaque culot est pesé et pour chaque gramme de cellule un volume de 4 mL de tampon de lyse est
utilisé. Différents tampons de lyse ont été testés et deux séries de cycles de sonication sont nécessaires
pour extraire les protéines (Tableau 30). La premicre série appelée “ présonication ” est composée de
5 cycles de sonication de 45 secondes, chaque cycle étant précédé d’une pause de 60 secondes sur
glace. La seconde série de cycles permet, apres fragilisation de la cellule de levure, d’obtenir un lysat
éclairci. Elle est identique a la premiére. La lyse des cellules de levure est vérifiée au microscope
optique (comptage en cellule de Malassez). Les lysats obtenus sont centrifugés a 25 000 g pendant 45

min a 4°C. Le culot est préservé a -70°C et les surnageants en aliquotes a -20°C.

Tampon 1 100 mM Tris HCI, 50mM NaCl

Tampon 2 100 mM Tris HCI, 100 mM KCI SmM 2-mercaptoéthanol
Tampon 3 20 mM HEPES, 100 mM KCI &

Tampon 4 20 mM HEPES, 50 mM NaCl 3 mM benzamidine, pH 8
Tampon 5 20 4 100 mM phosphate de sodium

Tableau 30: Tampons de lyse utilisés pour 'extraction de protéines de levure
5.2.Extraction des protéines d’Escherichia coli
D’extraction des protéines depuis les culots cellulaires de bactéries a également été réalisée par

sonication. La préparation a été préalablement refroidie dans la glace pendant 30 min avant
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sonication. La sonication a été faite avec 'appareil Hielscher® UIS 250. Chaque culot cellulaire a été
resuspendu dans un volume de tampon proportionnel a la masse fraiche de cellules (6 mL/g). Les
suspensions de cellules en tampon de lyse (Tableau 31) sont soniquées par cycle de 30 secondes
d’impulsion puis 45 secondes de repos sur glace jusqua éclaircissement des suspensions cellulaires.
Un double contrdle a été réalisé afin de confirmer le bon cassage des cellules (coloration de Gram et
mesure de turbidité). Une fois le lysat obtenu, celui-ci est centrifugé pendant 45 min a 25 000g
(4°C). Les surnageants sont préservés en aliquotes a -20°C tandis que le culot de débris est traité par

extraction en tampon dénaturant.

Tampon de lyse ‘ Composition

Tampon 1 100 mM Tris HCI, 500mM KCI., ?mM 2-mercaptoéthanol
& 1 mM benzamidine, pH 8

Tampon 2 50 mM phosphate sodium, 300 mM NaCl, pH 8

Tampon 3 PBS 1x (Sambrook ez 2/. 2001) pH 8

Tampon 4 TrisHCI 50mM, pH 8

Tableau 31: Différents tampons de lyse utilisés sur les cellules d’E. coli

Extraction en tampon dénaturant

Les tampons dénaturants testés sont issus des différents tampons de lyse décrits dans le tableau 23
dans lesquels 8 M d’urée sont ajoutés. Apres lyse en tampon non dénaturant, le culot réservé a —
70°C a été resuspendu dans une solution (750 pL/g de culot cellulaire au départ) de tampon
dénaturant. L'ensemble a été placé sous agitation a température ambiante (25°C) pendant 60 min
(750 rpm). Les microtubes contenant les échantillons sont centrifugés durant 25 min a 25 000 g. Le
surnageant est préservé pour analyse en gel de polyacrylamide (en condition dénaturante) ou en Dot

Blot de la méme maniere que pour les échantillons obtenus en condition non dénaturante.

5.3.Dosage de protéines
La quantité de protéines totales pour chacun des échantillons obtenus a été dosée par la méthode de
Bradford (Bradford, 1976). Le réactif de Bradford provient de la société Bio-Rad. Les mesures ont
été faites dans des micro-cuves de 1 mL. Une courbe standard est obtenue par utilisation de sérum

d’albumine bovine (SAB). Les concentrations de SAB sont comprises entre 0 et 25 pg/mL.

5.4.Séparation électrophorétique
5.4.1. SDS-PAGE
L’électrophorese en gel de polyacrylamide est réalisée selon Sambrook et Green (Tableau 32) (Green

et al., 2012). La solution de polyacrylamide a été fournie par la société Roth. L’électrophorese a lieu
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en condition dénaturante, en présence de sodium dodécylsulfate (SDS) qui donne aux protéines une
charge globale négative et permet de les séparer selon leur taille. Les gels sont préparés entre deux
plaques de verre (épaisseur de gel 0,75 mm) a l'aide d’un appareil Bio-Rad” Protean 3. Les cuves
d’électrophorese sont également fournies par BioRad. L’électrophorese est réalisée dans un tampon
de migration 1X préparé & partir d’une solution mere 10X contenant 144 g de glycine, 30 g de
tris-base et 10 g de SDS par litre d’eau distillée (TGS 1X, pH 8,3). Un volume compris entre 10 et
25 pL selon 'échantillon est déposé dans les puits. Les protéines sont dénaturées dans le tampon
décrit par Laemmli (Tris-HCl 100 mM pH 8,5 mM 2-mercaptoéthanol, 10 % Glycérol, 2 % SDS)
et placées pendant 8 min a 98°C. La migration est réalisée a température ambiante dans un champ

électrique (200 V) en présence de tampon de migration pour une durée de 50 min (Laemmli, 1970).

Gel de séparation 12 % Gel de concentration 4,25 % Tampon de migration

Solution d’Acrylamide/BisAcrylamide (37,5/1)
Solution d’Acrylamide/BisAcrylamide (37,5/1) 30% :
30% : 750 pL Tris : 25 mM
8,0 mL
TrisHCI pH 6,8 0.5 M : 750 uL
Tris HCI pH 8,8 1.5 M : 5,0 mL
H>O:3,6 mL Glycine : 192 mM
H>O : 6,6 mL
SDS (10%) : 50 uL
Sodium Dodécyl Sulfate (10%) : 200 pL
APS (10%) : 50 pL SDS: 0,1%
Peroxydisulfate d’ammonium (APS) (10%) : 200 pL
Temed : 25 pL
Tetramethylethylenediamine (Temed) : 40 pL

Tableau 32: Composition des gels et tampons nécessaires a 1'électrophorése de protéines
Un marqueur de poids moléculaire est utilisé a chaque électrophorese de protéines. Si le gel n’est pas
transféré sur membrane, un marqueur non coloré sera utilisé. Dans le cas contraire, un marqueur

pré-coloré permettra de vérifier le transfert. Les références et visualisations des différents marqueurs

de poids moléculaire sont présentées dans le tableau 33.

SMO0661 Unstained (Fermentas) SMO0441 Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range
(Fermentas) (Bio-Rad®)
Gel - :$ a Blat Protein Source
— . kba f-galactosidase E.cali .
E Bovine serumr albumin  bovioe plasma
- ~120
i W -85 . ) ) |- 125
51 — h— Ovatbumin chicken egg while L on
— 4 ——
- %0 Carbonic anhydrase  bovine erythrocyles
. S . 582
‘ — .35 B-actaglobufin bavine mitk
) - o L1
- 25 Lysozyme chicken egg white e |
1y — o
N — m — —
- I - | —6.a
§16% Tris-giycing SUS-PAGE

Tableau 33: Marqueurs de tailles utilisés pour les électrophoréses de protéines
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5.4.2. Coloration des protéines

Toutes les phases d’incubation sont effectuées sous agitation. La coloration des protéines sur
SDS-PAGE est réalisée immédiatement apres migration du gel par incubation dans un bain de
fixation (20 mL/mini gel) composé de 2 % d’acide phosphorique et 50 % d’éthanol pendant une
nuit. Le gel est ensuite incubé 2 fois 30 min dans un bain de ringage (méme volume). Le bain de
rincage est composé de 2 % d’acide phosphorique. Le gel est ensuite placé dans un bain de
pré-trempage composé de 2 % d’acide phosphorique, 17 % d’éthanol et 15 % de sulfate
d’ammonium. Aprés 15 min d’agitation, 150 pL de solution de coloration contenant 0,05 % de Bleu
de coomassie R 250 (préparé en éthanol absolu) sont ajoutés. Le gel est incubé jusqu’a apparition de
bandes protéiques. Une fois que les bandes sont correctement colorées, le gel peut étre décoloré dans

un bain d’eau distillée en présence d’un papier absorbant afin de retenir I'excédent de colorant.

5.5.Détection immunologique
5.5.1. Dot blot

Le Dot blot permet de détecter, et d’identifier les échantillons protéiques contenant la protéine
d’intérét. La protéine d’intérét sera repérée par hybridation spécifique d’un anticorps donné. Une
peroxydase est présente sur I'anticorps et une réaction chromogene permet alors de visualiser la
présence ou non de la protéine recherchée. L’analyse s’effectue dés 'obtention d’extrait protéique ou
a partir d’extraits conservés a -20°C. Une membrane de nitrocellulose est utilisée de maniére a
immobiliser extrait protéique. Cette immobilisation est réalisée par dépot et séchage (a température
ambiante) de 4 pL d’extrait protéique. Le dépot devra seffectuer délicatement et lentement de
manié¢re 2 minimiser 'étendue du dépot et le bruit de fond. Aprés séchage de la membrane, 10 mL
d’une solution de blocage composée de 5 % SAB dans du PBS-Tween (0,5%) sont ajoutés. La
saturation s’effectue sous agitation durant une heure a4 température ambiante ou une nuit a une
température comprise entre 4 et 8 °C. A l'issue du temps de saturation, la solution de blocage est
retirée et la membrane est incubée trois fois 10 min dans le méme volume de solution de PBS-Tween
seul. La membrane est mise sous agitation pendant 4 a 5 heures avec 'anticorps primaire couplé a la
péroxydase de raifort (HRP) (1/5000°) dans la solution de blocage. L’hybridation est révélée par
action de 'HRP sur le réactif (DiaminoBenzidine) DAB du kit Invitrogen™. Apres trois lavages de
10 min dans une solution de PBS-Tween puis deux fois 10 min dans du PBS seul, la membrane est
séchée 30 secondes a lair. Le kit DAB Invitrogen™ permet de révéler la présence de protéines

détectées par I'anticorps Anti-His.
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5.5.2. Western blot

Le Western blot vient compléter Iélectrophorése sur SDS-PAGE. A la suite de la migration, le haut
du gel est enlevé. La partie séparative du gel de polyacrylamide est alors déposée en contact de la
membrane de nitrocellulose (Biorad®) préalablement imbibée de tampon de transfert (Tris Glycine
SDS 1X, 20% éthanol). L'immobilisation des protéines séparées par électrophorése sur la membrane
est réalisée par électrotransfert. Les protéines chargées négativement se transférent depuis le gel vers la
membrane placée du cdté de la cathode. Cette étape utilise un syst¢me de transfert MiniTransBlot
(Biorad®) a une tension de 100 V pendant 1 heure. Le transfert a lieu en présence d’'un bloc
réfrigérant et d’une agitation magnétique pour éviter toutes interférences ioniques et de température
comme recommandé par le fournisseur. A l'issue du transfert, la membrane est traitée de la méme
maniére qu'a la suite du dép6t d'échantillon et du séchage décrits pour le Dot blot. Une fois la bande

révélée, la membrane est & nouveau placée dans du tampon PBS pour stockage et prise de vue.

5.6. Chromatographie et purification
5.6.1.  Préambule

La purification des protéines a été réalisée par chromatographie d’affinité. Le gene [g7eCe est en effet
cloné dans deux vecteurs d’expression permettant la production de la protéine Ig7eCe avec une
étiquette poly-histidine. Le gene [gFsz3 est également cloné dans un vecteur d’expression permettant
la production de la protéine IgEsz3 avec une étiquette poly-histidine en C-terminal. Dans I'ensemble
des constructions, cette étiquette est composée de 6 ou 10 histidines et a une forte affinité pour les

ions divalents comme le cobalt ou le nickel.

Deux systtmes de chromatographie ont été testés. Le premier utilise la force centrifuge par
lintermédiaire de microcolonnes centrifugeables “ Spin Column” fournies par la société
Sigma-Aldrich™ et le second utilise la pression atmosphérique dans des colonnes en polypropyléne
“ Midi-prep ” de la société Bio-Rad™. Selon le systeme choisi, les volumes de résine testés varient
entre 50 et 2 000 pL. Deux résines ont été testées. La premiére a été congue a partir de I'ion Nickel
de référence HIS-Select®Nickel Affinity Gel de Sigma® appelée « NiINTA » et la seconde & partir de
I'ion Cobalt de référence HiTrap™ TALON® Superflow™ de GE Healthcare™ appelée « TALON ».

——
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5.6.2.  Tampons utilisés
La composition des différents tampons utilisés reprend celles des tampons de lyse. Tous ces tampons
doivent étre conservés a 4°C et maintenus sur la glace pendant le procédé de purification. La

purification par affinité a fait 'objet de nombreuses conditions expérimentales (Tableau 34).

Tampon recommandé Tampon
Nature du tampon Tampon de lyse 1 avec les résines de Tampon de lyse 2 recommandé pour
purification tester l'activité
100 mM Tris HCI, 500mM 50 mM phosphate
Composition du tampon PBS 1x (Sambrook ez | TrisHCI 50mM, pH
KCl, 5mM 2-mercaptoéthanol sodium, 300 mM
de base al. 2001) pH 8 8
& 1 mM benzamidine. pH 8 NaCl. pH 8
Equilibration / Lavage 0 mM
Elution 1 20 mM Concentration finale
Elution 2 50 mM d’Imidazole dans le
Elution 3 250 mM tampon de base
Nettoyage colonne 1M
Dénaturation Tampon de Laemmli

Tableau 34: Tampons utilisés pour la chromatographie d’affinité
5.6.3. Procédure de purification
Les échantillons de protéines purifiées ont été préparés en suivant et adaptant les protocoles fournis

par les fabricants Sigma-Aldrich™ et GE Healthcare™.

Les volumes 2 utiliser au cours de la chromatographie ont été établis sur la base du volume de résine
utilis¢ (Column Volume: CV). Les volumes de tampons utilisés a chaque étape de la
chromatographie seront exprimés en nombre de CV. Dans un premier temps, le volume CV de
résine est placé dans le syst¢me de purification et 10 CV du tampon de base sont utilisés pour rincer
la résine et ainsi retirer la solution de stockage. Dans un second temps, la résine est équilibrée par 5
CV de tampon d’équilibration. Une fois les volumes de tampon éliminés, la résine est resuspendue
dans 1 CV de tampon d’équilibration et est incubée avec 1 CV (100 pg a 1mg) d’extrait protéique
dans un tube. L’ensemble est placé & température ambiante sous agitation pendant une heure. Cette
étape a permis de maximiser I'interaction entre la résine et les protéines susceptibles de s’y attacher. A
lissue de I'agitation, le mélange est replacé dans la colonne et la fraction non retenue est récupérée.
La résine est par la suite lavée par 10 CV de tampon d’équilibration et I'ensemble des fractions est
récupéré et analysé en tant que “lavage”. L’élution des protéines est réalisée a différentes

concentrations d’Imidazole (Tableau 34), chaque volume d’élution est récupéré. Pour chaque essai
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de chromatographie, une aliquote de chaque fraction (non retenu, lavages, élutions) est analysé par

SDS-PAGE et Western blot.

6. Caractérisation des enzymes
6.1.Concentration et dialyse

Concentration

Les échantillons protéiques ont été concentrés sur membrane par centrifugation. Les membranes
(Vivaspin 500 et Vivaspin 15 de la société Sartorius™) ont permis une séparation des molécules de
poids moléculaire inférieur et supérieur a3 30 kDa. Chaque échantillon est déposé en suivant la
procédure recommandée par Sartorius. Un volume de 400 pL de solution protéique est soumis a
plusieurs centrifugations de maniere a obtenir un volume de 50 pL dans le systéme Vivaspin 500. Le
systéme Vivaspin 15 a été utilisé avec un volume d’échantillon de 3 mL permettant d’obtenir 250 pL

d’échantillon concentré apres centrifugation.

Dialyse

Les échantillons ont été dialysés a travers des membranes SpectrumLabs (Spectra/Por 1 - 6-8 kDa).
Les extraits protéiques issus d’E. coli sont dialysés contre le tampon 4 (Tableau 26) tandis que ceux
issus de S. cerevisiae contre le tampon 5 (Tableau 25). Des volumes d’extraits de 3 4 5 mL ont été
introduits dans des boudins de dialyse puis mis sous agitation a 4°C durant 24 heures dans un bécher

contenant 1 L de la solution de dialyse.

6.2.Recherche d’activité
6.2.1. Test d’hydrolyse de substrat gélosé

L'activité lipolytique des extraits protéiques des levures ou des bactéries modifiées a été testée sur des
émulsions gélosées de tributyrine (10 %), de trioléine (2 %), du Tween 20 (2 %) et du Tween 80
(2 %). Les substrats sont préparés dans du tampon phosphate de sodium 20 mM ou 50 mM,
supplémenté de 1,5 % (p/v) d'agar. Les solutions sont émulsionnées par sonication puis chauffées
jusqu'a ébullition avant d'étre coulées en boites de Petri ou en microplaques. Apres séchage, I'extrait
protéique est déposé et incubé a4 30 °C et a 37 °C. La présence d'une activité lipolytique
extracellulaire doit se traduire par l'apparition d'une zone claire résultant de 'hydrolyse des substrats
émulsionnés (pour la tributyrine). La visualisation de la région hydrolysée peut étre accentuée en
présence de bleu victoria (pour le Tween 20 et 80) ou de rhodamine (pour la trioléine). Pour chaque
milieu et condition testés, un témoin positif est réalisé avec une enzyme lipolytique commerciale, la

lipase F (Amano Enzyme Europe) extraite de Rhizopus oryzae. Des témoins négatifs sont réalisés en
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utilisant la construction pYES2. 1-V5-His-LacZ pour la levure et en utilisant une culture non induite

pour la bactérie.

La recherche d’activité sur les extraits protéiques d’Ig7eCe a également été réalisée sur milieu solide
contenant des émulsions de tributyrine (2 % p/v) par zymogramme. Le protocole d’électrophorese en
gel de polyacrylamide est appliqué, sans I'étape de dénaturation des extraits protéiques par la
température. Apres migration, le SDS est éliminé par lavage du gel deux fois 15 min avec un tampon
Tris HCI 20 mM pH 6,4 contenant 0,08 % (p/v) de NaOH, 0,25 % (p/v) d’acide maléique et 25 %
(v/v) d’isopropanol et une fois 15 min avec le méme tampon mais dépourvu d’isopropanol. Le gel est
ensuite déposé sur une boite de Petri contenant le milieu solide décrit plus haut. L’incubation est

réalisé 2 37°C jusqu’a apparition de zones de lyse.

6.2.2. Test d’hydrolyse de substrat chromophore

La détection de I'activité lipolytique a été également réalisée par des tests colorimétriques. Différents
esters de para-nitrophényle synthétiques ont été testés: le para-nitrophényle butyrate C4 (p-NPB),
octanoate C8 (p-NPO), laurate C12 (p-NPL), palmitate C16 (p-NPP). L'activité d’une enzyme
lipolytique provoque un clivage de la liaison ester et libére l'acide correspondant et le

para-nitrophénol de couleur jaune mesurable par spectrophotométrie 4 410 nm.

Le test d’activité utilise les différents esters de para-nitrophényle & 16,5 mM préparés dans
Iisopropanol. Le mélange réactionnel est composé d’1 volume de cette solution de substrat et de 9
volumes de tampon Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) contenant 0,4% (v/v) de Triton X-100 et 0,1%
(p/p) de gomme arabique (Pencreac'h and Baratti, 1997). Le mélange réactionnel est placé a 37 °C.
La réaction démarre avec I'ajout de l'enzyme (Lipase F en tant que contréle positif ou échantillon

protéique) préparé dans du tampon Tris HCl 50 mM (pH 8,0).

6.3.Composition des lipides
6.3.1. Extraction des lipides totaux

D’extraction est réalisée sur le culot d’une culture de 50 mL d'E. coli. Celui-ci est resuspendu dans
un mélange contenant 200 pL d'eau osmosée, 2 mL de méthanol et 1 mL de chlorofome. Pour la
quantification, au lieu d'utiliser 1 mL de chloroforme, 1 mL de solution chloroformique d'étalon
interne est ajouté. Apres broyage dans un tube de dounce, la suspension est incubée toute la nuit
sous agitation pour extraire les lipides. La phase inférieure chloroformique est récupérée dans un tube

a méthyler. Le chloroforme est ensuite évaporé a sec sous flux d'azote.
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6.3.2. Saponification et méthylation

Les acides gras doivent étre sous forme d'esters méthyliques afin de les rendre plus volatils et d’étre
plus facilement détectables par chromatographie en phase gazeuse (CPG). La premiére étape est une
saponification c'est-a-dire une hydrolyse des esters en acides gras libres et alcool. Elle est réalisée en
ajoutant a l'échantillon 1 mL de soude méthanolique 0,5 M. Le mélange est chauffé pendant 15
min a 80 °C dans un bain a sec. La seconde étape est une méthylation, réalisée apres refroidissement,
par ajout de 2 mL de solution méthanolique de trifluorure de Bore (BF3 a 14 %, Sigma-aldrich™).
Aprés  incubation 4 80°C pendant 20 min et refroidissement, 2 mL d'isooctane
(triméthyl-2,2,4-pentane) sont ajoutés pour réaliser l'extraction des acides gras méthylés. Apres la
séparation des phases, la phase supérieure d’isooctane est transférée dans un autre tube & méthyler.
Cette extraction est répétée deux fois. La phase supérieure d'isooctane est rincée 3 fois avec 4 mL
d'eau distillée afin d'éliminer les traces de BF3 et de soude. Il est vérifié, a 'aide d’un papier pH, que
le pH de la derniere eau de ringage est proche de la neutralité. L'extrait est séché par passage sur une
mini colonne (pipette Pasteur) contenant un morceau de laine de verre et du sulfate de sodium

anhydre. L’échantillon est alors prée, il peut étre stocké & -20°C avant d’étre analysé par CPG.

6.3.3.  Analyse par chromatographie en phase gazeuse des esters méthyliques

L'appareil utilisé est le Focus GC ThermoScientific™ muni d'un injecteur split/splitless utilisé en
mode split (seule une partie du volume injecté est analysée) a 250 °C, d'un détecteur a ionisation de
flamme et d'une colonne capillaire CP SiL 88 de 25 m x 0,25 mm x 0,2 pm. Les injections sont
réalisées a l'aide d'un injecteur automatique Al 3000. L’'azote est utilisé comme gaz vecteur avec un
débit de 1 mL/min. La température du détecteur a ionisation de flamme est fixée a 280 °C. Apres
linjection, la température du four est maintenue pendant 4 min & 120 °C puis un gradient de
température est appliqué selon une rampe de 120 °C a 220 °C, 2 raison de 6°C / min. Le ratio du
split est fixé 4 15 soit un débit de fuite de 15 mL/min. Le volume d’échantillon injecté est de 3 pL et
la température de linjecteur est fixée a 250 °C. L'identification des acides gras est effectuée par
comparaison avec le temps de rétention d’esters méthyliques d'acides gras purs analysés dans les
mémes conditions. La quantification de chaque composé est définie par l'aire de son pic (intégrée et
normalisée). Afin de quantifier les acides gras, l'acide arachidique C20:0 a été utilisé comme étalon
interne 2 500 pg/mL. Au lieu d'utiliser 1 mL de chloroforme, 1 mL de solution chloroformique
d'étalon interne est ajouté. La concentration d'étalon interne utilisée est estimée a partir d'une

gamme d'étalonnage du C20:0.
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7. Méthodes bioinformatiques

Des outils de biologie assistée par ordinateur ont été utilisés, lors de cette étude, en local au
laboratoire ou via une plateforme en ligne. Les bases de données de références ont été décrites dans le

chapitre 1 au paragraphe 2.3.1.

7.1.Manipulations et outils de comparaison de séquences

Les manipulations des séquences génomiques issues de travaux de séquengage ou de bases de données
ont été effectuées d'une part a I'aide du logiciel ApE®. Ce logiciel a permis de visualiser des séquences
nucléotidiques de plasmides et de fragments séquencés (https://www.projet-plume.org/fiche/ape). Le
logiciel Serial Cloner® a d'autre part été employé pour la construction de vecteurs et I'alignement de
résultats de séquengage par rapport a des séquences attendues
(http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). Ce logiciel a également été utilisé pour la validation
de cadres ouverts de lecture et la vérification d’intégrité de géne apreés séquencage. Enfin,
SerialCloner® a permis de réaliser la traduction in silico de maniére a travailler & partir de séquences
protéiques. Le logiciel AmplifX® a été appliqué pour la prédiction et la simulation de réactions PCR

(http://crn2m.univ-mrs.fr/recherche/equipe-t-brue/jullien-nicolas/programmation/amplifx/).

De nombreux outils sont disponibles en ligne sur des serveurs de plateformes bioinformatiques ou
directement sur les sites des laboratoires développant ces outils spécifiques. L’alignement de
séquences (protéiques et génomique) du gene candidat [g7eCe a été réalisé contre des séquences
connues grice a 'outil BLAST. Ses variantes PHI-BLAST et DELTA-BLAST ont été utilisées sur les
séquences protéiques déduites grice a SerialCloner®. Ces algorithmes ont permis d’affiner des
identifications en fonction de l'intégrité de la séquence mais également de la position du site actif a
Pintérieur de celle-ci (http://BLAST .ncbi.nlm.nih.gov/BLAST .cgi). Ensuite, les alignements de
séquences protéiques ont été analysés par linstallation en local du logiciel Clustal-X2°
(htep://www.clustal.org/). La suite logicielle PipeAlign a été également utilisée pour automatiser la
comparaison des séquences protéiques (Plewniak ez 2/, 2003). De plus, divers outils de la suite de
logiciels EMBOSS ont été utilisés pour déterminer les signaux présents au sein de la séquence

(bips.u-strasbg.fr/EMBOSS/).
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7.2.Profils physico-chimiques des protéines et prédictions de structures
La prédiction des propriétés physico-chimiques des protéines a été réalisée grice a plusieurs logiciels.
La présence de signaux peptidiques dans la séquence protéique a été évaluée par le logiciel SignalP
(http://bioinformatics.leeds.ac.uk/prot_analysis/Signal.html). La prédiction de formation de ponts
disulfure a été réalisée par 'algorithme DISULFIND (Ceroni ez a/., 2006). La masse moléculaire et le
point isoélectrique ont été déterminés sur le site Expasy (www.expasy.org) (Artimo ez al., 2012). Les
sites de glycosylation sont prédits a laide de NetNGlyc, NetOGlyc et NetCGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/). Un second algorithme est utilisé pour la caractérisation des sites

d’O-glycosylation a I'aide de GlycoEP (http://www.imtech.res.in/raghava/glycoep/index.html).

Les structures secondaires prédictives ont été établies par les logiciels YASPIn et Jpred (Lin ez al.,
2005; Cole ez al., 2008). Les structures prédictives ont été établies a 'aide de Modeller (Eswar ez al.,
2001). La visualisation et 'export sous forme d’image de structures tridimensionnelles ont été réalisés

par le logiciel PyMol (http://www.pymol.org/).

7.3.Analyses et optimisation de prises de vue expérimentales
Deux logiciels d’analyse de photos ont été utilisés pour la prise de vue et I'optimisation des gels et
membranes de transferts: le logiciel Image]™ (htep://fiji.sc/) et le logiciel Quantity One®

(http://www.bio-rad.com/prd/en/US/LSR/SKU/170-9600/Quantity-One-1-D-Analysis-Software).
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CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Préambule

Ce chapitre présente les résultats obtenus au cours de cette thése. Une étude préliminaire avait
permis l'identification et la caractérisation de dix séquences pouvant coder des enzymes lipolytiques.
Ces précédents travaux, décrits au paragraphe 2.4.2 du chapitre I, avaient permis d’aboutir au

clonage de séquences codantes pour une expression dans la levure Saccharomyces cerevisiae.
lonage de séquen dant run ression dans la | Saccharomy a

Les travaux effectués durant ma thése s’inscrivent dans la continuité de ce projet en s’intéressant a
Pexpression hétérologue de deux séquences codantes, [gEst3 et IgTeCe. Elles posseédent toutes les
deux le pentapeptide consensus GXSXG. L’objectif est la caractérisation des fonctions enzymatiques

des protéines exprimées a partir de ces deux séquences codantes.

Ce chapitre est divisé en cinq parties. La premicre partie des résultats est consacrée a I'analyse
bioinformatique des deux séquences protéiques déduites. La seconde partie présente les résultats
obtenus lors de I'expression hétérologue d’IgEst3 et d’IgTeCe dans Saccharomyces cerevisiae. La
troisitme partie est consacrée aux résultats obtenus lors de U'expression d’/g7¢Ce dans 'hote bactérien
Escherichia coli. Une quatriéme partie est consacrée a la caractérisation de 'activité d’/g7eCe. Enfin,

la cinquiéme partie est une discussion générale de 'ensemble de ces travaux de thése.

2. Etudes in silico des deux séquences codantes d’Isochrysis galbana

2.1.Etude d’IgEst3

Les résultats et prédictions obtenus par les outls bio-informatiques (caractéristiques
physico-chimiques, modifications post-traductionelles) ont une importance dans le choix des
conditions d’extraction, d’isolement et de détection de la protéine. Au niveau protéique, 'étude in
silico va également permettre de formuler des hypothéses de travail pour la fonction enzymatique et
le choix des tests d’activité (recherche de séquences homologues, modélisation de structures).

La séquence codante [gEsz3 est une séquence de 990 pb codant une protéine putative de 329 acides
aminés. La comparaison de la séquence génomique avec ’TADNc indique que le gene IgEsz3 semble
contenir un intron de 90 paires de base entre les positions 369 et 459. La figure 25 présente la

séquence codante et la séquence protéique déduite d’IgEsz3. La séquence incompléte disponible dans

la base de données TBestDB (cluster ISL00006895), est surlignée en bleu. Le pentapeptide GFSQG,
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correspondant 4 la séquence consensus GXSXG, est indiqué en vert.

pentapeptide est susceptible d’appartenir a la triade catalytique.

e
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atgagccctggtcatgctcgecgacacttcccctcaggccagggtgcacccagcaaggacg
M S P GHARUDTSWPQARVHPART

acaggaggaccaatggggcggcagctacgaaaacgacgcctgcgggcagggttcitggcaa
T 6 GG P M GRQLRKIRRLIRAGTEFWAQ

gggatgcgtgagggcgaaaatgagaagggacctctcgagtttgagccgatggagagcccg
E G ENEKGP L EFE P ME P

tggaccgctgcagtgatttggctccacggctttggcgatgaacccgaggcatgggccgaa
W TAAV I WLHGFGDEWPEAWA

ttcatggcggcagataggcgagcaaggccgtcttgggcctgggtcttccctcgggcgaag
F M A W F P K

gtactgccgcagecttgctacggtgggcaggagctgaccgecatgggegagttttctggac
v L P QPCYG G Q EL TAWASTFTULTD

gctgaggtcatccgeccgggtggegetgattacgactcgagecgcgaacaacttcgecaag
A EV I RP G GADYDSSANNFAK

acagtcgctctcatccatcgcagegttgatgcggtacgtgcacgtcacaacctacccgeg
T VvV AL I HR SV DAV RARUHNILPA

————————— et Pooroay Il Rrery bl
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aattaccctgagcgtctcggcggcatcggcttgctctccggctggctgctcaaagcgtct
N'Y P E R L I G L L S W L L K A S

cgccagaccgtgagccgggcgcggagtccgagctgtggtccaggcgcatgcttcttcgtg
R Q T V p s €C G P G A CF FV

--------- l------l-- |- | - | ]|
agtcacggaacggccgacacccaggtcgectttgaatgcgcagaggaatccacgegactt
S HGTADTOQV AFET CAETESTRL

--------- |-------—--- |- | - | |
ctgcgcgagagtggggcatcggtggtcgcccgcgccttcccaaaacttgagcacgaagct
L S V AR A F P K L EH E A

--------- |------------—— |- | - | ]|
ggggccaatgecagctgtacctgacgtcatgtgcttcctggatgactgettgtgtgctecg
G ANAAVPDVMZ ECFLUDT DT EULZCA AP

————————— e R el ey hemsoweod
gtggcagtccgtgctcgtgaggaaacgggcgccaaccecgegcaageccaggtgtaccat
VAV RARETETS GANZPAQAQQVYH

————————— ey o oot ooty hesmeonrod
accagcgcgggagaagggtcggcacgccctgagettggctgcttacggagaagcaaaaag
T S AGEGSARUPETVLSGT CLRR RS KK

gcgcgtgacgtgaccgtgatcgtgcattag 990
A RDV TV I V H * 32

Figure 25: Séquences codante et protéique d’IgFsz3.

La sérine centrale du

60
20

120
40

180
60

240
80

300
100

360
120

420
140

480
160

540
180

600
200

660
220

720
240

780
260

840
280

900
300

960
320

Le pentapeptide correspondant & la séquence consensus GXSXG est surligné en vert et composé comme suit :

GFSQG.

La séquence correspondant 2 la séquence ISL00006895 issue de la base de donnée EST apparait en bleu.
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2.1.1. Prédictions des caractéristiques d’[gEsz3
Recherche d’un signal peptidique

Cette recherche est indispensable pour identifier dans la séquence protéique d’éventuels signaux
peptidiques consensus reconnus dans les organismes procaryotes et eucaryotes. L'outil utilisé,
SignalP, présente les résultats sous forme de trois valeurs : C, S et Y. La valeur C correspond a la
prédiction des signaux de clivage, la valeur S correspond a la prédiction de signaux peptidiques

caractérisés et la valeur Y correspond 2 la prédiction de signaux de clivage en fonction de la valeur S.

Le graphique obtenu a I'aide de cet algorithme est présenté en annexe 1. Aucune des trois valeurs
n’est significative pour la protéine [gEsz3 et aucun signal peptidique n’est détecté. La protéine [gEst3

ne présente pas de caractéristiques pour étre orientée vers un compartiment cellulaire donné.

Evaluation de la masse moléculaire et du point isoélectrique

La séquence d'IgEst3 code une protéine de masse moléculaire théorique de 35,41 kDa et de pl

théorique de 8,66.

Prédiction de la formation de ponts disulfures

Le logiciel de prédiction a identifié 6 acides aminés cystéines (présentés en rouge sur fond gris sur la
figure 25) susceptibles de former par paire des ponts disulfures. Cependant, le logiciel Disulfind

indique une faible probabilité de formation de ces structures.

Prédiction de la présence de sites de glycosylation

Cette prédiction a pour objectif d’évaluer si la protéine [gEsz3 sera ou non glycosylée lors de
Pexpression dans la levure. La recherche de ces sites de glycosylation a été entreprise par trois
logiciels, NetNGlyc, NetOGlyc et GlycoEP, dédiés a des protéines eucaryotes.

La prédiction est basée sur deux criteres: la présence de signaux peptidiques capables d’orienter la
protéine dans les compartiments de glycosylation et la présence de sites reconnus par les systémes de
glycosylation.

Les sites consensus de N-glycosylation sont composés d’une suite d’acides aminés : Asn-X-Ser/Thr
ou lacide aminé X ne peut pas étre une proline. Pour chaque nouvelle analyse, I'algorithme
« NetNGlyc » recherche dans un premier temps les sighaux peptidiques permettant 'orientation vers
les compartiments de glycosylation. Dans un second temps, il recherche le 1 acide aminé du site
(Asn) et détermine ensuite si les deux acides aminés suivants 'asparagine sont compatibles avec le site

consensus. Les résultats obtenus, présentés en annexe 2, indiquent I'absence de signaux peptidiques
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et absence de sites de N-glycosylation. Ces deux résultats rendent improbables la formation de
N-glycosylation pour [gEsz3.

La prédiction de la formation d’O-glycosylation a également été étudiée. Elle est obtenue par
association des résultats de deux algorithmes « NetOGlyc » et « GlycoEP ». Le premier algorithme a
une matrice de comparaison fixe, alors que le second calcule une matrice de comparaison par
alignement de séquences.

La présence de sites d’O-glycosylation est significative et de nombreux résidus compatibles ont été
détectés. Les positions potentiellement glycosylées détectées par chaque algorithme sont présentées
en annexe 3. Toutefois, les signaux peptidiques permettant I'orientation vers les compartiments
cellulaires de glycosylation sont absents. Seule une orientation de la protéine vers ces compartiments
permet sa glycosylation. En conclusion, la formation de glycosylations dans la levure apparait peu

probable.

2.1.2. Prédictions de la fonction enzymatique par recherche d’homologies
La séquence protéique d’IgEsz3 a été comparée aux séquences répertoriées dans les banques de
données publiques en utilisant d’une part 'algorithme BLASTP et d’autre part le logiciel automatisé
PipeAlign. Les résultats de score, de pourcentage d’identité et de pourcentage de similarité
permettent d’évaluer '’homologie entre deux séquences. Le pourcentage d’identité correspond aux
résidus strictement conservés tandis que le pourcentage de similarité correspond aux résidus de
mémes propriétés biochimiques. Cette démarche permet d’émettre une hypothése sur la fonction

enzymatique pour deux protéines présentant des homologies de séquence.

Recherche par l'algorithme BLASTP

Le tableau 35 présente les différents programmes d’alignement retenus pour rechercher des séquences
homologues a IgEsz3. L'objectif est de pouvoir combiner les différents résultats d’alignement et de

prédire une fonction enzymatique.

Méthodologie | Principe ‘ Particularités |

Comparaison simple de la séquence candidate aux séquences Identification des séquences proches
BLASTP protéiques d’une base de données. La hiérarchie des résultats est sans forcément identifier une fonction.
fonction d’une matrice standard.
DELTA-BLAST Construction d’une matrice spécifique 2 la séquence candidate. Evolution importante de I'alignement
i Comparaison des domaines conservés entre les séquences. de séquences protéiques.

Conservation du principe du BLASTP, cependant les séquences Permet de restreindre a certaines

PHI-BLAST comparées doivent contenir un motif protéique bien précis, ici le familles d’enzymes sans sélectionner
pentapeptide GXSXG. une banque particuliére.

Tableau 35: Programmes d’alignement
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Chaque méthodologie a été utilisée avec une sélection de banques de données afin d’élargir ou de
restreindre 'obtention de séquences homologues. Le tableau 36 présente ces différentes banques de

données.

Banque de données  Description de la banque de donnée

NR Regroupe les séquences codantes de la GenBank traduites, les séquences de la PDB, de la SwissProt, de la
PIR et de la PRF.

RefSeq Regroupe strictement les séquences protéiques du projet de séquences de référence de la NCBI.

SwissProt Regroupe strictement les séquences de référence de la SwissProt issues de la derniére mise a jour.

PDB Regroupe exclusivement les séquences protéiques associées a des structures biologiquement démontrées de la
Protéine Data Bank.

Tableau 36: Banques de données utilisées pour 1'alignement de la séquence IgEsz3.

Les associations Méthodologie/Banque de données ayant permis d’obtenir des séquences homologues

informatives pour la prédiction de la fonction d’/gEsz3 sont présentées dans le tableau 37.

1 BLASTP NR Tous Oui
2 BLASTP RefSeq Tous Non
3 BLASTP RefSeq Plantes /Algues Non
4 BLASTP SwissProt Tous Non
5 BLASTP PDB Tous Non
6 DELTA-BLAST NR Tous Non
7 DELTA-BLAST NR Plantes Non
8 DELTA-BLAST NR Algues Non
9 PHI-BLAST NR Tous Non

Tableau 37: Liste des alignements retenus pour la protéine IgEsz3

Les séquences obtenues ont été annotées selon le principe décrit en annexe 4. Les séquences

homologues de chacun des alignements sont référencées en annexe 5.

Pour chaque alignement une valeur de score, un pourcentage d’identité et un pourcentage de
similarité sont calculés. Le score est une valeur permettant de traduire la qualité de I'alignement, 0
correspond a une faible qualité de I'alignement tandis que 200 correspond a une qualité tres élevée.

Dans la suite de ce paragraphe, chaque alignement de séquences est bri¢vement décrit. Les séquences
homologues sont classées en fonction du score de maniére décroissante puis en fonction du

pourcentage d’identité et de similarité.

e Alignement 1 : BLASTP/NR.
Cet alignement est réalisé a l'aide de BLASTP sur l'ensemble des banques NR. Il s’agit de
l'alignement le plus classique. Le résultat présenté dans le tableau 38 montre que les séquences

homologues a IgFE5st3 issues de micro-organismes marins, présentent des scores supérieurs a 100 et des

——

123

et



Résultats et discussion

Chapitre III

pourcentages de similarité proche de 50 %. Les pourcentages de similarité sont supérieurs aux
pourcentages d’identité, proches de 30 %. Deux séquences correspondent a des protéines
hypothétiques issues des microalgues Emiliana huxleyi |EhHpl| et Guillardia theta |GtHpl|. La
troisitme séquence |[dCel| est prédite comme une carboxylestérase et issue de la bactérie marine
Idiomarina sp.. Les trois séquences suivantes présentent un score inférieur 2 100 avec des
pourcentages d’identité et de similarité proches des séquences précédentes. Seule la séquence
homologue |RfCel| issue de la bactérie Rbodoferax ferrireducens est annotée comme une
carboxylestérase. Cette bactérie est retrouvée dans les sédiments de zones de balancement des marées.
Les deux autres séquences homologues, I'une issues du champignon T7ichoderma reesei |TrHpl| et

lautre de la larve Oikoplenra dioica |OdUpp1|, sont des protéines hypothétiques ou inconnues.

D D a g D R “ ‘ a 1)),

Score 138 104 102 97,1 92 94,7
Hdentité % 37 % 32 % 31 % 35% 35 % 29 %
Similarité % 51 % 47 % 50 % 46 % 46 % 43 %

Tableau 38: BLASTP d’IgEsz3 contre les séquences des banques NR.
Les séquences retenues lors de cet alignement BLASTP sont majoritairement des protéines
hypothétiques ou inconnues (Hp ou Upp). Cet alignement montre deux séquences homologues
correspondant a la fonction carboxylestérase. Pour confirmer ce résultat, la recherche doit étre
approfondie en changeant d’algorithme et/ou de bases de données. Seules les séquences avec une

fonction enzymatique bien annotée seront prises en compte dans la suite de cette étude.

e Alignement 2 : BLASTP/RefSeq
L’alignement de la séquence IgEsz3 avec les séquences de la base de données RefSeq (Tableau 39), a
montré que les meilleurs scores sont obtenus avec les carboxylestérases |IdCel| et |RfCell
précédemment alignées par BLASTP/NR. Des scores élevés sont également obtenus avec des
séquences putatives de carboxylestérases issues de la bactérie Taylorella asinigenitalis |TaCel| et des

bactéries du genre Herbaspirillum sp. |HeCel .

|ZdCe1| |RfCel| | |TaCel| |HeCel|
Score 102 92 91,7 90,5
Identité % 31 % 35 % 33 % 35 %
Similarité % 50 % 46 % 48 % 47 %

Tableau 39: BLASTP d'IgFst3 contre les séquences de la banque RefSeq.

L’alignement BLASTP/RefSeq met en évidence des homologies de séquences IgFEst3 avec des

séquences de carboxylestérases procaryotes issues notamment de deux bactéries marines.

124

——
| —



Résultats et discussion

Chapitre III

e Alignement 3 : BLASTP/RefSeq/Plantes-Algues

Pour poursuivre 'accumulation d’informations et affiner la recherche, I'alignement suivant est réalisé
en se focalisant sur des séquences d’algues et de plantes (Tableau 40). Chez les plantes, les meilleurs
scores sont obtenus pour des séquences putatives de carboxylestérase d’Arabidopsis thaliana |AtCe2),
d’acyl-protéine thioestérases de la vigne commune Vitis vinifera |VvTel| et de la fraise sauvage
Fragaria vesca |FvTel| et |FvTe2|. Une séquence |[ZmTel| identifiée comme thioestérase et issue du
mais est également retenue comme homologue a [gFsz3. L'analyse des séquences propres aux plantes
a donc permis de caractériser la fonction thioestérase comme une nouvelle fonction possible pour
IgEst3.

L’alignement de séquences issues d’algues donne peu de résultats exploitables. Seule la séquence
|NgLp2| affiche un score supérieur a 80. Elle est annotée comme une lysophospholipase issue de la
microalgue Nannochloropsis gaditana. Cet organisme est également étudié, comme la microalgue

Isochrysis galbana, pour sa composition lipidique.

Plantes Algues

| |ArCe2| | |VwTel| |FoTe2)| |FoTel| | |ZmTel| | |NgLp2|
Score 83,6 82,8 81,6 81,6 80,5 87,8
Identité % 32 % 33 % 32 % 32 % 33 % 29 %
Similarité % 45 % 42 % 44 % 44 % 45 % 44 %

Tableau 40: BLASTP d’IgEst3 contre les séquences de la banque RefSeq et issues de plantes et d’algues.

L’alignement 3 nous oriente vers trois fonctions possibles: carboxylestérase, thioestérase et

lysophospholipase.

o Alignement 4 : BLASTP/SwissProt
Afin de compléter cette analyse, la séquence [gEsz3 a été comparée a la banque de données SwissProt
annotée manuellement. Cette base recoupe a la fois des informations d'activité biologique et des
résultats d'expérimentation ou de séquencage de génomes. Les résultats montrent des similarités avec
des séquences putatives de thioestérases provenant de levures et de champignons (Tableau 41). En
effet, le meilleur score est obtenu avec la séquence |DhTel| issue de Debaryomyces hansenii, levure qui

a la particularité d’étre tolérante aux faibles températures et résistante aux taux de salinité importants.

| |DhTel| | |CaTell | |UmTel| |OcLp1| | |RnLpl|
Score 90,9 81,6 78,6 75,9 74,7
Identité % 27 % 24 % 27 % 28 % 27 %
Similarité % 48 % 44 % 42 % 42 % 42 %

Tableau 41: BLASTP d’/gFsz3 contre les séquences de la banque SwissProt.
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Les autres séquences proviennent de la levure Candida albicans |CaTel| et du champignon Ustilago
maydis |UmTel|. La fonction thioestérase semble prépondérante. Cet alignement montre également
des similarités avec une lysophospholipase d’Oryctolagus cuniculus |OcLpl| et une phospholipase de

, avec des scores d’environ 75.

Rattus norvegicus |RnLp1

e Alignement 5 : BLASTP/PDB
En comparant avec des séquences caractérisées provenant de la banque de données PDB, peu de
séquences s’alignent avec IgEsz3. La distance phylogénétique est plus importante, ce qui peut
expliquer des valeurs de score inférieures 2 80. Les pourcentages d’identité sont proches de ceux
obtenus lors de I'alignement précédent (Tableau 42). La premicre séquence |FtCel| est une séquence

de carboxylestérase issue de la bactérie Francisella tularensis. La seconde séquence |HsTel| est une

séquence de thioestérase humaine (hAPT1). La troisitme séquence |PfCe2S|, est une séquence de
carboxylestérase issue de Pseudomonas fluorescens. Cette structure sert de référence pour 'étude des
conformations de carboxylestérases. La quatrieme séquence, homologue 2 la séquence d’IgEsz3 est la

séquence de la lysophospholipase 1 humaine|HsLYPLIS|.

|FrCel| |HsTel| |PfCe2S| |HsLYPLIS)|
Score 70,9 67,4 57,8 55,8
Identité % 22 % 28 % 26 % 26 %
Similarité % 42 % 43 % 41 % 41 %

Tableau 42: BLASTP d’IgEsz3 contre les séquences de la banque PDB.
L’alignement 5 a permis l'analyse de certains domaines conservés. En effet, les positions de la
séquence consensus GXSXG et des acides aminés composant la triade catalytique sont définies dans
les structures, et ont ainsi pu étre prédites dans /gEsz3. Le positionnement hypothétique de ces sites
est indiqué en figure 26. La sérine présente dans le pentapeptide GXSXG est en position 169 (§'¢),

la triade catalytique se compléte par les acides aminés D¢ et H*®%.

GXSXG D H

~ ~
sal D WEE &, * HLH kel s . H ko * E [ " S HE : :
SENIILA S0 IIATYTAI-TSQRELGGIMALSTYL--PAWDNF-KGKITSINKGLPILVCH TDDQVLPEVLGHDLSDKE [VS-—GFANEYKHYVGMQHSV-CMEEIKDI

SNRIIL S0CCALSLYTAL-TTOOKLAGVTALSCHWL--PLRASFPQGPIGGANRDISILOCH DCOPLVPLMFGSLTVEK S TLVNPANVTFKTYEGMMESS-CQOEMMDV
ASRIFLAC SQCCAVVFHTAFINWQGPLGGVIALSTYA--PTFGD--ELELSASQORIPALCLH QYDDVVONAMGRSAFEH [SR--GVIVIWQEYP-MGHEV-LPQEIHDI
|HsLYPL1S| ENRILI SMCCCMAMHLAY-RNHODVAGVFALSSFL--NKASAVYQALOKSNGVLFELFQCH TADELVLHSWAEETNSM HSL--GVTTKFHSFPNVYHEL-SKTELDIL
AERVAIA ' SQOCARAARRAAL-NYPERLGGIGLLSGWLLEASRQTVSRARSPSCGPGACFFVSH TADTQVAFECAEESTRL FES--GASVVARAFPEKLEHEAGAMAAVPDV

160....... 170....... 180 210.......220....... 230 250....... 260

Figure 26: Alignement des séquences homologues obtenues dans la banque PDB.
Les acides aminés signalés en rouge correspondent théoriquement aux résidus de la triade catalytique S, D, H.

e Alignement 6 : DELTA-BLAST/NR
L’algorithme BLASTP a permis d’identifier les fonctions putatives d’IgEsz3 soit comme

carboxylestérase, soit comme thioestérase. Pour affiner ces prédictions de fonction et les hiérarchiser,
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des alignements complémentaires ont été réalisés avec DELTA-BLAST. Cette recherche est basée sur
I'identification de domaines conservés afin de pré-sélectionner les séquences a aligner. Les résultats
obtenus par DELTA-BLAST sont présentés dans le tableau 43. Les trois premieres séquences sont
issues d’organismes du milieu marin. Deux sont d’origine procaryote. Elles correspondent a une
séquence putative de thioestérase issue de la bactérie Glaciecola chathamensis |GeTel| et A une
séquence putative de carboxylestérase issue de l'annotation du génome de la bactérie marine
Kangiella koreensis |KkCel|. La séquence |UbCel| s’apparente A une séquence de carboxylestérase
bactérienne et provient d’une étude de métagénomique réalisée sur des sédiments marins. Deux

séquences homologues viennent compléter ce résultat, |[Ap7el_2|, une séquence identifiée comme

une thioestérase issue du puceron vert Acyrthosiphon pisum et |PsCel|, une séquence putative de

carboxylestérase issue de Pseudomonas synxantha.

|GeTel|  |KRCel| |UbCel| | |ApTel_2|  |PsCel|
Score 116 111 111 110 109
Identité % 29 % 23 % 24 % 23 % 24 %
Similarité % 42 % 39 % 44 % 40 % 37 %

Tableau 43: DELTA-BLAST d’IgEst3 contre les séquences des banques NR.

e Alignement 7 : DELTA-BLAST/NR/Plantes
L’alignement DELTA-BLAST a également été réalisé spécifiquement pour les plantes. Malgré un
score élevé, la séquence |RcOSBS| n’a pas été retenue car ce n’est pas une hydrolase A sérine. Elle
correspond A l'enzyme de synthése de la menaquinone (Vitamine K-2) dans le plant de ricin
(Tableau 44). Les meilleurs scores sont obtenus avec des séquences putatives de carboxylestérases
|AlCel| et/ou phospholipase |JcPICel| et de thioestérase |RcTel|, |AtSOBERI|. Cette dernicre, issue
&’ Arabidopsis thaliana est une séquence orthologue aux séquences |Hs7el| et |HsLYPLI1S| analysées

dans l'alignement 5.

|RcOSBS|  |AlCel|  |JcPiCel| | |ReTel| | |AtSOBERI|
Score 92 91,7 91,3 90,5 88,2
Identité % 16 % 23 % 2% 22% 27 %
Similarité % | 30 % 36 % 32 % 33 % 40 %

Tableau 44: DELTA-BLAST d’IgEsz3 contre les séquences des banques NR issues de plantes.

o Alignement 8 : DELTA-BLAST/NR/Algues
L’algorithme DELTA-BLAST a par la suite été réalisé spécifiquement pour les séquences issues
d’algues (Tableau 45). Les valeurs des scores et les pourcentages d’identité et de similarité sont

comparables a celles du DELTA-BLAST avec des séquences de plantes.
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Pour cet alignement, il faut distinguer trois groupes de séquences homologues. Le premier

correspond aux microalgues chlorophycées et contient la séquence homologue |OtLp 1|, une séquence

putative de lysophospholipase, issue d’Ostreococcus tauri et la séquence |BpCel|, une séquence
putative de carboxylestérase issue de Bathycoccus prasinos. Le second groupe contient une séquence
putative de carboxylestérase de la macroalgue rhodophycée Chondrus crispus, la séquence |CcCel|. Le

troisitme groupe correspond aux microalgues Chromalveolata (incluant Isochrysis galbana) et contient

la séquence |NgLp3|, une séquence putative de lysophospholipase, issue de Nannochloropsis gaditana.

|OtLp1| | |BpCel| |CeCel| |NgLp3|
Score 100 95,1 92 87,4
Identité % | 26 % 22 % 21% 26 %
Similarité % | 37 % 38 % 32 % 40 %

Tableau 45: DELTA-BLAST d’IgEsz3 contre les séquences des banques NR issues d’algues.

o Alignement 9 : PHI-BLAST/NR
En parallele de ces analyses, un alignement de séquences a été réalisé en tenant compte de la présence
du pentapeptide consensus GXSXG. Cet alignement a été effectué par I'utilisation de I'algorithme
PHI-BLAST. La plupart des séquences obtenues par cet alignement ont déja été identifiées lors des
alignements de séquences avec BLASTP (sur fond gris, tableau 46). Les valeurs de score ont permis
de s’intéresser A trois séquences supplémentaires. La premiére séquence |77Pp]| est une séquence sans
fonction enzymatique prédite issue d’'un champignon filamenteux 77ichoderma reesei. La seconde
séquence |HeCel| est une séquence putative de carboxylestérase issue des bactéries Herbaspirillum sp.,
lides 4 la croissance de plantes herbacées. La troisi¢me séquence |HfCel| est une séquence putative de

carboxylestérase issue d’ Herbaspirillum frisingense.

|EbHp1| ‘ |GeHp1|  |IdCel| | |RfCel| | |TrPpl| |HeCel| |HfCel|
Score 141 83,1 81,5 77,3 77 73,5 73,1
Identité % 35 % 32 % 31 % 35 % 34 % 32 % 32 %
Similarité % 47 % 47 % 51 % 46 % 47 % 45 % 44 %

Tableau 46: PHI-BLAST d’IgEst3 contre les séquences des banques NR sans restriction d'organismes,
l'alignement tient compte de la présence du pentapeptide GXSXG.

e Recherche de séquences homologues dans les banques de données ESTHER, MELDB et
LED

La recherche de séquences homologues au sein de ces trois banques a été réalisée par BLASTP. Le

résultat pour les banques LED et ESTHER est identique. La séquence présentant le plus

d’homologie est la séquence de carboxylestérase |RfCel| décrite aux alignements 1 et 2. L’alignement

de la séquence [gEst3 avec la base de données MELDB a eu pour meilleur résultat la séquence
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|BbCel| issue de la bactérie Bordetella bronchiseptica. Cette séquence correspond 2 la fonction
carboxylestérase. L’alignement avec les séquences de lipases de la base MELDB n’a pas donné de

résultats significatifs (score <= 30).

Recherche avec le logiciel PipeAlign

Cette stratégie se base sur |'utilisation du logiciel PipeAlign qui est une suite de logiciels d’analyse
dont le résultat de chaque étape sert de base pour Iétape suivante. Cette approche permet d'obtenir
une classification fonctionnelle. A Tissue de I'ensemble des traitements, deux groupes ont été
constitués (Figure 27). Le groupe A, contenant notamment la séquence [gEsz3, est principalement
composé de protéines non annotées. Cependant, la fonction thioestérase est la fonction enzymatique
la plus largement représentée. Dans le groupe B, constitué de séquences dont I'identité par rapport a
IgEst3 est plus faible, les fonctions enzymatiques phospholipase et carboxylestérase sont les plus
représentées. De nombreuses séquences sont doublement annotées avec la fonction carboxylestérase
et la fonction phospholipase. L’analyse de ces résultats oriente I'identité d’IgEsz3 vers une fonction de
thioestérase plutdt qu’une fonction de carboxylestérase. En outre, il est intéressant de noter

I'importante proportion de séquences proches d’ZgEsz3 encore non annotées ou identifiées.

Groupe A - contenant JgFEst3 Groupe B
Ester hydrolase Ester hydrolase
Protéine inconnue Protéine inconnue
Lysophospholipase Phospholipase - Carboxylestérase ‘
Thioestérase Thioestérase :|
Carboxylestérase Carboxylestérase ‘
0 1I0 2I0 3I() 4:0 SIO 6(}I % 0 IIO 2I0 B'IO 4:0 50' %

Figure 27: Composition des deux groupes d’enzymes obtenus par le logiciel PipeAlign

2.1.3.  Prédictions de I'organisation structurale

La recherche de l'organisation structurale s’est d’abord portée sur l'organisation de la structure
secondaire qui peut étre été déterminée par deux méthodes.

La premi¢re méthode est un calcul direct utilisant I'algorithme YASPIn (Figure 28 A). Ce dernier
utilise I'alignement de séquences de maniere a établir une matrice de calcul. Des séquences dont la
structure a été caractérisée sont alors sélectionnées a partir de cette matrice et utilisées pour définir

Iemplacement des différents domaines. La schématisation en figure 28 A montre en rouge les
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structures de type hélice, en vert les structures de type feuillet et enfin en bleu les liaisons non
structurées.

La seconde méthode utilise la prédiction de la structure tridimensionnelle pour en donner un apercu
sous forme de structure secondaire (Figure 28 B). La structure tridimensionnelle a été obtenue par
modélisation. Dans la figure 28 B, les cylindres schématisent les hélices, les fleches les feuillets et les

lignes les liaisons non structurées.

SER 169) (ASP 226

YASPIN PREDICTION RESULTS
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AA:
Pred:

AA:
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Figure 28: Prédictions des structures secondaires d’gEsz3.
A - Représentation graphique des différentes structures composant la séquence (algorithme YASPIn).
B- Structure secondaire déduite de la structure tridimensionnelle modélisée pour la séquence IgFsz3.

Dans les deux cas, la modélisation des structures secondaires montre une succession d’hélices a et de
feuillets B correspondant a l'organisation des hydrolases o/f. Les positions des acides aminés
composant la triade catalytique ayant été théoriquement identifiées, il est possible de les localiser sur
la modélisation structurale. Chacun des acides aminés est retrouvé a la jonction entre une structure
de type feuillet et une structure de type hélice. La sérine est située entre le feuillet 6 et I'hélice E,
lacide aspartique entre le feuillet 8 et 'hélice G et enfin l'histidine, entre le feuillet 9 et 'hélice H

(Figure 28 B).
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Globalement, les deux modeles prédits convergent. Cependant, I'algorithme YASPIn ne prédit ni
I’hélice « C » ni les feuillets « 4 et 5» mais prédit un feuillet en C-terminal absent de la structure

secondaire déduite de la structure tridimensionnelle.

Une modélisation tridimensionnelle a également été réalisée a I'aide du logiciel Modeller a partir des
séquences résultant de I'alignement 5 BLASTP/PDB. La figure 29 présente la structure de la triade
catalytique. Les fleches plates représentent les feuillets, les structures rubans représentent les hélices.
Les acides aminés de la triade catalytique sont représentés avec leurs chaines latérales (en rouge). Leur
positionnement semble cohérent par rapport a la structure de la carboxylestérase de Francisella
tularensis (a droite). La composition de la séquence d’IgEsz3 semble donc compatible avec les

structures tridimensionnelles d’hydrolases connues.

Feuiller "6 Histidine 258

Aspartate 226
Sérine 169

Figure 29: Organisation structurale de la triade catalytique d'/gFsz3 et de la carboxylestérase de Francisella
tularensis.
Les structures secondaires sont schématisées selon la représentation standard. La forme développée illustre la
position des trois acides aminés Ser, His et Asp intervenant dans la triade catalytique. A gauche, visualisation de la
triade modélisée d’IgEsz3. A droite, visualisation de la structure de la région homologue correspondant 2 la
séquence |FtCel|.

2.1.4. Bilan des analyses iz silico pour la séquence codante IgEst3
La premiére observation, est la probable absence de signaux peptidiques connus ainsi que 'absence

probable de N- et O-glycosylations et de formation de ponts disulfure.

Les différentes combinaisons d’alignements (via I'algorithme BLASTP) ont, d’une part, permis de
cibler deux fonctions enzymatiques putatives pour IgEsz3 : carboxylestérase ou thioestérase. D’autre
part, elles ont permis d’observer que les séquences homologues (hors alignement avec des séquences
issues d’algues et de plantes) sont essentiellement des séquences de microorganismes et plus
particulierement de bactéries. De plus, 'alignement avec les séquences de la banque PDB a permis

d’identifier les positions putatives des acides aminés de la triade catalytique Ser'®’, Asp?*® et His*®.
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Les premiéres informations concernant la fonction enzymatique putative d’lgEsz3 avaient été
obtenues par lecture des annotations du cluster ISL 00006895 disponibles dans la base de données
TBestDB. La séquence du cluster avait présenté une homologie avec la famille de protéines PFAM
PF02230, correspondant a une famille d’enzymes a activité phospholipase A2 et lysophospholipase
indépendante du calcium. De plus, une homologie avec les séquences d’une lysophospholipase du riz
|OsLp2| et d’une phospholipase/carboxylestérase d’Arabidopsis thaliana |AtPICe2| avaient également
été caractérisée. La séquence complete [gFEst3 a été comparée avec ces deux derniéres séquences
(Tableau 47). Les pourcentages d’identité sont proches de 30 % et les pourcentages de similarité sont

proches de 40 %.

OsLp 4
Score 62,8 65,5
Hdentité % 32 % 29 %
Similarité % 43 % 40 %

Tableau 47: Pourcentages d’identité et de similarité des séquences ayant permis ['annotation du cluster
ISL 00006895 dans la base de données TBestDB par rapport 4 la séquence protéique compléte IgFsz3.

Les valeurs obtenues correspondent a ’homologie de la séquence IgEsz3 par rapport aux séquences
ayant permis I'annotation de son cluster. Ces valeurs sont & comparer aux valeurs obtenues lors de la
recherche d’homologie réalisée au cours de cette thése. Les séquences |OsLp2| et |AtPICe2|
n’apparaissent plus comme les plus homologues a la séquence IgEsz3. Les pourcentages d’identité et
de similarité des séquences homologues ont peu évolué. En revanche, les valeurs de score sont

meilleures dans le cas des séquences homologues récemment identifiées.

L’utilisation du logiciel PipeAlign a permis de mettre en évidence que la séquence [gFsz3 est
retrouvée dans le groupe ou les séquences sont majoritairement de fonction inconnue. Cependant,
pour ce méme groupe, la fonction connue la plus représentée est la fonction thioestérase. Le second
3. , . « . . , ,
groupe n’incluant pas la séquence IgFEsz3, est majoritairement constitué de carboxylestérases.
L’étude in silico d’IgEst3 a mis en évidence qu’une partie de la séquence en N-terminal de la protéine
ne semble pas pouvoir se conformer (Figure 30). Cette partie, d’environ 40 acides aminés (a gauche),
\ 7 . &1 b \ . . /’
correspond a une zone non définie de la protéine n’appartenant pas a la structure identifiée comme
étant celle d’une o/f hydrolase. En effet, la structure d’IgEsz3 est une structure modélisée a partir de
structures connues o/B hydrolase. Tout ce qui n’appartient pas aux structures connues ne peut étre
modélisé et la conformation des parties C et N terminales n’a donc pas été calculée. Les structures

connues d’o/P hydrolase ne présentent pas ce type de partie N-terminal et son réle est donc inconnu
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et amene a hypothése de spécificités propres aux microalgues. Cette observation est & mettre en

relation avec I'absence de signaux peptidiques identifiables dans la séquence traduite d’IgEsz3.

Figure 30: Modélisation tridimensionnelle compléte d'IgEsz3

2.2.Etude d’IgTeCe
La séquence codante [g7eCe est une séquence de 1146 pb codant une protéine putative de 381 acides
aminés. La comparaison de la séquence génomique avec TADNc indique que le gene [g7eCe contient
trois introns, le premier entre les positions 590 et 754, le second entre les positions 827 et 951 et
enfin le troisiéme entre les positions 1049 et 1172. La figure 31 présente la séquence codante et la
séquence protéique déduite d’Jg7eCe. La séquence incomplete (cluster ISLO0007519) issue de la base
de données TBestDB est surlignée en bleu. Le pentapeptide GXSXG, indiqué en vert, est sous la
forme GSSQG. Cette séquence, rare dans le cas des estérases, est a4 notre connaissance uniquement

retrouvée pour certaines carboxylestérases de plantes supérieures (Souleyre ez 2/, 2011).
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2.2.1.

Prédictions des caractéristiques d’[g7eCe

|
1 atgggcggccgtcttcgtcaaagccctccagaccggcgcgcccaggggccggtgactcgc 60
1M 6 G R LRQS P PDRR Q P T R 20

|
61 cgccgtttcttctcageccggeccccacatggacgteccggeggtecgecaagcagacectt 1
21R R F F S AG P HMDV RIR S AKQTL 4

121 cttcagtccttcaatagcatgaagcgtcgcagcgacggcgtccaacgtatccacatggag
41 L Q S F NS MKIRIRSDGV QR I HME

181 gggctggcattcaaacgagcgctccggectcgcaggtattcgtcggacgcatccagaate
61 6 L A F KRALIRPRRY S SDAS ST RII

————————— e ] Dl [ e
241 gccgcttcctccaagtcegcaatcctegetctcggacggcaaagaggacagcgagaccgat
8 A A S S K S Q S SL SDGKEDSETD

————————— e ] Dol [ e
301 ttggatgacgactgcagcgatgcctcgatgatcgacggatatctggcggecccectcaggt
0. b b b ¢ S bDASMIDGY L AAPSG

————————— |--———-----]-——--—— |- | - | -~ ——————]
361 cggattcggcgcacgacgtccgaggatcccggtatcgtggtcatcgagccctctggtcca
121 R R R T TS EDWPGI1 VV I EP S G P

--------- |---——---—-] - | | - ||
421 cacacgcacaccgccattctattgcacggcatgtactgctcteccggagagctecgataca
141 H T H TA 1 L L HGWMYCSUPESSODT

--------- |----—----] - | | - |
481 tttgtcggtctacctgctgctgtcaaatcccttggectgctgccagggattaaatatgte
161 F V 6 L P AAV K S L G L L PG 1 K YV

————————— e I ] el Il |
541 ttcccgcatgcgccgegtcggaccatcagctggccgacaggccccgaggcaaacgttgec
181 F P HAPRRTILI SWPTGPEANUVA

————————— e ] D] [ e
601 tcctggtacaattactacacgcgccgggatggcgagctcgagcatgacgtcttgaatgag
200s WY NY Y TRRDGEULEUHUDV L NE

————————— e ] B ] [ e
661 gcgcacctggcttcgcaaacccggceggatccactccattgtcgagecgecgaggetgegett
221 A H L ASQTRRIHS 1TV ERTEAAIL

————————— |--—-—-----]----- ] | - | -~ ———————]
721 cttgggggcgacgcgegecgeatcatgetcggtgggagectcacaagggggcacagteget
241 L 6 6 Db ARRI ML GG S S Q6 G6TV A

————————— |----——-—-——-]----— |- | - | -]
781 ctccatgctacgatcaattaccatcggcectcteggegeactgetttgtettegetcatgt
261L H AT I NYHRWPULGALULT CLRSC

841 ctcatcgattcggtcacgtttccgagagacaagcgcteccecegecgecggeacaccegte
281L 1 DSV TVFWPIRUDIKIRSPAAGTPYV

901 ttcgtettcgecgccgcccaggacaaggtgtatgccccacagetgcagtategeggette
301F VF AAAQDIKVYAPQLQYR G F

961 tctctgctggccgactctggcttccacgtggagtggcatgtggaacctcatctgacgcac
321 L L ADS G F H W H E P H L T H

1021 tgggacgagtcgcgcacagagaaacgcgtagtcgctgcatggatcgcgcgcacagtccga 1080

341 W D T K RV V A AW A R T V R

|
1081 gagcgcgggctccgagagcgcgagcgctccgtatcgcctgagcttatcctggagcctctt 1140

361 E R R S Vv SPEUL1 1L E P L

1141 ttctag 1146
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Figure 31: Séquences codante et protéique d’IgTeCe.

Le pentapeptide correspondant a la séquence consensus GXSXG est surligné en vert et composé comme suit :
GSSQG. La séquence correspondant 4 la séquence ISL00007519 issue de la base de donnée EST apparait en bleu.
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Recherche d’un signal peptidique

La valeur des trois signaux C, S et Y n’est pas significative et indique 'absence de signaux peptidiques

détectés pour la séquence Ig7eCe. Le graphique obtenu par SignalP est présenté en annexe 6.

Evaluation de la massse moléculaire et du point isoélectrique

La séquence codante Ig7eCe code une protéine de masse moléculaire théorique de 42,31 kDa et de

pI théorique de 9,8.

Prédiction de la formation de ponts disulfures

La séquence d'lg7eCe contient 4 cystéines indiquées en rouge sur fond gris en figure 31. Le logiciel

de prédiction indique que la formation de ponts disulfures est peu probable.

Prédiction de la présence de sites de glycosylation

Les résultats obtenus indiquent Iabsence de signaux peptidiques et de sites consensus, rendant
improbable la formation de N-glycosylations. Le tableau des positions des acides aminés asparagines

dans [gTeCe est présenté en annexe 7.

Le résultat de la recherche de sites d’O-glycosylation pour Ig7eCe a mis en évidence 34 résidus
compatibles. Cependant, 'absence de signaux peptidiques reconnaissables rend la modification par
O-glycosylation peu probable. Les positions d’O-glycosylation détectées par chaque algorithme sont
présentées en annexe 8.

2.2.2.  Prédictions de la fonction enzymatique par recherche d’homologies

Recherche par l'algorithme BLASTP

Les alignements retenus pour prédire la fonction d’/g7eCe sont présentés dans le tableau 48.

1 BLASTP NR Tous Oui
2 BLASTP RefSeq Tous Non
3 BLASTP RefSeq Algues Non
4 BLASTP SwissProt Tous Non
5 BLASTP PDB Tous Non
6 DELTA-BLAST NR Tous Non
7 DELTA-BLAST NR Plantes Non
8 DELTA-BLAST NR Algues Non
9 PHI-BLAST NR Tous Non

Tableau 48: Liste des alignements retenus pour la protéine IgTeCe

e Alignement 1 : BLASTP/NR
Cet alignement est réalisé par l'algorithme BLASTP en utilisant la banque NR. Les quatre séquences

homologues présentant les plus hauts scores sont d’origine marine (Tableau 49). Les séquences
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|EhHp2| et |EhHp3| sont des séquences de protéines hypothétiques de la microalgue Emiliana
huxleyi. La séquence |AaHplI| est une séquence de protéine hypothétique de la microalgue
Aureococcus anophagefferens. La séquence homologue |GnPICel| est une séquence de bactérie marine
et présente une fonction putative de phospholipase ou carboxylestérase. Dans le cas de cette
séquence, le score de I'alignement, les pourcentages d’identité et de similarité sont inférieurs a ceux

obtenus pour les séquences homologues de microalgues.

p p AaHp

94,7

Score 174 125 127
Hdentité % 47 % 35 % 42 % 32 %
Similarité % 55 % 50 % 57 % 51 %

Tableau 49: BLASTP d’IgTeCe contre les séquences des banques NR.

e Alignement 2 : BLASTP/RefSeq
Cet alignement, réalisé avec les séquences référencées dans RefSeq (Tableau 50), a permis d’identifier
quatre séquences homologues issues de microorganismes marins proches. La premicre séquence
|GnPICel| est une séquence putative de carboxylestérase ou de phospholipase issue de la bactérie
Glaciecola nitratireducens. 11 s’agit de la méme séquence que celle évoquée dans I'alignement 1
BLASTP/NR. Des homologies de séquence sont ensuite retrouvées avec des séquences putatives de
thioestérases issues des bactéries Glaciecola pallidula |GpTel|, Glaciecola chatamensis |GeTel| et

Glaciecola agarilytica |GaTel|. 1l est intéressant de noter que la séquence |GeTel| est également

homologue a [gF5sz3.
Score 94,7 90,1 85,1 84,7
Identité % 32 % 31 % 27 % 27 %
Similarité % 51 % 50 % 46 % 46 %

Tableau 50: BLASTP d’IgTeCe contre les séquences de la banque RefSeq.

o Alignement 3 : BLASTP/RefSeq/Algues
Cet alignement, restreint aux séquences issues d’algues, fait apparaitre deux groupes (Tableau 51). Le
premier contient les enzymes issues d’algues rouges. La séquence |CmLp2| est une lysophospholipase
putative issue de Cyanidioschyzon merolae et la séquence |GsLp2| est une lysophospholipase putative
issue Galdiera sulphuraria. Le second groupe contient des enzymes issues de microalgues. La
séquence |CsP/Cel| est une séquence putative pour deux fonctions carboxylestérase ou phospholipase,
issue de Coccomyxa subellipsoidea (chlorophycée) et la séquence |Nglp2| a déja été précédemment

décrite. Cet alignement fait apparaitre la fonction lysophospholipase. Toutefois, il est important de
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remarquer que les valeurs de score sont proches de 50. Par comparaison avec les valeurs observées lors

de l'alignement précédent ces valeurs ont été nettement diminuées.

D D 4 LD

Score 50,8 50,4 49,7 48,1
Identité % 31 % 26 % 28 % 28 %
Similarité % 42 % 38 % 39 % 41 %

Tableau 51: BLASTP d’IgTeCe contre les séquences de la banque RefSeq issues d’algues (macro- ou micro-).

o Alignement 4 : BLASTP/SwissProt
Comparée aux séquences de la base de données SwissProt, la séquence Ig7eCe présente de nouveau

. |DdTe1h2)). La

des homologies avec des séquences putatives de thioestérases (|Scp7el|, |GzTel

séquence |HsLYPL1S

, déja homologue a la séquence d’IgEst3, correspond a la lysophospholipase 1
humaine (Tableau 52).

ple ¢ Da
Score 68,9 60,8 60,1 59,7
Identitéé % 28 % 28 % 29 % 24 %
Similarité % 47 % 46 % 45 % 43 %

Tableau 52: BLASTP d’IgTeCe contre les séquences de la banque Swissprot.

e Alignement 5 BLASTP/PDB
Le dernier alignement BLASTP est réalisé contre la banque de données PDB de maniére & définir la
séquence consensus et les acides aminés composant la triade catalytique (Tableau 53). Les séquences
homologues obtenues par cet alignement sont a séparer en deux groupes. Le premier regroupe des
séquences issues d’organismes procacyotes: |[PaCel| la séquence de carboxylestérase issue de la
bactérie Pseudomonas aeruginosa et les séquences |PfCe2S| et |FtCel| précédemment décrites. Le
second groupe contient les séquences de lysophospholipase humaine |HsLYPLI1S| et de thioestérase
humaine |Hs7el| qui ont également été décrites précédemment. L'ensemble de ces séquences a
permis de localiser la position des acides aminés susceptibles de former la triade catalytique d’Jg7eCe,

la composition des régions bordant ces acides aminés reste peu conservée (Figure 32).

Score 61,2 60,5 58,2 54,7 49,3

Identité % 31 % 25 % 27 % 24 % 29 %
Similarité % 41 % 43 % 40 % 44 % 48 %

Tableau 53: BLASTP d’IgTeCe contre les séquences de la banque PDB.
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TVALHATI - NYHRPLGALLCLRSCLI DS- VTFPRDKRSPAAGTPVFVFAAAQDKVYAPQLQYRGFSL  ADSGFHVEWHVEPHL T HWDESRTEKRVVAAW A
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Alignement des séquences homologues obtenues dans la banque de données PDB.

Les acides aminés signalés en rouge correspondent aux résidus de la triade catalytique S, D, H d’IgTeCe.

e Alignement 6 DELTA-BLAST/NR

L’algorithme BLASTP a permis d’identifier trois fonctions putatives d’/g7eCe : carboxylestérase,

thioestérase ou lysophospholipase. Pour affiner ces prédictions de fonction et les hiérarchiser, des

alignements complémentaires ont été réalisés avec DELTA-BLAST (Tableau 54). Il est intéressant de

noter les différentes « origines » des séquences homologues a Ig7eCe. Ce sont toutes des séquences

issues d’eucaryotes et elles codent toutes pour des thioestérases. La séquence |CeATH]I| est une

séquence putative issue de Caenorhabditis elegans. La séquence |BmTe2)| est une séquence issue du yak

(Bos mutus). La séquence |RnTe2| est issue de Rattus norvegicus et la séquence |MmTe2| est issue de

Mus musculus. 1’ensemble des scores obtenus est supérieur a 150 mais les pourcentages d’identité

observés sont faibles, ils sont inférieurs par exemple a ceux observés en utilisant I'algorithme

BLASTP.

2 /]

R

Score 159 157 157 157
Identité % 24 % 22 % 22 % 22 %
Similarité % 40 % 35 % 35 % 35 %

Tableau 54: DELTA-BLAST d’IgTeCe contre les séquences des banques NR.

e Alignement 7 DELTA-BLAST/NR/Plantes

L’alignement DELTA-BLAST a également été réalisé spécifiquement pour les séquences issues de

plantes. Les scores d’alignement des séquences homologues sont trés proches (Tableau 55). La

séquence |7cEstl| est une séquence putative d’ester hydrolase issue de Theobroma cacao. Les deux

séquences suivantes |ReTel| et |ReTe2| sont des séquences putatives de thioestérases issues du ricin.

|ReTel| et |JePICel| sont des séquences également homologues & gFst3.

Score 123 121 120 120
Identité % 20 % 20 % 19 % 21 %
Similarité % 33 % 34 % 33 % 33 %

Tableau 55: DELTA-BLAST d’IgTeCe contre les séquences des banques NR issues de plantes
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e Alignement 8 DELTA-BLAST/NR/Algues
Le DELTA-BLAST suivant a été réalisé par comparaison aux séquences d’algues présentes dans la
banque de données NR (Tableau 56). Les deux premicres séquences homologues sont des séquences
putatives de lysophospholipase issues de la macroalgue Ectocarpus siliculosus |EsLp2| et de la
microalgue Nannochloropsis gaditana |NgLpl|. La troisieme séquence |CsP/Cel| est une séquence

putative pour deux fonctions, carboxylestérase ou phospholipase de la microalgue Coccomyxa

subellipsoidea.
Score 129 125 120 118
Identité % 22 % 24 % 23 % 25 %
Similarité % 39 % 36 % 39 % 37 %

Tableau 56: DELTA-BLAST d’IgTeCe contre les séquences des banques NR issues d’algues.

e Alignement 9 PHI-BLAST/NR
En complément de ces analyses, I'algorithme PHI-BLAST a été utilisé (Tableau 57). En tenant
compte de la présence du pentapeptide consensus GXSXG, les meilleurs scores obtenus sont pour les
séquences putatives décrites a 'alignement 2 BLASTP/RefSeq, |GnPICel|, |GpTel| et |GeTel|. La
séquence |MgCel| est une séquence putative de carboxylestérase issue de la bactérie Methylovorus

glucosetrophus. Cet algorithme n’a pas permis d’affiner la sélection des fonctions enzymatiques

possibles pour Ig7eCe.
Score 77,7 71,6 70,8 69,7
Identité % 32 % 31 % 32 % 27 %
Similarité % 51 % 51 % 47 % 46 %

Tableau 57: PHI-BLAST d’IgTeCe contre les séquences des banques NR sans restriction d'organismes,
l'alignement tient compte de la présence du pentapeptide GXSXG.

e Recherche de séquences homologues dans les bases de données ESTHER, MELDB et LED

Il apparait, au vu des précédents alignements, une large variété de fonctions putatives pour la
protéine IgTeCe. Une recherche de séquences homologues dans les bases de données ESTHER et
LED a été entreprise. La séquence |SaCel| caractérise la meilleure homologie de cette recherche. 11
sagit d’une séquence putative de carboxylestérase, issue de la bactérie Shewanella amazonensis.

, caractérisée

L’alignement contre la banque de données MELDB identifie la séquence |CbP/Cel
comme une séquence putative des fonctions carboxylestérase ou phospholipase, issue de la bactérie

Coxiella burnetii. En conclusion, la recherche de séquences dans ces bases de données spécifiques
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prédit une homologie a des séquences procaryotes, sans permettre de distinguer une fonction

enzymatique précise.

Recherche avec le logiciel PipeAlign
La séquence Ig7eCe a également été alignée avec PipeAlign (Figure 33). A l'issue de 'ensemble des

traitements, il est observé que le groupe A majoritairement composé de carboxylestérases n’inclut pas
la séquence Ig7eCe. Le groupe B, incluant la séquence Ig7eCe, est composé quasi-unanimement de
protéines hypothétiques et de protéines de fonction inconnue. Le résultat de PipeAlign ne permet
donc pas de qualifier plus précisément la fonction de la protéine Ig7eCe et met en évidence la

difficulté 4 identifier sa fonction 7 silico.

Groupe A Groupe B - contenant IgTeCe

Ester Hydrolase Protéine inconmue

Protéine inconnue

Lysophospholipase

Hydrolase
Thioestérase
Phospholipase Carboxylestérase
Thioestérase
Carboxylestérase |
T I I T 1 I L L I

J
o 10 20 30 40 50% 0 20 40 60 B0 100 %

Figure 33: Composition des deux groupes d’enzymes obtenus par le logiciel PipeAlign
2.2.3. Prédictions de I'organisation structurale

La prédiction de la structure secondaire pour la protéine lg7eCe a été réalisée avec I'algorithme
YASPIn (Figure 34 A) d’une part et déduit a partir de la structure tridimensionnelle (Figure 34 B)
d’autre part.

Dans les deux cas, une succession d’hélices a et de feuillets B, permettant de placer la protéine dans
la famille des hydrolases /P, est mise en évidence. Le pentapeptide GXSXG est placé, a la jonction
entre une structure en feuillet et une structure en hélice laissant la sérine de la triade catalytique
accessible entre ces deux structures.

Les principales différences de prédiction entre les deux analyses concernent les parties N-terminal et
C-terminal. En effet, I'algorithme YASPIn détecte 6 hélices en N-terminal (120 premiers acides
aminés) alors qu’elles n’apparaissent pas dans la prédiction de la structure tridimensionnelle (Figure
34 B). Les prédictions de structure secondaire pour le reste de la protéine sont identiques mis a part
le double feuillet « 4 et 5 », non détecté par I'algorithme YASPIn. De plus, deux feuillets sont absents
en position C-terminal, de la prédiction déduite de la structure tridimensionnelle mais présents dans

le mode¢le proposé par YASPIn.
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YASPIN PREDICTION RESULTS

Name: IgTeCe
Length: 381

AA: MGGRLRQSPPDRRAQGPVTRRRFFSAGPHMDVRRSAKQTLLQSFNSMKRRSDGVQRIHME

Pred: ——————-———————————— HHHHH-----—- HHEHHHHHHHHHHHHHAE- - - HEHHHHHH
NN - TR

AA: GLAFKRALRPRRYSSDASRIAASSKSQSSLSDGKEDSETDLDDDCSDASMIDGYLAAPSG
Pred: HHHHHHH-——------ HHHHHHH-——————————oommmmmmooo HHHHHH---———--

AR e A ee— S E—
AA: RIRRTTSEDPGIVVIEPSGPHTHTAILLHGMYCSPESSDTFVGLPAAVKSLGLLPGIKYV
Pred: -----—----- EEEEE------ EEEEEEE---------=-=-~ HHHHHHHH----- EEEE
e — ) s— T — »
AA: FPHAPRRTISWPTGPEANVASWYNYYTRRDGELEHDVLNEAHLASQTRRIHSIVEREAAL
Pred: E--—————m————mmmmmmmmmmmm e HHHEHHHHHHHHHAHHEHEHHEHEHEHE
—— N
BAA: LGGDARRIMLGGSSQGGTVALHATINYHRPLGALLCLRSCLIDSVTFPRDKRSPAAGTEV
Pred: —-----— EEEEEEE-HHHHHHHHHHHH-—-—-— EEEEEE-———-———-— HHHHHHHH---EE
- TR s O e— A - )
AA: FVFAAAQDKVYAPQLQYRGFSLLADSGFHVEWHVEPHLTHWDESRTEKRVVAAWIARTVR
Pred: EEEE-—------ HHHHHHHHHHHHH----EEEEEE---—-—-—~- HHHHHHHHHHHHHH--
AWV - ) e— RN .
BAA: ERGLRERERSVSPELILEPLF
Pred: —-—————- EEEE----EEEE-—

—— e .

Figure 34: Prédictions de la structure secondaire d’IgTeCe
A - Schématisation de la structure secondaire de la protéine IgTeCe aprés analyse avec 1'algorithme YASPIn. B -
lustration de la structure secondaire issue de la structure tridimensionelle modélisée.

La modélisation tridimentionnelle de la protéine Ig7eCe par le logiciel Modeller a été réalisée a partir

des séquences de référence résultant de lalignement 5 BLASTP/PDB. Pour la modélisation

d’IgTeCe, trois séquences ont été conservées: |HsLYPLIS|, |PfCe2S| et |FtCel|. La séquence
bénéficiant du meilleur score |PaCel| n’a pas pu étre utilisée par 'algorithme. La figure 35 illustre la
conformation structurale calculée pour la triade catalytique. Le calcul du positionnement des

composés de la triade catalytique semble cohérent par rapport a la structure de la lysophospholipase

humaine.
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Histidine 309

’ Sérine 254 Aspartate 341

N

Figure 35: Organisation structurale de la triade catalytique d'Ig7eCe et de la lysophospholipase humaine
|HsLYPLIS|.

A gauche, schématisation de la structure tridimensionnelle d'Ig7eCe. La forme développée illustre la position des
trois acides aminés Ser, His et Asp intervenant dans la triade catalytique. A droite, illustration de la région
homologue correspondant 4 la séquence alignée |HsLYPL1S|.

2.2.4. Bilan des analyses iz silico pour la séquence codante IgTeCe

L’analyse de la séquence protéique d’fg7eCe a montré la probable absence de signaux peptidiques

connus ainsi que I'absence probable de N- et O-glycosylations et de formation de ponts disulfure.

La stratégie via I'algorithme BLASTP n’a pas permis de cibler une fonction enzymatique précise. Les
fonctions lysophospholipase, carboxylestérase, phospholipase et thioestérase sont toutes les quatre
mises en évidence sans qu’aucune ne soit prédominante.

Une partie de la séquence codante d'/g7eCe est présente dans la base de données TBestDB. 1 s’agit
du cluster ISL00007519. Les annotations indiquent qu'une homologie avecle motif PFAM
PF02230 avait été identifiée. Une homologie avec les séquences d’une lysophospholipase du
champignon Neurospora crassa |NcLpl| et d’une carboxylestérase putative de la bactérie marine
Chromobalobacter salexigens |CsCel|, résistante aux environnements a salinité élevée, avait également
été mis en évidence.

Au cours de cette étude, I'alignement BLASTP a été réalisé entre ces deux dernieres séquences et la
séquence complete d’fgTeCe. Les pourcentages de similarité, obtenus par alignement local BLASTP,

sont proches de 45 % et les pourcentages d’identité proches de 30 % (Tableau 58).

D

Score 55,5 76,6

Identité¢ % 29 % 31 %
Similarité % 46 % 47 %

Tableau 58: Pourcentage d’identité et de similarité des séquences ayant permis l'annotation du cluster
ISL00007519 dans la base de données TBestDB par rapport 2 la séquence protéique compléte Ig7eCe.

Les valeurs obtenues ici par BLASTP correspondent a la qualité de I'alignement entre la séquence

compléte d’IgTeCe et les séquences |NcLpl| et |CsCel|. Par comparaison avec les valeurs obtenues
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lors de la recherche d’homologie réalisée au cours de cette these, les pourcentages d’identité et de
similarité sont proches. Néanmoins, il faut noter deux paramétres importants, les valeurs de scores
obtenues au cours de cette étude sont meilleures et une fonction enzymatique supplémentaire est

apparue, la fonction thioestérase.

L’alignement avec les séquences de la banque PDB a permis d’identifier les positions putatives des

acides aminés de la triade catalytique Ser®, Asp®®” et His*'.

La seconde stratégie, utilisant le logiciel Pipealign, met en évidence I'appartenance de la séquence
IgTeCe au groupe dont les séquences sont majoritairement de fonctions inconnues.

La démarche de prédiction iz silico de 'activité enzymatique pour [g7eCe n’est donc pas concluante.
Cependant, il faut savoir que I'analyse 77 silico de la séquence Ig7eCe a évolué au cours du temps. En
effet, le cluster ISL00007519, identifiant la séquence d’Ig7eCe, a fait 'objet d’une prédiction de
fonction en 2005. Par la suite, apres I'obtention de I'intégralité de la séquence codante d’/g7eCe au
laboratoire, le résultat de cet alignement est resté identique jusqu’en 2010. A partir de la fin 2010, de
nouveaux alignements réalisés a I'aide des différents algorithmes ont commencé a inclure également
la fonction thioestérase. Dans certains cas, la fonction thioestérase est méme apparue comme
prédominante. L’évolution du résultat d’alignement de la séquence Ig7eCe est un réel changement de
sous-classe enzymatique : E.C. 3.1.1.x, vers E.C. 3.1.2.

Historiquement, la prédiction de la fonction enzymatique d’Zg7eCe est « carboxylestérase ». En effet,
la conformation générale de la protéine par modélisation tridimensionnelle est particuliérement

homologue & des o/ hydrolases de type « phospholipase » ou « carboxylestérase » (Figure 36).

Figure 36: Prédiction de la structure de la protéine IgTeCe.
120 acides aminés du domaine N-terminal (3 gauche) ne sont pas visibles sur cette représentation
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De plus, la présence du pentapeptide GXSXG confirme cette prédiction. Seule une faible proportion
des enzymes de fonction thioestérase adoptent la conformation des o/f hydrolases. Au regard des

informations accumulées, seule la caractérisation biochimique iz vivo va permettre de déterminer la

fonction enzymatique.

L’analyse 77 silico révéle une particularité structurale. Une partie importante de la séquence d’Ig7eCe
en N-terminal de la protéine ne semble pas pouvoir étre modélisée (Figure 37). En absence de
modélisation, cela signifie que les structures de références utilisées ne présentent pas de domaines
N-terminal correspondant. La longueur significative (environ 125 acides aminés) de cette partie
N-terminal correspond a un domaine inconnu de la protéine, non annoté lors des alignements de

séquences et représentant quasiment un tiers de la protéine totale.

Figure 37: Modélisation « globale » de I'ensemble de la protéine IgTeCe
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3. Expression hétérologue

3.1.Préambule
Les travaux de clonage pour I'expression des deux séquences codantes [gEsz3 et IgTeCe dans la levure
ont été effectués au laboratoire avant le début de ce travail de these. Les séquences ont été clonées
sous forme completes. Une alanine en position 2 avait été ajoutée aux deux protéines, dans le but de
favoriser I'obtention de la protéine d’intéret. Le controle « témoin LacZ » est une construction
plasmidique pYES2.1-V5-His-LacZ ~ fournie par Invitrogen™ permettant d’exprimer la
B-galactosidase. Cette protéine témoin est complétée en C-terminal d’une étiquette poly-histidine.
L’obtention de la PB-galactosidase sert d’indicateur pour la validation des conditions d’expression

dans la levure.

Les travaux de clonage pour 'expression dans la bactérie ont été réalisés au cours de ce travail de

thése et uniquement pour Ig7eCe. La séquence codante d’fg7eCe a été clonée sous forme native.

3.2.Expression dans la levure Saccharomyces cerevisiae
3.2.1. Validité des systemes d’expression contenant pYE-IgTeCe et pYE-IgEst3

Avant de débuter les travaux de cette these, un premier séquencage a été réalisé sur ces plamides apres
clonage et extraction. Celui-ci a permis de confirmer la présence des séquences codantes [gFEsz3 (taille
totale du plasmide : 6882 pb) et Ig7eCe (taille totale du plasmide : 7035 pb) au sein des deux
constructions.

Lors de ce travail, une vérification par PCR de la présence des inserts dans chaque systéme

d’expression a été entreprise apres transformation dans la souche d’expression INVScl.

Extraction des plasmides

Afin de vérifier extraction des plasmides a partir de la levure, une analyse sur gel d’agarose a été
effectuée. La figure 38 montre la présence des trois ADN plasmidiques. Les deux bandes observées
pour chaque ADN correspondent a la forme relachée (bande la plus haute entre 10000 et 21000 pb)
et a la forme surenroulée du plasmide (bande inférieure a environ 5000 pb). Ces résultats indiquent

une bonne extraction des plasmides depuis la levure.
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Figure 38: Electrophorése sur gel d’agarose ’ADN plasmidiques issus de la levure.
M : Marqueur de taille, Piste 1: pYES2.1-V5-His-LacZ, Piste 2: pYE-IgEst3, Piste 3: pYE-IgTeCe.

Analyse des plasmides

Les extraits plasmidiques ont ensuite été amplifiés par PCR. L’objectif est, d’une part, de confirmer
que l'insert (lg7eCe ou IgEst3) est toujours présent apres transformation et d’autre part, d’obtenir un

fragment amplifié pouvant étre analysé par séquengage.

Deux analyses ont été effectuées. La premic¢re PCR a été réalisée a 'aide d’amorces spécifiques des
régions bordant le site de clonage, KTEXTRACTFW et KZEXTRACTRV. La figure 39 présente un
focus de la séquence du site d’insertion dans le plasmide pYES2.1. Le site d’insertion est indiqué en
rouge et les sites d’hybridation des amorces sont indiqués en bleu. La taille du fragment amplifié sera
supérieure a la taille de I'insert puisque les amorces « K7EXTRACT » s’hybrident respectivement en

amont et aval du site d’insertion (soit 234 bases en 5’ et 183 bases en 3’).

K7EXTRACTFW »

| II | I IATMMmﬂmCEATMEImTMTECEATTHEI'J"J"['I'I'A.IIL'I'J'R.TI'I‘:TEEGZJ'M’I‘J’m’.’.’.’.waWwaITFJ.T'TTTva‘I.TCTLT < 300
TARCTTGCTTAGT TTART TETTGGTAT CCTACT ATTACGCTART CARAAAAT CGRARTAARAGRCODCHT TART TAGT CGCT T OGO TACT ARRRARCTRGRT A,
1] 210 220 230 240 250 260 i) 2890 2890

TAACAGNTATAT AAAT GCARRAR CT e AT AR CACT T TARC T AATACTTTCAACAT TTTOGGT TTGTATTACT TCT TATTCRAATGTAATARANGTATCR < 400
AT ETCTATATATTTACGTT T T TRACGTATTGGTGAAATTGATTAT GRAARGT T ETARAAGCCAARC KT ART GAAGRAT ARGT TTACATTAT TTTCATAGT
310 320 110 M0 350 360 70 k-1 330

ACRARRAATTGT TARTATACCT CTATACTT TARCGET CAAGGAGAARAAACCCCGERT COERCTACT AGCAGCT GTART ACGACTCACTATAGGEARTATT < 500
TGTTTTT TARCARTTAT ATGEAGATAT GARKT TGCAGT TOCT CTTT TTTGEEECCT AGCCT GATGAT CETCGRCAT TAT GO T GAGT GRTAT CCCTTATAR
410 420 410 240 450 460 470 480 450

Site dinsertion

ARGCTCGCCCT TANGGGCGAGC TTOGAGET CRCCORT T OGRAGET ARGCCT AT COCTARDOCT CTCCTORGT CTOGAT TICT ACGOGTACCGLTCATCRATE. < 00
TTCEAGCGGERAT TOCC GCTCGRAGCT CCAGT GGETARGTT TCCAT T CGGAT AGGGRT THOGRGAGGRGOCAGAGC T ANVGAT GOGCAT GRCCRGETAGTAG
%10 520 530 E40 550 S50 510 540 590

ACCATCACCATT GAGT T TCTAGRGGEGC CGCAT CATGT ART TAGT TAT GTCRACGCT TACAT T CACGCCCTOOTT RACCGRARAGGANG < V00
TGETAGT GETARCTCAARGAT CTCOCGGOETAGTACKTTART CART ACAGT GCGART GTARGT GTAGECGAGATTGECTTTTCCTTC
E10 E20 B30 E4 E50 E60 ETQ =2:11] B30

< TEXTRACTRY
GAGTTAGACARC CTGAAGTCTAGGTCCCTAT T TATT T TTTTATAGT TATGT TAGTAT TARGAADGT TATTTATATT TCARAT TTTTCTTTTTTTICTGTA <

B0
CTCARTCTETTGGACT T CAGHT CCAGGGATARART ARARARRT ATCAATACRAT CAT RATTCT TGEANRT ARATAT ARAGTTT AAAARGRARRARAAGRCAT I II I I I
Ta 120 T30 T4 50 e ) Taa 790 5886 bp

Figure 39: Séquence partielle du plasmide pYES2.1
Présentation des sites d'hybridation « KZEXTRACT ». Les nombres représentent les positions des nucléotides sur
le plasmide.
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La taille des fragments amplifiés présentés en figure 40 correspond a celle attendue pour chacun des
deux systemes d’expression : 1407 pb en présence de la séquence codante IgEsz3 (piste 1) et 1563 pb
en présence de la séquence codante [g7eCe (piste 2). Les inserts sont donc bien présents dans les deux

systémes d’expression.

2000_
1500_

1000_
750_

Figure 40: Electophorése sur gel d’agarose des fragments amplifiés par PCR avec les amorces « K7EXTRACT ».
Vérification de la présence des inserts dans pYES2.1.
M : Marqueur de taille, Piste 1 : PCR depuis pYE-IgTeCe, Piste 2 : PCR depuis pYE-IgEsz3.

La seconde analyse a été effectuée par amplification spécifique des séquences codantes [g7eCe et
IgEst3. L'analyse des produits PCR par électrophoreése, a permis de confirmer la présence et
d’identifier les séquences codantes d’IgEsz3 (990 pb, en piste 1) et d’Ig7eCe (1143 pb, en piste 2) aux

tailles attendues (Figure 41).

2000 bp

1500 bp

1000 bp

750 bp

Figure 41: Electophorése sur gel d’agarose des fragments amplifiés spécifiques de chaque géne IgFsz3 et IgTeCe
M : marqueur de taille, Piste 1 : 6895-ATG2 x 6895-STOP2E, Piste 2 : 7519-ATG2 x 7519-STOP2E

3.2.2. Caractéristiques prédites des protéines recombinantes IgEsz 3 et IgTeCe

Pour faciliter la détection et la purification des protéines recombinantes, le vecteur pYES2.1 a été
utilisé pour ajouter un épitope V5 et un domaine poly-histidine (6x His) en position C-terminal. Cet
ajout modifie les propriétés des protéines recombinantes par rapport aux protéines natives (Tableau

59). 1l influe sur la longueur de la protéine, sur sa masse moléculaire et sur le point isoélectrique.

Nom de la protéine Propriétés de la protéine native Propriétés de la protéine recombinante
329 aa 363 aa
IgEs:3 35,41 kDa 39 kDa
pl 8,66 pl 8,6
381 aa 415 aa
IgTeCe 42,31 kDa 46,13 kDa
pl 9,8 pl 9,55

Tableau 59 : Caractéristiques des protéines natives et recombinantes.
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3.2.3. Expression et extraction de la protéine IgFst3

L’expression de la protéine IgEsz3 a été réalisée en paralléle de I'expression de la B-galactosidase, qui a
servi de controle des conditions d’expression. Chaque étape d’extraction et de purification ont été
effectuées selon le méme protocole. Une fois la B-galactosidase produite, celle-ci disposant d’une
étiquette poly-histidine, a servi de contréle positif. L’extraction des protéines a été réalisée dans un
tampon 50 mM phosphate de sodium, pH 8.

D’extraction et la purification par chromatographie d’affinité ont été évaluées sur SDS-PAGE (Figure
42).

Les résultats obtenus pour la B-galactosidase sont présentés en figure 42 A. La B-galactosidase
(120 kDa) est clairement visible dans I'extrait brut du témoin LacZ induit (piste 1). Elle est
également visible dans les fractions purifiées aux pistes 6 et 8. Comme attendu, les pistes adjacentes,
correspondant aux fractions du témoin LacZ non induit, ne présentent pas de bandes au poids
moléculaire de la B-galactosidase.

La figure 42 B présente les résultats obtenus pour [gEsz3 (induit et non induit). Aucune bande
significative n’est observée aux pistes 5 et 7 au poids moléculaire attendu. Des bandes sont bien
présentes mais elles sont également présentes pour les échantillons non induits. De plus, le poids
moléculaire ne correspond pas. Une bande majeure est présente dans la fraction correspondant au

lavage de la résine (Piste 9) mais elle observée entre 25 et 30 kDa alors que le poids moléculaire

attendu est de 39 kDa.
D2 1 2 3 4 5 6 7 8 9
kDa ¢
150 2 3 4 5 [ 7 ] 9
120 — _
100° —
50_‘ = N == = s
m__
- = = g = | -
o = -
M"H——
15_ H
104 'l .
. A A F B

Figure 42: Electrophorése sur SDS-PAGE aprés chromatographie d’affinité du témoin LacZ (A) et d’IgFsz3 (B).
(A) M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Extrait brut induit, Piste 2 : Extrait brut non induit, Piste 3 : Fraction non
retenue (induit), Piste 4 : Fraction non retenue (non induit), Piste 5 : Lavage de la résine (induit), Piste 6 : Premicre élution
(induit), Piste 7 : Premiére élution (non induit), Piste 8 : Seconde élution (induit), Piste 9 : Seconde élution (non induit).

(B) M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Extrait brut induit, Piste 2 : Extrait brut non induit, Piste 3 :Fraction non
retenue (induit), Piste 4 : Fraction non retenue (non induit), Piste 5 : Premiére élution (induit), Piste 6 : Premiére élution
(non induit), Piste 7 : Seconde élution (induit), Piste 8 : Seconde élution (non induit), Piste 9 : Lavage de la résine (induit).

La chromatographie d’affinité sur la résine « NiNTA » est fonctionelle avec la B-galactosidase

disposant de la méme étiquette qu’fgEsz3 et exprimée dans les mémes conditions.
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Les analyses par Dot blot et Western blot, en utilisant un anticorps spécifique de 'étiquette
poly-histidine, n’ont pas révélé de signaux pour IgEsz3 mais ont fonctionné pour la détection de la

B-galactosidase.

3.2.4. Recherche d’activités lipolytiques pour IgFEsz3

En parallele de I'expression et de I'extraction de la protéine IgEst3, des tests enzymatiques ont été
réalisés avec les extraits protéiques par colorimétrie sur des substrats synthétiques: le
para-nitrophényle caprylate (C8) et le para-nitrophényle palmitate (C16). Chaque test a comparé
Iactivité d’hydrolyse d’un échantillon induit par rapport & un échantillon non induit. Une activité
plus importante est attendue lorsque I'échantillon est induit par rapport au non induit ou au témoin

produisant la B-galactosidase.

Le résultat de ce test est négatif. Aucune différence d’activité enzymatique n’a été observée entre les
g y q

différents échantillons. Ce résultat va dans le sens de 1'absence de la protéine.
p

Différentes hypotheses de dysfonctionnement peuvent étre écartées. Les conditions de culture, la
composition du milieu, la source de carbone ou linducteur semblent en effet correctes et

compatibles avec le systeme d’expression utilisé car 'obtention de la B-galactosidase est constatée.

En conclusion, 'ensemble des expérimentations réalisées pour IgEst3 n’ont pas permis de caractériser
de protéines correspondant a la protéine IgEsz3. Elles n’ont pas non plus permis de démontrer le bon
fonctionnement de la construction pYE-IgFst3. L’absence d’activité lipolytique détectable indique en
plus que dans le cas d’une tres faible production de la protéine [gFsz3, celle-ci semble inactive.

L’hypothese la plus probable est 'absence de la protéine IgFsz3.

3.2.5.  Expression et extraction de la protéine [g7eCe

Les travaux sur le systeme d’expression contenant /g7eCe ont été réalisés sur deux durées d’induction

de 24 et 60 heures.

Induction de 24 heures

D’expression d’Ig7eCe a été testée pour un temps d’induction de 24 heures. Les profils
électrophorétiques par SDS-PAGE des extraits protéiques ont été comparés entre le témoin LacZ
induit et [g7eCe induit (Figure 43). Lextraction a été réalisée avec un tampon 50 mM phosphate de

sodium, pH 8. Au poids moléculaire attendu de 46 kDa, un nombre important de bandes sont
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présentes. Aucune bande supplémentaire ou traduisant une surexpression n’apparait pour I'extrait

protéique de I'échantillon Ig7eCe.

kDa

125
101

56,2

358

29

=

Figure 43: Electrophorése sur SDS-PAGE 12% des extraits de protéines.
M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1: Extraits protéiques du témoin LacZ, Piste 2: Extraits protéiques
IgTeCe.

Les extraits protéiques du témoin LacZ et d’Ig7eCe ont ensuite été analysés par Western blot. La
technique de SDS-PAGE n’a pas permis de visualiser la f-galactosidase issue du témoin LacZ (Figure
44 A). Cependant, 'analyse par Western blot a confirmé sa présence (Figure 44 B). Pour les
échantillons provenant d’Zg7eCe, aucun signal n’est observé ni en SDS-PAGE, ni en Western Blot

(Figure 44 A et Figure 44 B).

témoin LacZ lgleCe t#moin LacZ IgTeCe

kKDa M 1 2 3 4 5 6 7 8
125_
101_

56,2

35,8
29

Figure 44: A) Electrophorese sur SDS-PAGE 12 % des extraits protéiques déposés pour le Western blot. B)
Western blot des extraits protéiques.

Témoin LacZ : M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : 20 pg d’extrait protéique, Piste 2 : 15 pg d’extrait
protéique, Piste 3 : 10 pg d’extrait protéique, Piste 4 : 5 pg d’extrait protéique.

IgTeCe: Piste 5 : 20 pg d’extrait protéique, Piste 6 : 15 pg d’extrait protéique, Piste 7 : 10 pg d’extrait protéique,
Piste 8 : 5 pg d’extrait protéique.
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Différents tampons de lyse cellulaire ont été testés afin d’obtenir la protéine Ig7eCe. Les profils
d’électrophorese se sont révélés identiques quel que soit le tampon d’extraction utilisé. Clest
pourquoi le tampon phosphate de sodium 50 mM, pH 8 a été conservé.

L’analyse Western blot n’a pas permis de visualiser la protéine Jg7eCe. Malgré la sensibilité de ce test,
il est possible que la production de la protéine Ig7eCe soit insuffisante pour permettre sa détection.
Des essais de chromatographie d’affinité ont été réalisés pour purifier la protéine Ig7eCe. La
séparation de la protéine d’intérét par rapport aux autres protéines de la levure peut permettre de
mieux distinguer sa production. Les fractions obtenues au cours de la chromatographie ont ensuite
été analysées par SDS-PAGE.

Le résultat est présenté en figure 45 A et figure 45 B. Les pistes 1 et 2 correspondent respectivement
aux extraits protéiques du témoin LacZ et d’Ig7eCe avant dépot sur la résine de chromatographie. La
piste 3 correspond a la fraction non retenue. Son profil rassemble une grande partie des bandes
observées sur I'extrait brut et particulierement les protéines de poids moléculaire compris entre 29 et
100 kDa. La piste 4 correspond a la fraction de lavage de la résine. Peu de protéines ont été éluées de
maniére aspécifique. La piste 5 correspond a la premiére fraction éluée avec une concentration de 50
mM d’Imidazole. Aucune bande significative n’est visible. Les pistes 6 et 7 correspondent aux
fractions éluées avec une concentration d’Imidazole de 100 mM. La piste 8 correspond a la fraction
éluée a une concentration de 300 mM d’Imidazole. Pour ces trois pistes, une bande protéique de
poids moléculaire proche de 56 kDa est détectée. Cette protéine n’étant pas détectée sur les autres
pistes, il s’agit d’une protéine éluée par compétition.

La protéine éluée a un poids moléculaire trop élevé pour correspondre a la protéine Ig7eCe sous sa
forme native. Deux hypothéses sont envisageables. Une augmentation du poids moléculaire peut
s'expliquer par une modification post-traductionnelle. Néanmoins, si ’étiquette poly-histidine est
bien présente, elle aurait du étre détectée par Western blot. La protéine éluée peut également
correspondre a une protéine de la levure, immobilisée sur la colonne de chromatographie de maniére
aspécifique puis éluée. Cette hypothése nécessite de comparer les profils électrophorétiques entre les

échantillons LacZ et [gTeCe.
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4 5 6 7 8 9

Figure 45: Electrophorése sur SDS-PAGE 12 % des différentes fractions de chromatographie d'affinité pour
IgTeCe aprés induction de 24 heures.

A) M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Témoin LacZ, Piste 2 : Extrait protéique IgTeCe.

B) M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 3 : Fraction non retenue IgTeCe, Piste 4 : Lavage de la colonne de
chromatographie IgTeCe, Piste 5 : Elution & 50 mM d’Imidazole Ig7eCe, Piste 6 : Elution 2 100 mM d’Imidazole
IgTeCe, Piste 7 : Elution 2 100 mM d’Imidazole IgTeCe, Piste 8 : Elution 2 300 mM d’Imidazole Ig7eCe, Piste 9 :
Elution 4 500 mM d’Imidazole IgTeCe.

Afin d’optimiser I'obtention de la protéine éluée, les volumes d’élution ont été réduits et la
concentration d’Imidazole a été fixée 2 150 mM. Un protocole de concentration et de dialyse a
également été mis en place. L’objectif est d’augmenter la concentration de la protéine putative puis
de comparer son profil d’électrophorese a ceux de fractions du témoin LacZ. Les extraits obtenus
sont comparés par SDS-PAGE et Western blot. La figure 46 A présente le SDS-PAGE. Les pistes 1
et 2 correspondent au témoin LacZ induit et la piste 3 correspond a [g7eCe induit. La figure 46 B
présente le Western blot correspondant. Le Western blot permet de contrdler la présence d’un signal
pour une protéine éluée au cours d’une chromatographie d’affinité spécifique d’une étiquette
poly-histidine. L’alignement des profils d’électrophorése montre sur le profil du témoin LacZ une
bande identique a celle observée pour Ig7eCe lors de la chromatographie (indiqué par une fleche). 11
sagit donc d’une protéine de la levure retenue de maniére aspécifique sur la résine de
chromatographie. Le résultat du Western blot confirme ce résultat. Aucun signal n’est visualisé pour

IgTeCe malgré la concentration de I'échantillon. Un signal est bien observé pour le témoin LacZ.

KDa Ml 1 2 3 kDa M 4 5 6
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A
Figure 46: Comparaison entre le témoin LacZ et JgTeCe
A) SDS-PAGE 12 %. B) Western blot. M : Marqueur de poids molécuclaire, Pistes 1, 4 : Témoin LacZ élué a
150 mM d’Imidazole, Pistes 2, 5 : Témoin LacZ élué 3 500 mM d’Imidazole, Pistes 3, 6: Fraction de
chromatographie concentré et dialysée pYE-IgTeCe issue du regroupement de différentes élutions.

( ]
| 152



Chapitre III Résultats et discussion

Induction de 60 heures

De nouveaux essais ont été réalisés aprés 60 heures d’induction. La chromatographie d’affinité a été
réalisée et analysée par SDS-PAGE (Figure 47 A) et Western blot (Figure 47 B). La B-galactosidase
est bien visible sur le profil électrophorétique du témoin LacZ a partir de I'extrait brut (fleche 1). Le
fonctionnement de la chromatographie d’affinité est vérifié pour la B-galactosidase dont I'élution est
réalisée 2 50, 100 et 300 mM d’Imidazole (fleche 2, 3 et 4). La protéine g7eCe reste indécelable sur
gel.

L’analyse par Western blot a été réalisée pour les mémes échantillons et a permis la détection de la
B-galactosidase dans lextrait brut (fleche 5) et dans chacune des fractions précédemment citées

(fleche 6, 7 et 8). Aucun signal n’a été détecté pour Ig7eCe.
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Figure 47: Analyse des fractions de chromatographie et des extraits protéiques obtenus pour le témoin LacZ et
IgTeCe avec une induction de 60 heures. A) SDS-PAGE 12 % B) Western blot.

M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Extrait protéique Jg7eCe, Piste2 : Extrait protéique témoin LacZ,
Piste 3 : Fraction non retenue /gTeCe, Piste 4 : Fraction non retenue témoin LacZ, Piste 5-7 : Lavage de la
colonne de chromatographie Ig7TeCe, Piste 6-8 : Lavage de la colonne de chromatographie témoin LacZ, Piste 9 :
Elution 4 50 mM d’Imidazole Ig7eCe, Piste 10 : Elution 4 50 mM témoin LacZ, Piste 11 : Elution 2 100mM
d’Imidazole IgTeCe, Piste 12 : Elution 2 100 mM d’Imidazole témoin LacZ, Piste 13 : Elution a4 300 mM
d’Imidazole IgTeCe, Piste 14 : Elution 2 300 mM d’Imidazole témoin LacZ, Piste 15 : Elution 4 500 mM
d’Imidazole IgTeCe, Piste 16 : Elution 2 500 mM d’Imidazole témoin LacZ.

Les résultats des Western blot et de la chromatographie d’affinité n’ont pas permis de visualiser une

bande protéique pouvant correspondre a la protéine Jg7eCe. Une analyse par Dot blot a été réalisée
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pour chaque étape d’extraction protéique. Le Dot blot s’est révélé négatif pour Ig7eCe. La
problématique observée pour IgEsz3 semble donc se reproduire pour I'expression d’Ig7eCe. Les
hypothéses pouvant expliquer ces résultats sont identiques : absence ou trop faible production de la

protéine.

3.2.6. Recherche de transcrits [g7eCe

Les essais d’expression d’[g7eCe n’ont pas permis de détecter la protéine d’intérét sur SDS-PAGE ou
par Western blot, quel que soit le temps d’induction testé. Pour identifier si le probleme est lié a
Iétape de transcription (construction non fonctionnelle) ou a I'étape de traduction, une recherche de
transcrits a été réalisée pour chaque temps d’induction (Figure 48). L’étape de retrotranscription a
été menée avec des Oligo(dT) (Pistes 1 et 2) ou avec un couple d’amorces spécifiques d’Ig7eCe
(Pistes 3 et 4). Pour la culture de 60 heures, un contréle positif de la réaction PCR (Piste 5) et un
contrdle de non-contamination de 'extrait d’ARN total (Piste 6) ont été ajoutés.

Aucune bande spécifique n’est observée ni pour un temps d’induction de 24 heures (Figure 48 A), ni
pour une induction de 60 heures (Figure 48 B). En I'absence de transcrits lors de I'induction, le

probleme serait lié 4 la construction.
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Figure 48: Electrophorése sur gel d’agarose pour la recherche de transcrits Ig7eCe.
La comparaison est réalisée entre les échantillons induits et les non-induits. A) Recherche réalisée pour une
induction de 24 heures. B) Recherche réalisée pour une induction au bout de 60 heures. M : Marqueur de taille,
Piste 1 : Non induit IgTeCe, Piste 2 : Induit IgTeCe, Piste 3 : Non induit [g7eCe, Piste 4 : Induit IgTeCe, Piste 5 :
Controéle positif de I’érape de PCR, Piste 6 : Contrdle de non contamination des ARN totaux induits.

3.2.7. Recherche d’activités lipolytiques pour IgTeCe
Pour le test d’activité lipolytique, les extraits protéiques ont été déposés sur un milieu gélosé
contenant 10 % de tributyrine. La préparation enzymatique d’Amano, lipase F, a été utilisée comme
contrdle positif. Le test a été réalisé pendant 120 heures a la température de 30°C. Afin d’évaluer
jusqua quelle quantité de préparation enzymatique la dégradation du substrat est visible, la
préparation enzymatique a été déposée jusqu'a une quantité théorique de 0,005 ng. Différents
extraits d’[g7eCe ont été testés : I'extrait brut concentré, une fraction éluée a 50 mM, lextrait brut

non concentré et enfin un extrait brut issu du témoin LacZ et contenant la 3-galactosidase.
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Le résultat de 'ensemble des échantillons testés est négatif. L’'activité d’hydrolyse de la lipase F a été

observée au bout de 120 heures jusqu'a une quantité de préparation enzymatique égale 4 5 ng

(Figure 49).

%
sy
_

24 heures 90 heures 120 heures

Figure 49: Test d'hydrolyse sur milieu gélosé avec 10 % de tributyrine.
a) 50 pg Lipase F, b) 5 pg Lipase F, ¢) 0,5 pg Lipase F, d) 50 ng Lipase F, €) 5 ng Lipase F, f) 0,5 ng Lipase F,
g) 0,05 ng Lipase F, h) 0,005 ng Lipase F, i) Extrait brut concentré IgTeCe, j) Elution & 50 mM IgTeCe, k) Extrait
brut IgTeCe, 1) Extrait brut témoin LacZ.

3.2.8.  Bilan des tests d’expression dans la levure
L’expression dans la levure du gene Ig7eCe est comme dans le cas du geéne IgEsz3 problématique.
Malgré des conditions expérimentales permettant l'obtention d’une protéine témoin, la

B-galactosidase, aucune production de la protéine [g7eCe n’a pu étre mise en évidence.

3.3.Expression dans la bactérie Escherichia coli
D’expression dans la bactérie Escherichia coli vient compléter le travail réalisé dans la levure. Seule le
clonage de la séquence codante [g7¢Ce a été obtenu. Ce travail de clonage a été effectué a partir de la

construction utilisée lors de I'expression dans la levure de maniere a isoler la séquence codante

IgTeCe.

3.3.1.  Clonage dans le plasmide p/ET1.2

Dans un premier temps, a partir du plasmide pYE-IgTeCe présent dans Saccharomyces cerevisiae, la
séquence codante [g7eCe a été isolée a I'aide du couple d’amorces 7519-ATG2 x 7519-STOP2E
(suppression de I'alanine ajoutée lors du clonage dans la levure). La taille du fragment obtenu (1143
pb), appelé IgTeCe-N, correspond a celle attendue et a été validée par électrophorese (Figure 50 A,
piste 1).

I reste cependant nécessaire de valider ce fragment par séquencage. Pour réaliser cette étape, le

fragment [g7eCe-N a été inséré dans le plasmide p/ET1.2. Ce plasmide va servir de vecteur de
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stockage et faciliter le séquencage et la validation des inserts [g7eCe décrits dans la suite de ce
paragraphe, en vue de leur sous-clonage dans les vecteurs d’expression.

Dans un second temps, les extrémités d’lg7eCe-N ont été modifiées afin de les rendre compatibles
avec les vecteurs d’expression souhaités, pE728a+ et pET52b+. Ces modifications par PCR ont été

analysées par électrophorese puis par séquencage et correspondent aux stratégies 1 et 2.

Stratégie 1 : clonage dans pET28a+

L’insertion d’/g7eCe-N dans pET28a+ a nécessité I'ajout d’un site de restriction Ndel en 5" et d’'un
site de restriction No#/l en 3’. Ce fragment sera appelé [g7TeCe-Nde-Not. Le plasmide d’expression
obtenu permettra la production d’une protéine [g7eCe disposant de deux étiquettes poly-histidine en

C et N-terminal.

Stratégie 2 : clonage dans pET52b+

L’insertion d’/g7eCe-N dans pET52b+ a nécessité 'ajout d’un site de restriction Neol en 5° et d’un
site de restriction Notl en 3’. Ce fragment sera appelé IgTeCe-Nco-Not. Le plasmide d’expression
obtenu permettra la production d’une protéine Ig7eCe disposant d’une étiquette poly-histidine en

C-terminal.

Les fragments amplifiés ont été visualisés sur gel (Figure 50 B) avant insertion dans le vecteur
pJET1.2 et séquencage. La piste 1 correspond au fragment Jg7eCe-Nde-Not et la piste 2 au fragment
IgTeCe-Nco-Not.

1500_

1000_
750_

500

250_

Figure 50: Electrophorése sur gel d’agarose pour les amplifications de la séquence codante IgTeCe.
A) M : Marqueur de taille, Piste 1 : Amplification avec le couple d'amorces 7519-ATG2 x 7519-STOP2E afin
d'obtenir la séquence codante originale. B) M : Marqueur de taille, Piste 1: Amplification avec le couple
d'amorces 7519PTYFWNDEI x 7519RVNOTI1, Piste 2: Amplification avec le couple d’amorces
7519FWNCOI1 x 7519RVNOT1.

Résultat de séquencage pour IgTeCe-N (Annexe 9)

Les résultats de séquencage montrent que d’une part la séquence codante Ig7eCe-N clonée est

complete et d’autre part que celle-ci a été correctement intégrée dans le plasmide de clonage p/ET1.2.
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Résultat de séquencage pour IgTeCe-Nde-Not (Annexe 10)

Les résultats du séquencage montrent que I'ajout du site de restriction (Ndel) en 5° de la séquence
codante n’a pas fonctionné. A contrario, le site de restriction (Nozl) en 3’ a bien été intégré.
Néanmoins, la construction n’étant pas validée, elle ne sera pas utilisée pour le sous-clonage dans les
vecteurs d’expression. L’ajout des extrémités a la séquence codante [g7eCe a été testé a plusieurs

reprises sans succes.

Résultat de séquencage pour IgTeCe-Nco-Not

Aucun résultat de séquencage n’a été obtenu pour cette construction.

En conclusion, le clonage de la séquence codante d’Ig7eCe est confirmé et la séquence codante native
est disponible dans p/ET1.2. Au vu des stratégies 1 et 2 infructueuses, l'utilisation des sites de
restrictions disponibles sur le plasmide p/ET1.2 a été envisagé (Geszvain and Tebo, 2010). Le
séquencage de différents clones a permis de sélectionner deux constructions contenant la séquence
codante [g7eCe-N: pJET-ExI et pJET-Ex2 (Figure 51). pJET-ExI est un plasmide contenant la
séquence codante d’[g7eCe avec le site de restriction No#/ en 5’ et le site de restriction Xbal en 3’.
pJET-Ex2 est un plasmide contenant la séquence codante d’Ig7eCe avec le site de restriction Neol en

5’ et le site de restriction Noz/ en 3’.

Exl Ex2
TG

— mx

h = ATG l Notl
pJET1.2/blunt /
mamnt W)\ (]

Figure 51: Illustration du produit de clonage d'IgTeCe obtenu et inséré dans pJET.
Les séquengages complets des insertions sont présentés dans 'annexe 9.

Les constructions p/ET-Ex 1 et pJET-Ex 2 vont donc servir pour le sous-clonage dans les vecteurs
d’expression. La construction p/ET-Ex 2 permet notamment un sous clonage dans les vecteurs
d’expression pET28a+ et pET52b+. Dans ces conditions, les plasmides d’expression pE728a+ et
pET52b+ doivent permettre la production d’une protéine [g7eCe disposant d’une étiquette

poly-histidine en C —terminal.
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3.3.2.  Sous-clonage dans les vecteurs d'expression

Apres sous clonage dans les vecteurs d’expression, les constructions ont été validées par séquencage
(Annexes 11 et 12).

Chaque construction permet théoriquement l'obtention d’une protéine Ig7eCe recombinante
spécifique dont les caractéristiques sont présentées dans le tableau 60.

Nom de la construction ‘ Propriétés de la protéine native = Propriétés de la protéine recombinante

404 aa

pET28—IgT€Cé’ 381 aa 44,96 kDa
42,31 kDa p19.27
pl9,8 417 aa

PET52-IgTeCe 46,2 kDa
pl 9,37

Tableau 60: Comparaison des modifications apportées i la protéine [g7TeCe sous sa forme recombinée.

3.3.3.  Expression hétérologue de la protéine IgTeCe
Deux souches bactériennes ont été utilisées :

e Lasouche Rosetta™ 2 avec les constructions pE728-IgTeCe et pET52-IgTeCe.

e Lasouche Star™ 2 uniquement avec la construction pE728-IgTeCe.

Les vecteurs d’expression disposent d’un syst¢tme d’induction placé sous le controle de 'IPTG. Cet
inducteur est un élément clef de la modulation de I'expression des protéines. C’est un analogue de
I’allolactose non-métabolisable par la bactérie et dont la concentration reste constante dans le milieu

de culture tout au long de 'induction.
g

Etude préliminaire de lexpression de la protéine IgTeCe par analyse des extraits bruts par
SDS-PAGE et Western blot

Cette premiere approche a pour objectif de comparer différents profils électrophorétiques et de
sélectionner association vecteur/souche/concentration d’IPTG la plus favorable. Deux
concentrations en IPTG (0,4 et 1 mM) ont été testées. Ce test d’expression a été réalisé pour un
temps d’induction de 6 heures (Yildir ez 2/, 1998). En complément, une chromatographie d’affinité
a été effectuée pour pET28-IgTeCe et pET52-IgTeCe. L’analyse sur SDS-PAGE des extraits bruts et
des fractions de chromatographie n’a pas permis de distinguer de différences notables entre les
différentes conditions testées.

Une analyse complémentaire par Western blot a été réalisée. La premicre construction testée a été
PET28-IgTeCe dans la cellule hote Rosetta™ 2 (Figure 52). Le tampon de lyse utilisé est le tampon
100 mM Tris HCI, 500 mM KCl, 5 mM 2-mercaptoéthanol et 1 mM benzamidine, pH 8 (tampon
de lyse 1).
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Un signal a été obtenu pour le contréle positif (piste 1), validant la méthode. Une bande majeure
pour lextrait [g7eCe induit & 1 mM (piste 2) est observée au niveau du marqueur de poids
moléculaire de 50 kDa et une bande moins intense est observée entre 35 et 50 kDa. Cette bande
protéique n’est observée que pour I'échantillon induit & 1 mM d’IPTG. Aucune bande n’a été
détectée pour la culture non induite (piste 3). Aucun signal significatif n’a été détecté pour

Iéchantillon induit 2 0,4 mM d’IPTG (résultat non présenté).

oM 123
120_fff =
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Figure 52: Western blot pET28-IgTeCe | Rosetta™ 2
Extraits protéiques obtenus aprés culture de 6 heures & 37 °C. M: Marqueur de poids moléculaire.
Piste 1: Contrdle positif, Piste 2 : Extrait brut Ig7eCe induit 2 1 mM, Piste 3: Extrait brut [g7eCe non induit.

Pour la construction pET28-IgTeCe, le culot de débris cellulaires aprés sonication a également fait
I'objet d’une extraction avec le tampon de lyse 1 contenant 8 M d’urée (Figure 53). Pour cet extrait,
un signal Western blot pour les échantillons induits & 0,4 mM (piste 3) et | mM d’'IPTG (piste 2) a
été observé. Ceci indique qu’a la concentration la plus faible en IPTG, la protéine détectée par

Western blot a été précipitée dans le culot lors de I'expression.
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Figure 53: Western blot aprés extraction 4 8M urée.
M: Marqueur de poids moléculaire, Piste 1: B-galactosidase, Piste 2 : Induit 1 mM, Piste 3: Induit 0,4 mM
Piste 4: Non induit.

D’autres essais de cultures ont été effectués a 37 °C avec un temps d’induction plus importants (8
heures) (Manderson ez al., 2006). Cet essai n’a pas été concluant pour pE728-IgTeCe par analyse

Western blot.
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Western blot appliqué aux autres constructions plasmidiques

Au vu du résultat du premier Western blot, I'expérience a été entreprise pour les systémes
d’expression pET52-IgTeCe | Rosetta™ 2, pET28-IgTeCe | Rosetta™ 2 et pET28-IgTeCe | Star™ 2
avec un temps de culture de 3 h a4 37°C. Chaque analyse est composée d’'un échantillon non
induit et d’un triplicat d’échantillons induit avec 1 mM d’IPTG (Figure 54).
A. Evaluation de I'expression dans la souche Star™2.
Dans cette souche, I'expression basale n’est pas inhibée, il est donc possible d’observer un signal en
absence d'IPTG. Clest effectivement ce qui a été observé pour le systeme pET28-IgTeCe | Star™ 2
avec un signal a un poids moléculaire proche de 50 kDa (piste 1). Pour chacun des triplicats, une
bande identique a la piste 1 est obtenue a un poids moléculaire proche de 50 kDa (pistes 2 4, figure
54 A). Ce poids moléculaire correspond a celui attendu pour la protéine Ig7eCe. Cependant, une
différence de niveau d’expression était attendue entre non induit et induit, le niveau d’expression
pour les échantillons induits devant étre plus important (largeur de la bande observée et intensité du
signal). Ce n’est pas le cas. En conclusion, aucune surexpression n’a été détectée.
B. Evaluation de 'expression dans la souche Rosetta™ 2.

Dans cette souche, 'expression basale est inhibée, les profils doivent donc étre différents entre les
échantillons non induit et induit. Aucun signal n’est détecté aux pistes 1 et 5 correspondant aux
échantillons non induits. L’analyse Western blot a révélé deux signaux pour le triplicat induit obtenu
du systeme pET52-IgTeCe | Rosetta™ 2 (pistes 2 4 4, figure 54 B). Le méme résultat a été observé
pour le syst¢eme pET28-IgTeCe | Rosetta™ 2 (piste 6 a 8, figure 54 B). Le signal majoritaire, détecté a
un poids moléculaire d’environ 50 kDa, peut correspondre a la protéine Ig7eCe. Le second signal,
plus faible, détecté a environ 60 kDa pourrait correspondre a la protéine lg7eCe phosphorylée. La
phosphorylation est, en effet, une des seules modifications post traductionnelles possibles chez la
bactérie. Ce phénomeéne semble dépendre de la souche utilisée, car le signal observé est tres faible au

méme poids moléculaire pour 'expression dans la souche Star™2 (Figure 54 A).
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Figure 54: Validation de ensemble des constructions par Western blot
A) M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Non induit pET28-IgTeCe/Star™ 2, Pistes 2 4 4 : Induit
PET28-IgTeCe/Star™ 2. B) M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Non induit pET52-IgTeCe/Rosetta™ 2,
Pistes 2 4 4 : Induit pET52-IgTeCe/Rosetta™ 2, Piste 5: Non induit pET28-IgTeCe/Rosetta™ 2, Pistes 6 4 8 : Induit
pET28-IgTeCe/Rosetta™ 2
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En conclusion, pour chaque construction, un produit protéique est majoritairement détecté au poids
moléculaire attendu apres induction avec 1 mM IPTG. Pour Pexpression dans la souche Rosetta™ 2,
les extraits protéiques issus de pET52-IgTeCe et pET28-IgTeCe présentent des profils identiques par

Western blot.

Effet des températures de culture sur l'expression de la protéine IgTeCe

Malgré Pobservation d’un signal au poids moléculaire attendu, l'objectif de surexpression de la
protéine [g7eCe n’a pas été atteint. Dans ce contexte, la littérature suggeére de comparer les résultats
en faisant varier les températures d’expression et en adaptant le temps d’induction a chaque
température testée. Trois couples « température/durée d’induction » ont été testés : 3 heures pour

37 °C, 10 heures pour 30 °C et 16 heures pour 16 °C (Terpe, 2006; Tsuya ez al., 2000).

Lors d’une expression hétérologue, il est possible que la protéine forme des corps d’inclusion. Un
moyen de diminuer ce phénomeéne est de travailler & des températures d’induction inférieures a
37 °C (Margreiter et al., 2008). Afin d’étudier cet effet sur I'expression d’Zg7eCe, trois températures
ont été testées : 16, 30 et 37 °C. Deux tampons ont été utilisés pour I'extraction des protéines, un
tampon PBS et un tampon PBS/8 M urée. Ce dernier devrait permettre 'extraction des protéines
provenant de corps d’inclusion. L’analyse est réalisée par Western blot. La souche Rosetta™ 2 est
utilisée de maniére a avoir un contréle non induit négatif.
Les résultats obtenus pour pET52-IgTeCe sont présentés en figure 55 (A et B). Les résultats obtenus
pour pET28-IgTeCe sont présentés en figure 55 (C, D, E et F).
Des différences apparaissent en fonction de la construction choisie et de la température.

e DPour pET52-IgTeCe
Un signal est observé apres expression a 16 °C (pistes 2 4 4, figure 55 A). Un faible signal est détecté
pour I'extraction des corps d’inclusion (pistes 2 & 4, figure 55 B). Comparativement, le signal observé
lors de 'expression a 30 °C (pistes 6 a 8, figure 55 A) n’exceéde pas celui observé a 37 °C (piste 10,
figure 55 A). Les signaux détectés dans les corps d’inclusion (pistes 6 a 8, piste 10, figure 55 B) n’ont
pas mis en évidence un effet « température » sur la formation de corps d’inclusion lors de 'expression
de la protéine Ig7eCe. Les conditions d’expression conservées pour ce systeme sont 16 °C et 37 °C.

e Pour pET28-IgTeCe
Les signaux observés apres expression a 16 °C et 37 °C sont comparables (pistes 2 a 4, figure 55 C,

pistes 2 4 4, figure 55 E). Lors de 'expression a 16 °C, une majeure partie du signal est détectée dans
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les corps d’inclusion (pistes 2 a 4, figure 55 D). L'expression a 30 °C ne semble pas fonctionnelle car

le signal Western blot est faible (pistes 6 a 8, figure 55 C, pistes 6 a 8, figure 55 D).

En conclusion, la température d’induction de 30 °C donne de moins bons résultats a I'exception de
la construction pET52-IgTeCe (pistes 6 a 8, figure 55 A). Il faut également noter que la bande
supplémentaire a environ 60 kDa est présente pour la majorité des conditons d’expression. Seule la
construction pET28-IgTeCe ne présente pas ce signal lors de I'expression a 16 °C (pistes 2 a 4, figure
55 O).

Ces tests ont permis de retenir deux températures d’expression, 16 °C et 37 °C, et de sélectionner le

systeme pET52-IgTeCe/Rosetta™ 2 pour la recherche de transcrits et d’activité enzymatique.

16°C 30°C 37°C 16°C 30°C
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Figure 55: Western blot du test de différentes températures d’expression
A) pET52-IgTeCe 116 — 30 - 37 °C / extraction classique, B) pET52-IgTeCe /16 — 30 — 37 °C / extraction 8M
urée, C) pET28-IgTeCe 116 — 30 °C / extraction classique, D) pET28-IgTeCe /16 - 30 °C / extraction 8M urée,
E) pET28-IgTeCe | 37°C [extraction classique, F) pET28-IgTeCe | 37 °C / extraction 8M urée.

3.3.4. Chromatographie d’affinité
L’étiquette poly-histidine, détectée par Western blot grice a un anticorps spécifique, doit permettre
la purification de la protéine Ig7eCe par chromatographie d’affinité. La mise au point de cette
purification a nécessité de choisir la résine et la composition du tampon utilisé & chaque
étape (contact avec la résine, récupération de la fraction non retenue, lavage, les différentes fractions
d’élution). Deux résines, la matrice « NiNTA » contenant I'ion divalent nickel et la matrice
« TALON® » contenant l'ion divalent cobalt ont été testés. Dans un premier temps, le tampon 50
mM phosphate de sodium, 300 mM NaCl, pH8 a été choisi pour respecter les préconisations des
fournisseurs de résine. Par la suite, parmi les différents tampons testés, seul le tampon PBS pH 8,
servant a l'extraction des protéines, a été retenu dans les protocoles de purification. Chaque
échantillon, aprés passage sur colonne de chromatographie d’affinité, a été analysé par SDS-PAGE et

Western blot.
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Les deux protéines provenant de pET28-IgTeCe et pET52-IgTeCe peuvent étre purifiées par cette
technique de chromatographie. La différence entre les deux protéines est le nombre de résidus

histidine composant I'étiquette C-terminal (six pour pE728-IgTeCe et dix pour pET52-IgTeCe).

Apres de nombreux essais, les résultats les plus exploitables sont obtenus a partir d’'une culture
induite de 3 heures a 37 °C avec 1 mM d’IPTG (Figure 56). Cependant, les différentes fractions
éluées n'ont pas permis de purifier la protéine Ig7eCe (pistes 4 a 12, figure 56 A et C). Pour
apprécier leffet de la chromatographie d’affinité, il est nécessaire d’analyser les différentes fractions
par Western blot (Figure 56 B et D).

Pour pET28-IgTeCe, I'échantillon déposé est suffisament concentré pour saturer la résine
« TALON® ». En effet, la fraction non retenue présente un signal en Western blot comparable a celui
de lextrait brut (pistes 1 et 2, Figure 56 B). Un signal Western blot est obtenu dés la piste 4
correspondant a la premiere élution 4 20 mM d’Imidazole. Cependant, ce signal n’est pas unique sur
la membrane (piste 4). Des bandes sont détectées par I'anticorps au-dessus et au-dessous (fleches
noires) de la bande de poids moléculaire attendu (fleche blanche). En piste 5 (2¢ élution 4 20 mM
d’Imidazole), un signal de plus faible intensité est également visible au poids moléculaire attendu
(fleche blanche), seule une tres faible bande supplémentaire apparait (fleche noire). L’analyse
SDS-PAGE de ces mémes pistes donne des résultats peu concluants. En effet, les profils SDS-PAGE
obtenus sont trop complexes. Pour les autres pistes, le signal Western blot n’est plus détecté. Pour la
piste 12 (Figure 56 A et B), le tampon de Laemmli (permettant de dénaturer la plupart des liaisons) a
été utilisé directement sur la résine. La présence d’un signal révele que le décrochage de la protéine

d’intérét n’a pas été complétement réalisé par compétition avec 'Imidazole.

Pour pET52-IgTeCe, I'échantillon déposé est également suffisament concentré pour saturer la résine
« NiNTA ». En effet, la fraction non retenue présente un signal en Western blot au poids moléculaire
attendu (piste 2, Figure 56 D). En piste 4, le Western blot a révélé la présence de plusieurs protéines
dont une, aspécifique, est proche de la bande d’intérét (fleche noire du haut). En piste 5, la protéine
d’intérét est visualisée par un signal Western blot fort (fleche blanche), retrouvé plus faiblement en
piste 6. Pour les pistes 4 et 5, des bandes supplémentaires sont détectées par Western blot (fleches
noires). Par contre, I'analyse par SDS-PAGE des fractions éluées par chromatographie d’affinité ne
permet pas de révéler une bande majeure correspondant a la protéine Ig7eCe (Figure 56 C).

L’étiquette de dix histidines semble néanmoins permettre une meilleure affinité et une élution plus
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fine de la protéine d’intérét. Un signal a également été observé en éluant avec le tampon de Laemmli
sur la résine de chromatographie.

La chromatographie d’affinité n’a pas permis la purification de la protéine d’intérét. Cependant, il
faut noter que la longueur de I'étiquette poly-histidine semble étre un facteur important. En effet,
une meilleure rétention de la protéine sur la résine de chromatographie a été observée dans le cas de
PET52-IgTeCe. A lavenir, il pourrait étre intéressant d’effectuer une étape de chromatographie
supplémentaire avant la chromatographie d’affinité (chromatographie échangeuse d’ions par
exemple). Ceci pourrait permettre d’éliminer une grande partie des protéines aspécifiques retrouvées

dans nos analyses, et d’augmenter la pureté de la protéine d’intérét.
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Figure 56: SDS-PAGE et Western blot des différentes fractions obtenues par chromatographie d’affinité.
A) SDS-PAGE 12 % des fractions de chromatographie sur colonne « TALON® » des extraits issus d’une culture
avec pET28-IgTeCe
B) Western blot des fractions de chromatographie sur colonne « TALON® » des extraits issus d’une culture avec
PET28-IgTeCe
M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Extrait brut, Piste 2 : Fraction non retenue, Piste 3 : Fraction du
lavage, Piste 4 : 1** élution 20 mM Imidazole, Piste 5 : 2°% élution 20 mM Imidazole, Piste 6 : 3* élution 20
mM Imidazole, Piste 7 : 4*™ élution 20 mM Imidazole, Piste 8 : 1% élution 250 mM Imidazole, Piste 9 : 2°¢
élution 250 mM Imidazole, Piste 10 : 3* élution 250 mM Imidazole, Piste 11 : 4°™ élution 250 mM Imidazole,
Piste 12 : Elution tampon de Laemmli.
C) SDS-PAGE 12 % des fractions de chromatographie sur colonne « NiNTA » des extraits issus d’une culture
avec pET52-IgTeCe
D) Western blot des fractions de chromatographie sur colonne «NiNTA » des extraits issus d’une culture avec
PET52-IgTeCe
M : Marqueur de poids moléculaire, Piste 1 : Extrait brut, Piste 2 : Fraction non retenue, Piste 3 : Fraction du
lavage, Piste 4 : 1*° élution 50 mM Imidazole, Piste 5 : 2°% élution 50 mM Imidazole, Piste 6 : 3* élution 50
mM Imidazole, Piste 7 : 4*™ élution 50 mM Imidazole, Piste 8 : 1% élution 250 mM Imidazole, Piste 9 : 2°¢
élution 250 mM Imidazole, Piste 10 : 3*™ élution 250 mM Imidazole, Piste 11 : 4°™ élution 250 mM Imidazole,
Piste 12 : Elution tampon de Laemmli.
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3.4.Recherche de transcrits pour Ig7eCe aprés expression dans la bactérie
Les ARN totaux sont extraits a la fois pour l'échantillon non induit et pour un duplicat
d’échantillons induits. Une fois isolés et analysés, les ARN totaux sont soumis a une étape de
retro-transcription en utilisant des amorces universelles. Les ADN complémentaires obtenus vont
servir de matrice pour la réaction PCR. La séquence codante complete d’Ig7eCe est amplifiée avec le

couple d’amorces 7519-ATG2 x 7519-STOP2E.

Dans cette expérience, deux conditions de culture ont été testées pour la construction pET52-IgTeCe,
'une a 37 °C pendant 3 heures et 'autre & 16 °C pendant 16 heures. Elles correspondent 2 celles ot

le signal Western blot révele la présence d’une protéine au poids moléculaire attendu.

Les résultats obtenus pour les échantillons des cultures induites & 37 °C pendant 3 heures sont
présentés dans la figure 57. Pour Iéchantillon non induit (piste 1), aucune bande pouvant
correspondre a Ig7eCe n’est observée. Pour les échantillons induits (pistes 2 et 3), une bande a la
taille attendue pour Ig7eCe est détectée. Les pistes 4, 5 et 6 correspondent a 'amplification des
extraits I’ ARN totaux. Aucun signal n’est visible, ces extractions n’ont donc pas été contaminées par
de 'ADN plasmidique. La présence du transcrit est ainsi validée pour le systeme d’expression

PETS52-IgTeCe.

e — iy . il ‘

Figure 57: Résultat de ['étape de PCR pour la recherche de transcrits 4 37°C.
M : Marqueur de taille, Piste 1 : PCR sur ADNCc issus de I’échantillon non induit. Pistes 2 et 3 : PCR sur ADNc
issus des échantillons induits, Piste 4 : PCR sur ARNtotaux issus de I’échantillon non induit, Pistes 5 et 6 : PCR
sur ARNtotaux issus des échantillons induits.
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Une recherche de transcrits a également été effectuée pour la culture induite 2 16 °C pendant 16
heures (Figure 58). Un signal est observé pour les deux échantillons induits (pistes 2 et 3) et aucun
signal n’est observé pour I’échantillon non induit (piste 1). Aucun signal n’est visible pour les pistes

4, 5 et 6, les ARN totaux n’ont pas été contaminés, la présence du transcrit [g7eCe est validée.

M 1 2 3 4 5 6

Figure 58: Résultat de 1'étape de PCR lors de la recherche de transcrits 4 16°C.
M : Marqueur de taille, Piste 1 : PCR sur ADNc issu de ’échantillon non induit. Pistes 2 et 3 : PCR sur ADNc
issus des échantillons induits, Piste 4 : PCR sur ARNtotaux issus de I’échantillon non induit, Pistes 5 et 6 : PCR
sur ARNtotaux issus des échantillons induits.

En conclusion, la recherche de transcrits s’est révélée positive avec des amorces spécifiques du géne
IgTeCe. Le signal RT-PCR obtenu est donc le produit de 'amplification d’'un ADNc correspondant
a IgTeCe. L'utilisation d’amorces ciblant l'intégralité de la séquence a permis d’éviter une
caractérisation d’un transcrit partiel. Ces tests viennent confirmer les résultats obtenus lors de la

recherche de la protéine [g7eCe par Western blot.
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4. Recherche d’activité pour IgTeCe aprés expression dans la bactérie

D’expression hétérologue a permis de détecter, pour la construction pE752-IgTeCe, un signal
Western blot et un transcrit correspondant aux caractéristiques d’g7eCe. A partir des clones positifs,
Pextrait protéique obtenu a été utilisé comme catalyseur d’une éventuelle réaction lipolytique.
L’activité est comparée par rapport 2 un témoin non induit. L’objectif est d’observer une activité
enzymatique supérieure pour les échantillons induits par rapport au témoin, pouvant alors étre mise

en corrélation avec la présence de la protéine et du transcrit.

4.1.Hydrolyse de substrats chromophores
Les tests réalisés avec différents esters de para-nitrophényle se sont révélés négatifs pour I'acétate et
'octanoate.

4.2.Hydrolyse de substrats gélosés
Des tests sur des émulsions gélosées de différents substrats, avec comme contréle positif la lipase F,
ont été utilisés. Le dépdt d’échantillon a été effectué avec un volume constant contenant des
quantités de protéines totales comparables. Le résultat est négatif pour la tributyrine (C4) mais
également pour le Tween 20 : Monolaurate (C12) de polyoxyethylene-20-sorbitan. Concernant le
Tween 80 : Monooléate (C18:1) de polyoxyethylene-20-sorbitan, un changement d’aspect du
milieu gélosé pour les échantillons induits a été observé.
Un autre substrat, la trioléine, a été testé sur milieu gélosé en microplaque. Chaque puits est
composé d’une émulsion gélosée de trioléine a2 2 % et complétée de rhodamine a 0,05 %. Une
gamme de concentrations en protéines de chaque échantillon a été déposée (Induits en duplicat ;
Non induit). Apres une incubation de 24 heures a 37 °C, le test révele une activité décelable 2 la fois
pour l'induit et le non induit (Figure 59). Néanmoins, a 15 % d’extrait brut déposé, une activité
lipolytique pour les échantillons induits est détectée. Pour 15 % d’extrait brut déposé issu d’un
échantillon non induit, aucune activité n’est décelable. Ce résultat traduit une activité supérieure des
échantillons induits sur la trioléine par rapport aux échantillons non induits. Ce résultat vient

compléter le résultat précédent sur le Tween 80 (également C18 :1).
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Figure 59: Activité lipolytique sur milieu gélosé contenant une émulsion de trioléine et I'indicateur rthodamine.
Les extraits protéiques ont été obtenus aprés une culture induite & 37 °C pendant 3 heures.

Les substrats de longueurs de chaines C2, C4 et C8 caractéristiques de lactivité carboxylestérase
n’ont pas été hydrolysés par Ig7eCe. La recherche d’une activité lipolytique a été élargie a des
longueurs de chaines plus importantes et seule une faible activité lipolytique a été supposée pour la
trioléine C18 :1. La recherche d’activité étant négative pour la fonction carboxylestérase, I'analyse in

silico a été reprise de maniére 2 mieux préciser le type d’activité a attendre de la protéine Jg7eCe.

4.3. Analyse de 'activité thioestérase
Pour rappel, les annotations originales (Banque TBestDB) et les premiers résultats de comparaison
de séquences avec [g7eCe ont montré des homologies de séquences avec des lysophospholipases et
des carboxylestérases. Par la suite, d’autres fonctions enzymatiques sont apparues telles que
phospholipases et thioestérases. Malgré la conformation structurale du type hydrolases a/p suggérée
par la structure secondaire et la présence d’un site consensus GXSXG, la protéine Ig7eCe ne semble
pas présenter d’activité carboxylestérase. Cette observation a conduit A s’intéresser 4 la fonction

thioestérase.

Récemment, de nombreuses études se sont appuyées sur les enzymes du type thioestérase pour mettre
en évidence 'enrichissement en lipides de microorganismes. Ces études ont montré un moyen de
détecter activité d’une thioestérase produite de maniére hétérologue en étudiant les variations de
contenu en acide gras des lipides totaux de 'héte. La littérature a notamment décrit, chez ’hote
Escherichia coli, une activité thioestérase pour une enzyme issue de la microalgue Phacodactylum
tricornutum (Gong et al., 2011). Cest en se basant sur cette étude puis sur l'étude en 2012 d'une
thioestérase d'Acinetobacter baylyi (Zheng et al., 2012) et enfin sur 'étude de thioestérases de plantes

(Zhang et al., 2011), que analyse de I'effet de 'expression d’/g7eCe a été entreprise.

Une recherche de modification dans le profil d’acides gras des lipides totaux a été effectuée pour la

construction pET52-IgTeCe présente dans la souche Rosetta™ 2. L’étude de lactivité thioestérase a
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été réalisée 2 16 et 37 °C. Dans chaque cas, un contréle non induit n’exprimant pas la protéine

IgTeCe a été utilisé comme témoin négatif.

Profil en acides gras pour les cultures & 16 °C

Apres extraction des lipides totaux, I'analyse par chromatographie en phase gazeuse a permis d’établir
le contenu en acides gras. Les profils sont comparés entre les échantillons induits et non induits.
L’acide gras majoritaire au sein des échantillons est I'acide oléique C18 :1, sa proportion ne varie pas
entre les deux échantillons. Il représente 40 % des acides gras des lipides extraits. La comparaison de
profils entre les échantillons induits et non induits révele une différence majeure pour l'acide
palmitoléique C16 :1 dont la proportion est quasiment doublée lors de I'induction (Figure 60). Le
changement de profil concerne de maniere plus limitée les autres acides. Deux pics n’ont pas été
identifiés sur le profil d’acides gras. Ces acides gras non indentifiés ont notamment diminué dans
Iéchantillon induit. Ce résultat est a mettre en corrélation avec la présence d’un signal Western blot
correspondant a la protéine [g7eCe et la caractérisation d’un transcrit spécifique de la séquence

complete d’gTeCe.
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Figure 60: Composition du contenu en acides gras pour la culture 4 16 °C.

Profil en acides gras pour les cultures & 37 °C

Les profils de contenu en acides gras des échantillons induits et non induits ont été comparés. L'acide
gras majoritaire est I'acide palmitique C16 :0, il représente presque 45 % des acides gras des lipides
extraits (Figure 61). La comparaison de profils entre les échantillons induits et non induits révele un

changement pour I'acide palmitoléique C16 :1 dont la proportion passe d’environ 2 % a 10 % en
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présence d’IgTeCe. Une seconde modification concerne I'acide oléique (C18 :1) dont la proportion
augmente de 15 4 20 %. Le changement de profil concerne de maniére plus limitée les autres acides
gras. Un certain nombre de pics sont également non identifiés sur le profil d’acides gras. Dans
Iéchantillon induit, ces pics diminuent.

Cette activité enzymatique compléte la détection de la protéine et du transcrit spécifique d’Ig7eCe.
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Figure 61: Composition du contenu en acides gras pour la culture 2 37 °C.
Comparaison et bilan des résultats de CPG
Chacune des températures d’expression a abouti & 'observation d’'un changement de profil en acides

gras des lipides totaux de la cellule hote.

La proportion de I'acide palmitoléique (C16 :1) augmente de 12,41+1,35 % a 22,83+0,19 % a la
température de 16 °C. A 37 °C, la proportion est de 2,16+0,31 % en absence de la protéine Ig7eCe
et de 10,34+0,65 % en présence de la protéine Ig7eCe. Lactivité d’Ig7eCe pour I'acide palmitoléique

augmente d’un facteur 2 2 16 °C et d’un facteur 5 a 37 °C.

La proportion de 'acide oléique (C18 :1) n’évolue pas a 16 °C en présence ou absence de la protéine
IgTeCe. En augmentant la température a 37 °C, la proportion de C18:1 sans [g7eCe est de
15,35£0,75 % et passe a 20,83+0,60 % avec IgTeCe. La protéine [g7eCe n’impacte pas la proportion

de C18:1 2 16 °C. Une augmentation de la proportion de C18 :1 est par contre détectée a 37 °C.

La proportion des acides gras non identifiés a 16 °C est de 15,75+1,24 % en I'absence d’Ig7eCe et
diminue 4 3,84+0,06 % en présence d’lg7eCe. A 37 °C la proportion des acides gras non identifiés
est de 31,44+1,18 %, elle diminue a 15,98+0,59 % en présence de la protéine Ig7eCe.
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En conclusion, la protéine Ig7eCe augmente la proportion de C16 :1 aux deux températures. Cette
activité est complétée par I'augmentation de la proportion de C18 :1 lorsque la température passe a

37 °C. Il existe donc une corrélation température / spécificité de I'activité pour la protéine g7eCe.

5. Discussion générale

Préalablement a ces travaux, le laboratoire avait mis en évidence une activité lipolytique endogene
chez Isochrysis galbana (Poisson L, These, 1999). Des activités de type phospholipase, glycolipase puis
galactolipase avaient été supposées (Devos M, These 2005). Une précédente étude avait également
montré Pexistence de dix genes pouvant coder des enzymes lipolytiques dans cette microalgue.
L’isolement et la caractérisation de la plupart de ces genes avaient alors été initiés. Trois génes avaient
ainsi été étudiés, permettant I'identification d’une lipase [gLip et de deux carboxylestérases [gEsz] et
IgEst2 (Godet et al., 2010; Godet ez al., 2012). Dans ce contexte, I'objectif général des travaux de
cette these est 'obtention, par expression hétérologue, de deux enzymes lipolytiques putatives [gEsz3

et [gTeCe codées par deux genes de la microalgue Isochrysis galbana.

IgEst3 et IgTeCe correspondent respectivement aux marqueurs de séquences exprimées (cluster)
ISL00006895 et ISLO0007519 présents dans la base de données de séquences incomplétes,
TBestDB (Keeling, 2006). A la constitution de cette banque pour Isochrysis galbana, une annotation
automatique, permettant d’identifier d’'un point de vue fonctionnel ces deux clusters, avait été
réalisée. Ces annotations, obtenues par alignement des clusters, avaient permis de prédire que la
protéine IgEst3 appartenait a la classe d’ester hydrolase et pouvait avoir les fonctions de
phospholipase ou de carboxylestérase et que la protéine Ig7eCe pouvait avoir les fonctions de
carboxylestérase et de lysophospholipase. Les travaux menés au laboratoire avaient permis d’isoler les
séquences completes incluant ces deux clusters. Ces séquences codantes avaient ensuite été clonées

dans la levure Saccharomyces cerevisiae.

Au cours de cette étude, des analyses par comparaison de séquences ont permis de montrer de
nombreuses homologies entre des enzymes lipolytiques et les séquences protéiques codées par ces

deux genes. En complément au systtme d’expression levure, la séquence codante d’Ig7eCe a été
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clonée dans la bactérie Escherichia coli. Différents tests d’expression ont abouti a la mise en évidence

d’une activité lipolytique pour la protéine Ig7eCe.

5.1.Evolution de prédictions des fonctions d’[gEsz3 et d’IgTeCe
Les travaux menés au laboratoire au cours de cette thése ont débuté par Iévaluation des prédictions
de fonction. Les alignements obtenus ont permis de mettre 4 jour les données et de confirmer ou

redéfinir les fonctions enzymatiques prédites pour chaque protéine.

Pour la séquence protéique IgEsz3, les algorithmes BLASTP ont majoritairement prédit les fonctions
carboxylestérase et thioestérase. Pour ces deux fonctions, les pourcentages d’identité sont compris
entre 23 et 35 % et les pourcentages de similarités sont compris entre 32 et 51 %. L’algorithme
PipeAlign a classé la séquence IgEsz3 dans une nouvelle famille d’enzymes incluant également des

thioestérases.

Pour la séquence Ig7eCe, les algorithmes ont prédit une appartenance a la famille des hydrolases o/f3
montrant des homologies significatives avec les phospholipases, carboxylestérases, lysophospholipases
et thioestérases. L’algorithme PipeAlign a classé la séquence Ig7eCe dans une famille d’enzymes de
fonction inconnue. PipeAlign n’a inclus aucune des fonctions proposées par BLASTP de maniére

significative dans la famille d’enzyme d’Ig7eCe.

Les séquences homologues ayant permis 'annotation des clusters ont été comparées aux séquences
complétes obtenues au laboratoire par lalgorithme BLASTP. Les scores et les pourcentages
d’identités et de similarités ont été ainsi recalculés. Les données obtenues, a la fois pour la protéine
IgEst3 et la protéine [gTeCe, ne montrent pas de changements importants des pourcentages d’identité
ou de similarité. En revanche, ces données montrent une évolution de I'annotation iz silico d’IgEst3.
La fonction carboxylestérase est conservée tandis que la fonction phospholipase disparait au profit de
la fonction thioestérase. Pour Ig7eCe, ces données montrent un élargissement des fonctions possibles
par rapport aux annotations initiales, ne facilitant pas sa caractérisation. En conclusion, il semble que
Penrichissement croissant des banques de données permette d’élargir le champ des fonctions
enzymatiques possibles mais ne permette pas d’obtenir de séquences significativement plus

homologues.

La démarche expérimentale d’annotation de séquences que nous avons utilisée pour définir les

fonctions putatives d’IgEsz3 et d’IgTeCe est depuis quelques années en plein essor. En effet, le
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développement rapide de nombreux programmes de séquencage a généré un grand nombre de
séquences nucléotidiques et protéiques a caractériser. Dans notre étude, nous avons choisi de
travailler avec I'algorithme BLASTP et le logiciel PipeAlign.

A partir des résultats obtenus par BLASTDP, il est possible de définir une fonction enzymatique par
homologie de séquence. L’alignement est évalué par un score et des pourcentages d’identité et de
similarité (Altschul e al, 1990). PipeAlign, d’'une approche différente, permet d’identifier et de
classer une séquence donnée dans une famille d’enzymes (Plewniak ez 4/, 2003).

Dans notre démarche, il faut noter les difficultés rencontrées par I'utilisation de 'algorithme de base
BLASTP. En effet, en se basant sur les meilleurs scores obtenus, les résultats ont présenté des
séquences peu informatives mais fortement homologues. Ce phénomene est dt a la présence de
séquences non annotées ou non caractérisées dans les banques de données et nous a obligé a ignorer
manuellement ces séquences non informatives dans notre démarche de prédiction de fonction. De la
méme manicre, l'utilisation de l'algorithme dérivé PHI-BLAST n’a pas permis de restreindre le
nombre de fonctions pour [gEst3 ou Ig7eCe. Dans cette stratégie d’alignement de séquence, seul
lalgorithme DELTA-BLAST a permis de diminuer le nombre de séquences homologues peu ou pas
informatives. En effet, il a généré une proposition de séquences homologues bénéficiant de scores et
pourcentages d’identité et de similarité significatifs. Cette évolution de I'algorithme de base BLASTP
génere tout d’abord une matrice de calcul par rapport 2 un domaine fonctionnel détecté sur la
séquence candidate. Cette matrice sert ensuite de base aux calculs d’alignements de séquences
(Boratyn ez al., 2012). Malgré I'obtention directe de séquences informatives, cet algorithme n’a pas
permis de diminuer le nombre de fonctions enzymatiques possibles.

Ces résultats viennent confirmer ceux observés dans une revue qui s’est intéressée a I'évaluation des
algorithmes d’analyse et de classement de séquences (Radivojac ez 4/, 2013). Plusieurs aspects sont
décrits, notamment la diminution de lefficacité de I'algorithme BLAST dans le contexte actuel ou de
nombreuses séquences sont disponibles mais non annotées dans les banques de données. L’évaluation
de chaque algorithme est basée sur la capacité de celui-ci & prédire une fonction par la suite
réellement observée d’un point de vue expérimental. Par cette méthode, il a été, par exemple,
constaté que l'utilisation de I'algorithme PHI-BLAST ne permettait pas d’approfondir les résultats
obtenus avec I'algorithme BLAST seul. C’est ce que nous avions pu constater avec I'analyse d’IgEsz3.
La méthodologie la plus propice a la prédiction d’une fonction enzymatique par BLASTP nécessite

lutilisation de plusieurs banques de données et privilégie notamment certaines d’entre elles ou
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'annotation des séquences inventoriées a été réalisée manuellement comme par exemple la SwissProt.
Dans le cas d’Ig7eCe, cette banque de données a effectivement prédit une fonction thioestérase,
correspondant a celle vérifiée expérimentalement. Pour [gFEsz3, I'absence de résultats expérimentaux
probants n’a pas permis de confronter la prédiction obtenue avec la banque SwissProt.

Lors de la recherche par BLASTP, une détection de domaines protéiques vient compléter la
recherche d’homologies. Pour Ig7eCe comme pour IgEst3, cette prédiction a révélé un domaine de
type o/p hydrolase en C-terminal. Ce domaine couvre les 2/3 de la séquence globale des protéines.
Les parties N-terminal d’/gEsz3 et d’IgTeCe restent non identifiées dans les banques de données. Au
cours de ce travail, seule la recherche de structures secondaires a I'aide de I'algorithme YASPIn, a
permis d’obtenir des données et mis en évidence une suite d’hélices o, en N-terminal pour la
séquence protéique d’lg7eCe. Toutefois, les parties N-terminal contiennent en général les sites de
modifications post-traductionnelles ou des signaux peptidiques permettant lorientation de la
protéine vers son compartiment fonctionnel (Rusch and Kendall, 1995).

Parmi les séquences homologues a [g7eCe, la séquence de la microalgue Emiliana huxleyi présente
également un domaine N-terminal inconnu et non homologue aux autres séquences alignées.
L’absence d’identification de domaines connus et de signaux peptidiques détectés par le logiciel
SignalP permet d’imaginer qu’il s’agit d’'un domaine spécifique aux microalgues dont le réle n’a pas
encore été caractérisé.

De maniere générale, les méthodes de prédictions de fonction par homologie de séquences
aboutissent rarement a une seule sous classification EC x.x.x.x (Nagao ez al., 2014). Dans le cas des
hydrolases o/, la fonction catalytique est liée a la conservation de la structure tridimensionnelle de
la protéine et non a la composition en acides aminés de la séquence protéique (Holmquist, 2000;
Wong and Schotz, 2002). Par conséquent, la recherche d’une fonction enzymatique doit prendre en

compte les homologies de séquence, les domaines fonctionnels et la prédiction de structures.

La majorité des informations que nous avons obtenues pour IgEsz3 et IgTeCe tendent & opposer les
fonctions thioestérase et carboxylestérase. Cependant, les algorithmes de prédictions prévoient une
conformation structurale du type hydrolases o/} avec I'enchainement des structures en feuillet et en
hélice. Si cette conformation peut correspondre a la fonction de carboxylestérase, elle est en revanche
peu adaptée a une partie des thioestérases, notamment celles spécifiques des substrats de type
Acyl-CoA qui adoptent une conformation du type « Hotdog » (Dillon and Bateman, 2004; Mayer

and Shanklin, 2005, 2007; Cantu ez 4/, 2010). Néanmoins, ces oppositions et ces classifications
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pour les thioestérases sont a nuancer. L’étude de Brocker ez 4/ (2010) a montré que la famille des
thioestérases humaines spécifiques de ’Acyl-CoA possedent les deux conformations pour une méme
activité. De plus, les thioestérases, avec une conformation d’hydrolase o/, présentent des séquences
et des structures qui semblent conservées entre elles. Ils ont également montré la présence d’un
domaine « lipase/estérase » en C-terminal, ce domaine est ou non précédé d’un domaine non
structuré en N-terminal. Toutes ces informations permettent de conclure que la fonction thioestérase

peut étre compatible avec une conformation de type hydrolase o/p.

A ce stade, la prédiction des fonctions d’IgFsz3 et d’Ig7TeCe a permis de conforter 'appartenance a la
super famille des hydrolases o/f. Néanmoins, l'association séquence/fonction obtenue par la
recherche d’homologie de séquence demeure un outil fragile et ne peut rester le seul outil de
qualification de la fonction d’une enzyme (a I'échelle de la sous-classe enzymatique). Il convient de
lui préférer la recherche de domaines (Tian and Skolnick, 2003; Addou ez al., 2009).

Méme si la recherche d’homologie ne nous a pas permis d’établir une fonction précise pour les
protéines IgEst3 et IgTeCe, elle a tout de méme permis d’identifier les acides aminés (Ser, Asp et His)
potentiellement impliqués dans leurs triades catalytiques. Cette détermination a par ailleurs été
réalisée en utilisant des structures obtenues de carboxylestérases et de thioestérases présentant une

conformation d’hydrolase ov/p.

5.2.Expression hétérologue d’IgEst3 et d’IgTeCe
5.2.1.  Résultats de 'expression dans la levure Saccharomyces cerevisiae

Dans la littérature, ’hote d’expression S. cerevisiae a été notamment utilisé pour I'étude de
désaturases et d’élongases de microalgues ainsi que pour lexpression d’enzymes lipolytiques de
diverses origines (Lopez-Lopez et al., 2010; Li ez al., 2011; Shi ez al., 2012). L’expression d’IgEst3 et
d’IgTeCe dans la levure s’est donc appuyée sur certaines conditions décrites dans ces études. Plusieurs
« couples » température/temps d’induction étaient envisageables. Par exemple, I'étude d’une
carboxylestérase de Thermus thermophilus a été menée en exprimant la protéine durant 72 h a 30 °C,
permettant ainsi la purification de la protéine et la caractérisation de son activité (Lopez-Lopez ez al.,
2010). De la méme manicre, 'expression d’un gene de la microalgue Phacodactylum tricornutum
codant une acyl-transférase a été réalisée a 30 °C pendant 48 heures (Guiheneuf ez 2/, 2011). Notre
choix s’est porté sur une température d’expression de 30 °C et des temps d’induction de 24 et 60

heures. Les conditions testées sont donc cohérentes avec celles retrouvées dans la littérature.
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Cependant, ces conditions n’ont pas permis I'obtention d’une protéine détectable sur SDS-PAGE ou
sur Western blot. Une recherche de transcrits a également été menée mais elle sest révélée négative.

L’absence totale de signe d’expression nous amene & formuler différentes hypotheses.

La premiere est la possible toxicité de la protéine produite. Cependant, il peut paraitre étonnant que
le résultat soit identique 2 la fois pour IgEsz3 et pour IgTeCe.

La seconde est I'incompatibilité des séquences codantes issues de microalgues pour leur expression
dans la levure. Cependant, d’autres genes issus de microalgues ont déja été exprimés, notamment au
laboratoire, permettant la détection de transcrits pour IgEst] et IgEst2 (Godet S, These 2008).

Enfin, il est également possible que les modifications apportées a la séquence native aient posé
probleme. L’ajout de l'acide aminé alanine en position 2 est censé assurer une augmentation de
Pexpression de la protéine (Tats ez al., 2006). Cette modification de la partie N-terminal, a pu étre
une source d’instabilit¢ au moment de I'expression dans la levure et pourrait expliquer 'absence
d’expression autant pour /gFsz3 et que pour Ig7eCe. De plus, le manque d’informations concernant
la fonction de la partie N-terminal pourrait également étre a origine du défaut de production de la

protéine.

Concernant le systtme d’expression, il a été testé sur le gene LacZ qui sert de témoin. La
B-galactosidase a été produite et détectée sur SDS-PAGE. L'obtention de cette protéine a donc écarté
I’hypothése d’un probléeme de condition / milieu de culture / défaillance de la cellule hote. En effet,
la construction pour ce témoin est basée sur le vecteur d’expression pYES2.1 et la souche
d’expression INVScl est identique a celle utilisée pour IgEsz3 et IgTeCe.

L’utilisation du témoin LacZ en paralléle des tests d’expression d’IgEsz3 et d’lgTeCe a cependant
restreint les conditions expérimentales aux conditions ot la B-galactosidase était obtenue. Au vu des
résultats, il est possible que cette condition d’expression ne corresponde pas a la condition
d’obtention des protéines IgEsz3 ou IgTeCe. En revanche, ce témoin a permis d’évaluer la capacité de
surexpression dans les conditions utilisées lors de notre étude. L’expression de la B-galactosidase a été
observée sur SDS-PAGE uniquement aprés 60 h d’induction par une bande caractéristique au poids
moléculaire de 121 kDa. L’intensité de la bande ne traduit pas une « surexpression » notable. Le
signal Western blot correspondant a été détecté dés 24 h d’induction. Ces résultats indiquent que
d’autres conditions d’expression sont a tester, comme par exemple la température d’expression. Une

élongase et une désaturase d’Isochrysis galbana ont été exprimées & une température de 22 °C (Qi ez
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al., 2002; Shi et al., 2012). Cette méthode a été également utilisée pour une désaturase de la

microalgue Pavlova lutheri (Tonon ez al., 2003).

5.2.2. Résultats de 'expression d’IgTeCe dans la bactérie Escherichia coli

Le clonage et lexpression d’Ig7eCe dans la bactérie ont été réalisés de maniere classique. La
lictérature est importante dans le cas de lexpression de lipases, de carboxylestérases ou de
phospholipases (Hodgson ez al., 1990; Mnisi ez al., 2005). Dans un premier temps, I'objectif a été de
produire, visualiser et identifier la protéine d’intérét. La caractérisation de la fonction enzymatique

n’a été envisagée que dans un second temps.

Deux principales constructions avec linsert [g7eCe natif ont été testées, pET28-IgTeCe et
PpET52-IgTeCe. La souche Rosetta™ 2 a par la suite été transformées avec ces deux constructions. Les
premiers parametres de culture testés ont été largement décrits dans la littérature : une température
de 37 °C, une concentration d’1 mM d’IPTG dans le milieu de culture et un temps d’induction
court (Das ez al, 2011; Upadhyay ez al, 2012). Une culture sans IPTG a également été testée
comme témoin non induit et a servi de référence (Zhang er al, 2011). Dés ce premier test
d’expression, 'analyse Western blot a révélé un signal pour un poids moléculaire correspondant a
IgTeCe. Cependant, I'analyse SDS-PAGE n’a pas permis de visualiser une surexpression. Au vu de ce
résultat, I'expression d’/g7eCe a été testée en diminuant la température durant 'induction comme
indiqué dans la littérature pour tenter d’améliorer la surexpression (Makrides, 1996). Trois
températures, 16, 30 et 37 °C ont été testées et comparées pour les systemes d’expression (Berrow ez
al., 2006). Les résultats n’ont pas permis d’observer une surexpression quels que soient la
température ou le vecteur utilisés. Seule une expression « induite » (par opposition a une expression
basale et une surexpression) a pu étre montrée. Les résultats obtenus ont toutefois permis de
sélectionner le systeme d’expression pET52-IgTeCe/Rosetta™ 2 comme systeme a privilégier pour les
tests d’activités et pour caractériser un transcrit correspondant a [g7eCe. Pour ce systeme, les profils
d’électrophorese ont révélé les conditions d’expression les plus intéressantes aux températures de 16
et 37 °C. Les résultats ont mis en évidence des transcrits, dont la taille correspond a la séquence
codante d’/g7eCe, pour les deux températures d’expression confirmant le résultat du Western blot.
En conclusion, la protéine Ig7eCe et son transcrit ont été obtenus lors de I'induction de 'expression
dans la bactérie. Le Western blot révele une seconde bande supérieure de 10 kDa a la bande majeure.
Notre hypothese est la présence d’une forme partiellement phosphorylée de la protéine d’intérét,

cette modification post-traductionnelle étant connue dans la bactérie (Mijakovic, 2010). Les autres
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bandes révélées par Western blot a des poids moléculaires inférieurs sont supposées étre des produits

de dégradation.

La protéine d’intérét [g7eCe est présente dans la bactérie mais les différentes stratégies de purification
se sont révélées infructueuses. La recherche d’activité a alors été envisagée sur les extraits totaux de
protéines. La méthode consiste a tester l'effet de la présence de la protéine Ig7eCe sur Iactivité
lipolytique globale de 'extrait protéique. Dans un premier temps, une activité carboxylestérase a été
recherchée sur des esters de para-nitrophényle qui s’est révélée négative. Néanmoins, ce type
d’expérimentation est plus habituellement réalisé sur des extraits purifiés d’enzymes (Choi ez 4L,
2004). Le résultat peut s’expliquer de deux manieres. La premiére est une trop faible expression
d’IgTeCe ne permettant pas de mettre en évidence une activité avec ce test. La seconde est que
Pactivité testée ne correspond pas a l'activité recherchée. L’absence d’activité significative constatée
pour un autre substrat des carboxylestérases, la tributyrine, nous a orienté vers la seconde hypothése.
Une recherche d’activité pour la fonction thioestérase a donc été entreprise. Elle a consisté en 'étude
du profil en acides gras des lipides totaux de la bactérie en présence d’Ig7eCe. La littérature montre
des exemples de modification du profil d’acides gras dans la bactérie lors de 'expression hétérologue
de protéines annotées comme thioestérase. C’est le cas notamment pour I'étude de Zhang er al.
(2011) qui a montré la variation des profils d’acides gras obtenus en fonction de la thioestérase
exprimée.

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont mis en évidence, d’une part, une modification du
profil d’acides gras en présence de la protéine et, d’autre part, une différence d’activité d’Jg7eCe entre
16 °C et 37 °C.

Afin de vérifier que ces modifications sont cohérentes avec I'activité d’une thioestérase, nous avons
comparé nos résultats a différentes études de caractérisation de thioestérases. Une des études
correspondant a notre problématique est I'étude de Zheng ez al. (2012), qui a utilisé un systéme
d’expression proche de nos conditions expérimentales (pE7/BL21). Leur approche est complétée par
rapport a nos conditions par I'ajout de glucose ou de glycérol a 20 g/L comme source de carbone.
Une modification du profil en acides gras a été mise en évidence. Cependant, aucune correspondance
n’est observée entre leur profil et le profil obtenu lors de 'expression d’Zg7eCe.

Comme nous I'avons indiqué lors de I'analyse des profils en acides gras obtenus en présence de la
protéine lg7eCe, une spécificité semble exister 2 16 °C pour le C16 :1 uniquement et a 37 °C pour le

C16:1 et le C18:1. Nous nous sommes donc intéressés aux études présentant des spécificités
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précises de thioestérases. La premiere étude réalisée par Jha ez al. (2010) a montré des spécifités pour
le C16:0 et le C18:0. Une autre étude déja évoquée pour la thioestérase PtTE de la microalgue
Phaeocactylum  tricornutum a montré des spécificités significatives pour le C16:1 et C18:1
correspondant a celles observées pour Ig7eCe. La séquence protéique de la thioestérase PtTE présente
de nombreuses homologies avec les thioestérases FatA de plante présentant une conformation
structurale de type « Hotdog ». Cette dernié¢re étude a permis de nous intéresser a la famille d’enzyme
FatA et particulierement a I'étude de I'Acyl-ACP thioestérase FatA issue de l'arachide (Arachis
hypogaea). L expression hétérologue de cette Acyl-ACP thioestérase a montré un profil d’acides gras
tres similaire & celui observé pour Ig7eCe (Chen ez al., 2012).

En conclusion, les résultats observés dans le changement du profil en acides gras des lipides totaux de
la bactérie correspondent a ceux observés lors de I'expression de génes de thioestérases de la famille
FatA. Néanmoins, les thioestérases de la famille FatA ne présentent pas une conformation
d’hydrolase o/ mais une conformation « Hotdog » (Cantu e a/., 2010). Le diagramme en figure 62
permet de localiser a quel stade intervient une thioestérase exprimée de maniere hétérologue dans la
bactérie (Zhang ez al., 2011). La thioestérase [g7eCe serait active au niveau du cycle de synthése des

acides gras dans la bactérie.
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Figure 62: Vue simplifiée de la synthése d’acides gras chez la bactérie Escherichia coli (Zhang et al., 2011)
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Chapitre III Résultats et discussion

Au vu des informations obtenues jusqu'a présent, la fonction de la protéine Ig7eCe est compatible
avec la fonction d’Acyl-ACP thioestérase. En effet, ce type enzymatique existe également avec la
conformation d’hydrolase o/f3 (Cantu ez 4/, 2010). Dans ce contexte, une des prédictions in silico
serait donc vérifiée et cohérente.

Ce résultat souleve une question concernant la localisation d’/g7¢Ce dans la microalgue Isochrysis
galbana. En effet, dans une microalgue, la fonction thioestérase est généralement présente au niveau
du chloroplaste et annotée FAT (Fatty Acyl Thioestérase) (Radakovits ez al, 2010) (Figure 63).
Jusqu’a présent, nos recherches iz silico pour Ig7eCe ne se sont pas intéressées a sa localisation dans la
microalgue. Comme il a été évoqué dans la prédiction iz silico, aucune méthode généraliste n’a
permis de détecter un signal peptidique. Néanmoins, le domaine N-terminal demeure non
caractérisé sur la séquence d’Ig7eCe. La détermination de la localisation de la protéine [g7eCe dans la

microalgue pourrait permettre d’appuyer 'hypothése d’une fonction thioestérase.
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Figure 63: Vue simplifiée des compartiments intervenant dans la synthése des lipides chez les microalgues
(Radakovits ez 2/l., 2010)

Pour déterminer cette localisation, des logiciels de localisation chloroplastique existant pour les

protéines végétales, ChloroP et PLCR, ont tout d’abord été utilisés (Emanuelsson ez al, 1999;
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Schein ez al., 2001). Les résultats de ces algorithmes prédisent une localisation de la protéine Ig7eCe
dans le compartiment chloroplastique.

Un autre algorithme, PredAlgo, dédié a la localisation de protéines dans les algues, a par la suite été
utilisé (Tardif e al., 2012). Cet algorithme analyse la séquence protéique et calcule trois valeurs
correspondant A trois localisations cellulaires possibles : mitochondriale, chloroplastique ou
extracellulaire (M, C ou SP). Pour que le résultat soit considéré comme pertinent pour valider une
localisation, les valeurs seuils a dépasser sont de 0,42 pour une localisation dans la mitochondrie
(M); de 0,41 pour une localisation dans le chloroplaste (C); de 0,14 pour une sécrétion
extracellulaire (SP). Lorsqu’aucune des valeurs seuil n’est atteinte, la localisation cellulaire est définie

comme « autre » (O). Les résultats obtenus pour Ig7eCe sont présentés dans le tableau 61.

Compartiment

Nom M C SP collulaire cTPlength
|IgTeCe| 0.032 1.768 0.0002379 Chloroplaste 88
|lgTeCe 0.0001643 | 0.0034 0.0000153 Autre que chloroplaste,

C-terminal mitochondrie, et voie de
sécrétion
|lgTeCe 0.032 1.768 0.0002379 Chloroplaste
N-terminal

Tableau 61: Résultats extraits par le logiciel PredAlgo pour la localisation prédictive de la protéine IgTeCe.
La localisation déduite de la protéine Ig7eCe est au niveau du chloroplaste. A partir de cette
prédiction, une information complémentaire, « cIPlength », a été extraite et correspond au nombre
d’acides aminés théoriquement impliqués dans le domaine d’adressage. Dans le cas présent, le
domaine d’adressage d’Ig7eCe est évalué a 88 acides aminés. L'emplacement de ce domaine n’est

cependant pas déterminé par PredAlgo.

Afin de déterminer 'emplacement de ce domaine d’adressage, il a fallu compiler les résultats obtenus
par les alignements de séquences BLASTP et le résultat obtenu a I'aide de PredAlgo.

Le domaine hydrolase o/f a été localisé a lextrémité C-terminal de la protéine. A lextrémité
N-terminal, un domaine d’environ 125 acides aminés est présent mais demeure non identifié par
BLASTP. Nous avons donc supposé que ce domaine contient le domaine d’adressage. Pour vérifier
cette hypothése, les 88 acides aminés en N-terminal et les 293 acides aminés en C-terminal ont été
analysés séparément par PredAlgo. Le résultat montre que la partie N-terminal est bien celle
correspondant au site d’adressage pour le chloroplaste. L’analyse de la partie C-terminal seule révele
une localisation cellulaire « autre ». La localisation cellulaire d’fg7eCe, serait donc dépendante du

domaine N-terminal.
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Au vu de ces résultats, 'utilisation de PredAlgo peut permettre de réorienter I'étude d’IgEsz3, qui
présente également un domaine non structuré en N-terminal. Une analyse semblable & [g7eCe a
donc été réalisée. Le tableau 62 regroupe les données extraites. La localisation prédite par le logiciel
est identique a celle d’fg7eCe, soit au niveau du chloroplaste. Le score obtenu pour cette localisation
est inférieur a celui d’Zg7eCe, tout comme la longueur du fragment consacré a cette localisation. Au
vu de la conformation de la protéine et de la présence, comme dans le cas d’fg7eCe, d'un
pentapeptide GXSXG, il peut étre supposé que la problématique fonctionelle d’IgEsz3 puisse étre
identique a celle que 'on a retrouvée chez Ig7eCe.

Compartiment

cellulaire
|[ lgFst3 | 0.0129885 1.3566809 0.0000838 C/?/omp/ﬂstf 19.59732

cTPlength

Tableau 62: Résultats extraits par le logiciel PredAlgo pour la localisation prédictive de la protéine IgEsz3.

Afin de confirmer cette démarche, les séquences de deux autres protéines étudiées antérieurement au
laboratoire /gFsz2, une carboxylestérase et gLip, une enzyme similaire a une lipase, ont également été
analysées par PredAlgo.

Etant donné leur fonction enzymatique, 'hypothese de départ est de localiser ces deux enzymes au
niveau du cytoplasme de la microalgue et d’invalider leur présence au niveau de la mitochondrie, du
chloroplaste ou de I'environnement extracellulaire. Les résultats de cette analyse par PredAlgo sont

présentés dans le tableau 63.

0
a

|IgEst2| 0.0199812 0.1101575 0.5201455 Extracellulaire
| IgLip| 0.0018817 0.0016639 0.0004140 Autre que chloroplaste, mitochondrie, et voie de sécrétion

Tableau 63: Prédiction pour la localisation cellulaire d'IgLip et d'IgEs:2.

Dans le cas d’JgEsz2, une orientation de la protéine vers le processus de sécrétion (SP) a été mise en
évidence. Dans le cas d’Iglip, la prédiction est une orientation vers un compartiment « autre »,
différent de la mitochondrie ou du chloroplaste. Dans les deux cas, la prédiction de localisation reste

compatible avec les fonctions enzymatiques supposées.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ces travaux de these ont permis d’amorcer la caractérisation de deux geénes issus de la microalgue
Isochrysis galbana. Le premier géne code une protéine de 329 acides aminés et de poids moléculaire
théorique de 35,41 kDa nommée IgEsz3. Le second code une protéine de 381 acides aminés et de

poids moléculaire théorique de 42,31 kDa nommée [g7eCe.

Les fonctions associées a ces séquences protéiques ont été prédites en recherchant des séquences
homologues dans plusieurs banques de données et en identifiant leur appartenance a des familles
d’enzymes lipolytiques. Les deux séquences protéiques posseédent le pentapeptide consensus
Gly-X-Ser-X-Gly et la triade catalytique Ser/Asp/His et peuvent donc étre classées dans la famille des

hydrolases a repliement ov/p.

La fonction prédite de la protéine [gEst3 est associée a deux familles d’enzymes, thioestérase et
carboxylestérase. Elle présente un grand nombre de similitudes avec des enzymes procaryotes.
L’approche in silico n’a pas permis de favoriser une fonction plutét qu’une autre. L'expression
hétérologue dans la levure s’est révélée infructueuse pour I'obtention de la protéine /gEsz3 empéchant

toute caractérisation biochimique.

Le second gene, [g7eCe, code une séquence protéique dont la fonction prédite n’a pas été clairement
précisée lors des analyses in silico. U'expression hétérologue dans la levure a été entreprise pour
caractériser la fonction enzymatique. Cependant, il n’a pas été, pour l'instant, possible de détecter ou
de purifier la protéine Ig7eCe.

Le travail a été poursuivi pour [g7eCe par expression hétérologue dans la bactérie Escherichia coli.
Cette démarche a permis d’obtenir la protéine Ig7eCe recombinante. La présence du transcrit a
également été validée. Cependant, les conditions d’expression n’ont pas permis d’obtenir la
surproduction attendue. Dans ces conditions, la purification de la protéine Ig7eCe n’a pas été
satisfaisante. Toutefois, I'expression d’fg7eCe a permis I'observation d’un changement du profil
d’acides gras des lipides totaux de la bactérie. Ce résultat permet, au regard de la littérature, de

supposer que la protéine Ig7¢Ce a une activité thioestérase in vivo chez Escherichia coli (Gong et al.,

2011).

Les travaux menés au cours de cette thése ont permis de mettre en évidence l'activité enzymatique de

la protéine Ig7eCe. La recherche de fonction de la protéine a été initiée afin d’identifier les enzymes
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responsables de l'activité lipolytique endogene de la microalgue. La protéine Ig7eCe faisait partie des
séquences présentant les caractéristiques d’enzymes lipolytiques recherchées et pouvant étre
impliquées dans le métabolisme des lipides dans la microalgue. Néanmoins, la fonction Acyl-ACP
thioestérase, observée pour la protéine [g7eCe lors de son expression hétérologue, aurait bien un role

d’hydrolyse mais interviendrait plutdt dans le cycle de synthese des acides gras d’Zsochrysis galbana.

Pour compléter I'expression dans Saccharomyces cerevisiae, il serait intéressant de cloner les séquences
d’IgTeCe et d’IgEst3 sans intégrer d’alanine et en testant d’autres vecteurs. De plus, d’autres
conditions d’expression sont a tester dans Saccharomyces cerevisiae. Enfin, au vu de 'organisation des
domaines de chacune des protéines, il pourrait étre envisagé de cloner des versions tronquées des

séquences codantes.

L’étude de la protéine Ig7eCe devra étre poursuivie. Le bon fonctionnement de la transcription des
inserts avec le syst¢eme d’expression pE752b+/Rosetta™ 2 dans la bactérie a été démontré au cours de
cette étude. Cependant, il est encore a améliorer, notamment de maniére & pouvoir obtenir une
surexpression de la protéine d’intérét. Plusieurs pistes d’étude sont envisageables. Une premiére piste
pourrait étre de cloner a nouveau [g7eCe en optimisant la distance entre le codon initiateur et le site
de fixation du ribosome. Une seconde piste pourrait faire appel a4 de nouveaux systemes d’expression
(changement de vecteurs et de souches d’expression). Lorsqu’un systeme fonctionnel de
surexpression dans la bactérie aura été trouvé pour Ig7eCe, il pourra étre envisagé d’appliquer le
modele & IgFEsz3.

L’étude de l'activité enzymatique iz vivo a été initiée au cours de cette étude pour Ig7eCe et nécessite
d’étre poursuivie. D’une part, il serait intéressant de compléter les résultats obtenus et de moduler la
température d’expression qui semble étre un facteur important. En effet, les résultats obtenus a 16 °C
comparativement a ceux obtenus a 37 °C montrent un changement d’activité d’fg7eCe qu’il serait
intéressant d’approfondir. D’autre part, le laboratoire envisage également de tester d’autres sources de
carbone (par exemple des sucres) pour observer 'impact sur le changement du profil lipidique. Il
peut étre également envisagé de créer des versions tronquées de la protéine. Deux domaines
composent la protéine et il peut étre pertinent de comparer I'activité enzymatique en présence et
absence du domaine d’adressage. Cette stratégie pourra également étre appliquée pour caractériser

biochimiquement les acides aminés qui interviennent dans le site catalytique de la protéine.
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Pour finir, la prédiction de la localisation d’fg7eCe dans le chloroplaste de la microalgue a permis de
conforter 'hypothese selon laquelle il s’agirait une thioestérase. La localisation dans un compartiment
cellulaire spécifique peut permettre d’orienter la fonction de la protéine. Si cette approche est
développée, il peut étre envisagé de créer des anticorps spécifiques des protéines [g7eCe et IgEst3. La

prédiction iz silico de leur localisation pourrait alors étre confirmée i vivo.

Les travaux menés ont permis la caractérisation d’une enzyme, provenant d’fsochrysis galbana, capable
de modifier le profil en acides gras au sein des lipides totaux de la bactérie E. coli. Cette étude a donc
mis en évidence une enzyme impliquée dans le métabolisme lipidique de la microalgue. Cette
approche vient compléter les connaissances de la syntheése des acides gras et permet une meilleure
compréhension des mécanismes au sein de la microalgue. Il pourra donc étre envisagé de continuer

Iétude des autres genes identifiés dans Isochrysis galbana.
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ANNEXES

Annexe 1: Sortie graphique de l'outil de prédiction SignalP pour la séquence traduite /gFsz3. La
valeur significative a atteindre est symbolisée par une ligne violette.
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Annexe 2 : Prédiction des sites de N-glycosylation pour la protéine IgEsz3

47 NEK -1.0021666 Non-glycosylé
136 NNF -1.1971862 Non-glycosylé
137 NFA -1.0533533 Non-glycosylé
157 NLP -1.2381745 Non-glycosylé
181 NYP -0.96383235 Non-glycosylé
263 NAA -1.2373241 Non-glycosylé
292 NPA -1.5907099 Non-glycosylé

Annexe 3 : Prédiction des sites d’O-glycosylation pour la protéine IgEst3

Q

NetOGlyc GlycoEP
Nurfu."ro de Score Acide aminé Résultar Nurfu"ro de Score Acide aminé Résultar

résidu résidu
2 0.820146 S Potentiellement glycosylé 2 0.91243996 S Potentiellement glycosylé
9 0.86302 T Potentiellement glycosylé 9 0.093605695 T Potentiellement glycosylé
10 0.945968 S Potentiellement glycosylé 10 0.51630892 S Potentiellement glycosylé
20 0.98983 T Potentiellement glycosylé 21 0.55874728 T Potentiellement glycosylé
21 0.988343 T Potentiellement glycosylé 91 0.029994059 S Potentiellement glycosylé
200 0.515674 S Potentiellement glycosylé 113 0.031753327 T Potentiellement glycosylé
203 0.5 T Potentiellement glycosylé 133 0.26941402 S Potentiellement glycosylé
205 0.601515 S Potentiellement glycosylé 134 0.14576111 S Potentiellement glycosylé
209 0.550038 S Potentiellement glycosylé 141 0.18970636 T Potentiellement glycosylé
211 0.732257 S Potentiellement glycosylé 169 0.35393795 S Potentiellement glycosylé
289 0.852496 T Potentiellement glycosylé 200 0.17781876 S Potentiellement glycosylé
301 0.865845 T Potentiellement glycosylé 205 0.57891986 S Potentiellement glycosylé
302 0.69926 S Potentiellement glycosylé 209 0.16181966 S Potentiellement glycosylé
307 0.731433 S Potentiellement glycosylé 211 0.4576465 S Potentiellement glycosylé
318 0.587081 S Potentiellement glycosylé 221 0.35661475 S Potentiellement glycosylé
224 0.20242807 T Potentiellement glycosylé
238 0.23667494 T Potentiellement glycosylé
244 0.017319906 S Potentiellement glycosylé
289 0.13118333 T Potentiellement glycosylé
301 0.062438994 T Potentiellement glycosylé
307 0.15489306 S Potentiellement glycosylé
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Annexe 4 : Annotation des séquences alignées

Nom espeéce Type enzymatique

Nowm genre 7 Numéro

ScCel
4

Ce = Carboxylestérase

Lp = Lysophospholipase

P/ = Phospholipase

Te = Thivestérase

PICe = Phospholipase/ Carboxylestérase
Est = Ester Hydrolase

TeCe = Thioestérase/ Carboxylestérase
Hp = Protéine hypothétique

Upp = Protéine inconnie
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Annexe 5 : Numéros d’acces des séquences alignées a [gEst3 et IgTeCe.

Tableaunl

Annotations

Nom complet

Numéro d'accés

‘ Homologue avec ‘
K

|AlCel| Arabidopsis lyrata Carboxylestérase IgFEst3 reflXP_002867777.1|
|ApTe1_2| Acyrthosiphon pisum Thioestérase like IgEst3 reflNP_001155486.1|
|4zCe2| Arabidopsis thaliana Carboxylestérase 2 IgEst3 NP_001190797.1
Arabidopsis thaliana
lAePiCe2| P/m:pbolipaxef Carboxylestérase 2 lekts NE_157506
|AtSOBER1| Arabidopsis thaliana IgEst3 gb|ABO26813.1|
|B6Cel| Bordetella bronchiseptica Carboxylestérase IgEst3 £i|33603335|
|BpCel| Bathycoccus prasinos Carboxylestérase IgEst3 / IgTeCe emb|CCO15175.1|
|CaTel| Candida albicans Thioestérase IgEst3 sp|Q5AGD1.2|
|CeCel| Chondrus crispus Carboxylestérase IgEst3 reflXP_005714993.1|
|DhTel| Debaryomyces hanseni Thioestérase IgEst3 sp|Q6BSS8.2|
|EbHp1| Emiliana huxleyi Hypothetical protein 1 IgEst3 XP_005790747
|FrCel| Francisella tularensis Carboxylestérase IgEst3 / IgTeCe PDB: 4F21_A
|FoTel| Fragaria vesca Thioestérase 1 IgEst3 XP_004293347.1
|FoTe2| Fragaria vesca Thioestérase 2 IgEst3 XP_004293348.1
|GeTel| Glaciecola chathamensis Thioestérase IgEst3 / IgTeCe ref| WP_007984303.1|
|GeHp1| Guillardia theta Hypothetical protein IgEst3 £i|551651019)
|HeCel| Herbaspirillum sp. Carboxylestérase IgFEst3 ref|WP_008327795.1|
|HfCel| Herbaspirillum frisingense Carboxylestérase IgEst3 ref| WP_006463578.1|
|HsTel| Homo sapiens Thioestérase IgEst3 / IgTeCe PDB: 1FJ2_A
|IdCe1| Idiomarina sp. Carboxylestérase IgEst3 ref|]WP_007421277.1|
atropha curcas
JePICel| Phos /70/]1 . 5 oty 2 IgEst3 / [gTeCe dbj|BAJ53250.1|
|KECel| Kangiella koreensis Carboxylestérase IgEst3 reflYP_003145361.1|
Nannochloropsis gaditana
|NgLp2| : IgEst3/IgTeCe XP_005853662.1
Lysophospholipase2
NeLp3| Nannochloropsis gtliiﬂ;ﬂ Lysophospholipase JgEt3 HEKU22703.1)
ike
|OcLp1| Oryctolagus cuniculus Lysophospholipase IgEst3 2il41017275|
|0dUpp1| Oikoplenra dioica Unknown protein IeEsi3 emb|CBY40901.1|
product

|OsLp1| Opbhiocordyceps sinensis Lysophospholipase IgEst3 gb|EQL00530.1
|OsLp2| Oryza sativa Lysophospholipase2 IgEst3 Q5ZBI5
|OtLp1| Ostreococcus tauri Lysophospholipase IgEst3 / IgTeCe reflXP_003080549.1|
|PfCe2S| Pseudomonas fluorescens Carboxylestérase 2 |  IgEst3 / IgTeCe PDB: 1AUO_A
|PsCel| Pseudomonas synxantha Carboxylestérase IgEst3 ref] WP_005785043.1|
|RcOSBS| Ricinus communis IgEst3 reflXP_002514555.1|
|ReTel| Ricinus communis Thioestérase IgEst3 reflXP_002517576.1|
|RfCel| Rhodoferax ferrireducens Carboxylesterase IgEst3 reflYP_522935.1|
|RnLpi| Rattus norvegicus Lysophospholipase IgEst3 sp|P70470.1]

| TaCel| Taylorella asinigenitalis Carboxylestérase IgEst3 ref|] YP_007821969.1|
|TrHp1| Trichoderma reesei Hypothetical protein IgEst3 gb|EGR46897.1|
|TrPp1| Trichoderma reesei Predicted protein IgEst3 gb|EGR46897.1|
|UbCel | Uncultured bacterium Carboxylestérase IgEst3 gb|ACZ16579.1|
|UmTel| Ustilago maydis Thioestérase IgEst3 sp|Q4PID3.1|
|VoTel| Vitis vinifera Thioestérase 2 IgEst3 reflXP_003635387.1|
|ZmTel| Zea mays Thioestérase 1 IgEst3 reflNP_001152004.1|
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Tableau2

Annotations Nom complet Homologue avec

Numéro d’accés

|AzHp 1| Aureococcus anophagefferens Hypothetical protein IgTeCe gb|EGB07635.1|
|BmTe2| Bos mutus Thioestérase 2 IgTeCe ELR49448.1
|CeATHI| Caenorbabditis elegans Thioestérase IgTeCe Q21224 _CAEEL
| CmLp2| Cyanidioschyzon merolae Lysophospholipase2 IgTeCe refIXP_005535813.1|
|CsCel| Chromohalobacter Salexigens Carboxylestérase IgTeCe reflYP_573162.1|
|CsPICel| Coccomyxa subellipsoidea Phospholipase/Carboxylestérase IgTeCe reflXP_005649811.1|
|DdTe1h2| Dictyostelium discoideum Thioestérase homologue IgTeCe sp|Q55FK4.1|
|EbHp2| Emiliana huxleyi Hypothetical protein 2 IgTeCe RefIXP_005775234|
|EbHp3| Emiliana huxleyi Hypothetical protein 3 IgTeCe refIXP_005793414.1|
|EsLp2) Ectocarpus siliculosus Lysophospholipase2 IgTeCe emb|CBJ31154.1|
|GaTel| Glaciecola agarilytica Thioesterase IgTeCe refflWP_008305204.1|
|GnPICel| | Glaciecola nitratireducens Phospholipase/Carboxylestérase IgTeCe YP_004870356
|GpTel| Glaciecola pallidula Thioestérase IgTeCe reflWP_006008301.1|
|Gst2| Galdiera sulphuraria Lysophospholipase2 IgTeCe refIXP_005703377.1|
|GzTel| Gibberella zeae Thioestérase IgTeCe sp|Q418Q4.1|
|HsLYPLIS| Homo sapiens Lysophospholipase IgTeCe pdb|3U0V|A
[MgCel| Methylovorus glucosetrophus Carboxylestérase IgTeCe reflfYP_003050375.1|
|MmTe2| Mus musculus Thioestérase 2 IgTeCe refINP_036072.1|
|Nng1 | Nannochloropsis gaditana Lysophospholipase likel IgTeCe NW_005803674.1
|PaCel| Pseudomonas aeruginosa Carboxylestérase IgTeCe pdb|3CN7|A
|PfCe2S| Pseudomonas fluorescens Carboxylestérase 2 IgTeCe pdb|1AUO|
|ReTe2| Ricinus communis Thioestérase 2 IgTeCe refiXP_002524444.1|
|Rn Te2 | Rattus norvegicus Thioestérase 2 IgTeCe NP_112632.1
|SaCeI | Shewanella amazonensis Carboxylestérase IgTeCe YP_ 927897
|ScpTel| Schizosaccharomyces pombe Thioestérase IgTeCe 5p|042881.1|
| TecEse1| Theobroma cacao Ester hydrolase IgTeCe refiXP_007013352.1]
|7pPl1| Thalassiosira pseudonana Phospholipase IgTeCe refiXP_002289178.1|
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Annexe 6 : Sortie graphique de 'outil de prédiction SignalP pour la protéine lg7eCe

Annexe 7 : Prédiction des sites de N-glycosylation pour la protéine lg7eCe
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45 NSM -0.83124062 Non-glycosylé
198 NVA -1.0992968 Non-glycosylé
204 NYY -0.94181693 Non-glycosylé
219 NEA -1.0234075 Non-glycosylé
266 NYH -1.3226977 Non-glycosylé

Annexe 8 : Prédiction des sites d’O-glycosylation pour la protéine Ig7eCe

NetOGlyc GlycoEP
Nu:;:li de Score i:iiz Résultat Numéro de résidu Score Acide aminé Résultat
8 0.964061 S Potentiellement glycosylé 19 0.19772839 T Potentiellement glycosylé
19 0.88193 T Potentiellement glycosylé 78 0.5987724 S Potentiellement glycosylé
25 0.836416 S Potentiellement glycosylé 83 0.62931816 S Potentiellement glycosylé
35 0.555844 S Potentiellement glycosylé 84 0.36119261 S Potentiellement glycosylé
43 0.507754 S Potentiellement glycosylé 86 0.32615738 S Potentiellement glycosylé
74 0.672293 S Potentiellement glycosylé 88 0.108852 S Potentiellement glycosylé
75 0.897631 S Potentiellement glycosylé 89 0.80962281 S Potentiellement glycosylé
78 0.816967 S Potentiellement glycosylé 91 0.28938989 S Potentiellement glycosylé
83 0.670997 S Potentiellement glycosylé 99 0.12967567 T Potentiellement glycosylé
84 0.93868 S Potentiellement glycosylé 106 0.50515594 S Potentiellement glycosylé
86 0.797425 S Potentiellement glycosylé 109 0.079237434 S Potentiellement glycosylé
88 0.684262 S Potentiellement glycosylé 119 0.31754896 S Potentiellement glycosylé
89 0.912344 S Potentiellement glycosylé 125 0.067479208 T Potentiellement glycosylé
91 0.517386 S Potentiellement glycosylé 126 0.35442927 T Potentiellement glycosylé
119 0.854023 S Potentiellement glycosylé 127 0.46072118 S Potentiellement glycosylé
125 0.761641 T Potentiellement glycosylé 144 0.19884173 T Potentiellement glycosylé
126 0.828983 T Potentiellement glycosylé 158 0.060157845 S Potentiellement glycosylé
127 0.854691 S Potentiellement glycosylé 190 0.23886172 S Potentiellement glycosylé
207 0.5493 T Potentiellement glycosylé 193 0.16971214 T Potentiellement glycosylé
225 0.506306 S Potentiellement glycosylé 254 0.12547797 S Potentiellement glycosylé
293 0.710352 S Potentiellement glycosylé 264 0.093693359 T Potentiellement glycosylé
358 0.558794 T Potentiellement glycosylé 279 0.092311497 S Potentiellement glycosylé
370 0.578553 S Potentiellement glycosylé 286 0.60584428 T Potentiellement glycosylé
344 0.019048772 S Potentiellement glycosylé
( ]




Annexe 9

Annexe 9 : Séquengages des plasmides p/ET-IgTeCe
PJET-Ex1-partiel
Alignement de la séquence théorique p/ET-IgTeCe-Exl (seq_1) avec la séquence obtenue par

séquencage (seq_2).

Segq 1 241 ttcatcatagtgaataaaatcaactygctttaacacttgtgectyaacaccatatecates 300
Seg 210 ]
Zhol
—

Seq 1 301 ggogtaatacgactcactatagggagagoggcogccagatottocggatgactogagree 360
RERRERRRRRRRY|
Seg 210 gqatggeteghETTT 23

Début d' e TeCe

=
Seq 1 361 ttoagoaagatatggaoggocgtotiogicaaagooctocagacoggogogeccaggygge 420 dmw;ﬂEIW.ZExL

PECEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e et
Seq_2 24 TTCAGCARGATATEEGCGGCCGTCTTCOTCAAAGCCCTCCAGACCGGOGCGCCCAGGGGE B3

Seqg 1 421 cggtgactogeogoogtttettetcagoeggeccocacatggacgtooggoggteogeca 480

PEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e

Seqg 2 84 CEETGACTCGCCECCETTTCTTC TCAGCCGECCCCCACATGGACGTCOGGCGETCCGCCA 143

Seq_l 481 agcagacccttottcagtocttcaatagecatgaagegtogoagegacggegtocaacgta 540
PIEEEEIET T r e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Hetl_',? 144 AGCAGACC TCAGTCCTTCAAT AGCATGAAGOGTCECAGCGACGECGETCCAACGTA 203

Seq_l 541 tocacatggagggyctggoattcaaacgagogotooggoctogecaggtattegteoggacy 600
PEEEEETEE T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Seq_2 204 TCCACATGGAGGHECTGECATTCARACGAGC GO TCCGGUCTCGCAGGTATTCEGTCGHACE 263

Seg 1 &01 catoccagaatogeoogottoctocaagtogeaatoctogototoggacggoaaagaggaca G460
PEEEEEEE P e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Seg 2 264 CATCCAGAATCGCCGCTTCCTCCAAGTCGCAATCCTCGC TCTCGGACGECAAMGAGGACA 323

Seq 1 661 gogagacogatttggatgacgactgoagogatgoctogatgatcgacggatarcrggeyyg 720

PIEEEEIET R r e e e e v et e e e e e e e e e e e e el
Seq 2 324 GUGAGARCCGAT TTEGAT GACGAC TGO AGCGATGCCTCGATGATCGACGEATATCTGGLGE 383

Seg 1 721 ceocctocaggtoggattoyggogcacgacgtcocgaggatcoccggtategtygtecategage 780
EERRRRE R RN RN R RN R RN AR RN
Seg 2 384 CCCCCTCAGGETCGEATTCGECGCACGACGTCCGAGGATCCCEETATCETGETCATCGAGC 443

Seq 1 781 cototggtocacacacgoacacogocattotattgcacggoatgtactyctetecggaga 540

PETTREEEE R e r e e e e b e e e e e e e e e e e e e e
Ser 2 444 COTCTGGTCCACACACGCACACCGOCATTCTATTGCACGGCATGTACTGOTCTOCGGAGA 503

Seq_1 541 gotecgatacaattgtoggtctacctyctygctytcaaatoocttyggoctgctygccagygga 200

PR et e e e e e b e e e el
Seq 2 504 GCTCCGATACAATTGTCGGTCTACCTGCTECTETCAAATCCCTTGECCTGCTGCCAGEEA 563
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]E 1-ExI-partie 1

201

ttaaatatgtcttcccgcat cegegteggac 260
AEERRRARERERERANEEEE [RRANRR
TTAAATATGTCTTCCCGCATGCGCCGCGTCEGACCATCAGCTGED 023
caaacgttgcctectggtacaattactacacgegecgggatggegagetegageatgacg 1020
AR RN R RN R R R A AR R R
CRARCGTTGSCCTCCTGGTACRATTACTACACGCGCCEGGGATGGCGAGCTCGAGCATSACG 683
jcggatccactocattgtcgag 1080

AR R
GGCGGATCCACTCCATTGTCGAGCGCG 743

CGGCCTCTCGGCGEAC = & 863

gecacaccoghotbicgtettogecygcegeccaggacaagatgtatgeoccacagetgeagt 1320
EEERRR RN AR NN R R AR AR R R R R RN R R RN AR RN RN
GCACACCCGTCTTCETCTTCGCCGCCECCCAGGACAAGETGTATGCCCCACAGCTGCAGT 383
ategegye ctetgetgoe geatgty te 1380
LU [RERERR [N
ATCGCGECTTCTCTCTGCTGSCC GACTCTGGCT’Z‘O“A\_GTG\_AG"‘GGCATCTGGAACCTC 1043

Fin de séquencage

o i = :-'c'_:-:--.'-:.'ch--d ~aaggbtgtatgocccacagotge
CELEEEEEE TP LT
TTCGTCT : TGTAT

220

1378

1a0

acagtoocgagag
IRRRN
T

Fin d'fgTeCe

1557 . .
dans p]ET1.2 Ex1.

= qoct
REERNERN

40 TOCTGEEAGT

197

——
| —
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PJET-Ex2-partiel
Alignement de la séquence théorique p/ET-IgTeCe-Ex2 (seq_1) avec la séquence obtenue par

séquencage (seq_2).

seq_1

seq_2

seq_1l

seq_2

seq_l

seq_2

Seq_l

seq_2

seq_l

seq_2

geq_1

Seq_2

Seq_1

seq_2

1538

1203

1242

243

1182

783

1122

723

1062

663

1002

603

842

543

882

483

822

423

762

363

-cagcctgaaaatcttgagagaataaaagaagaacatcg-atttt-ccatggcageotgag
FEEREREEREEE e ceerr e e e e vt rerre e
I‘I‘l-](|I‘(![.(||-]HH|-][.(‘.|.[.(||-](|(|I]HH|.HHr]HI]r]HI]l-]H(!r]'!'[;H(H\'|"]"|"|'(:[;[:J'\'l'l-;(?[;N?[;'l'(H\l-;
I
colL

aatattgtaggagatcttctagaaagatatog
FLERLEEErnrrnrrererrerrereernl IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
.fu'\lf\ GTAGGAGRATCTTCTAG APRGATATGEGCEGCCETCTTUGTCARAGCCCTCCRAGR

Hhbal

FEPRRERRTR et et e v r e et v et e eerrnnl
CCBGCECECCCAGGEGCCEETERCTCECCECCETT TCT TTTCRAECCEECCCCCACATEER

RN R R N NN RN NN IIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIII
COTCCAGCAGTCCGCCARGCAGACCCTTCTTCAGT CCT TCARTAGCATGARGCGTCGCAG

FEPRRLERRnrend ||'||'|||||||||||||| | [ARRNARNAY 11
ARG TATTCG TG GACGCATCCAGAATCECOGCTTCCTCCARG TCGCAAT CCTCRCTCTC

FRTRRLERRnren | ARA [RRARANNRANA |||||||||||||||| Il
GOACGECARRGAG CACAGC A ACCCATT TECATCACCACT CCACCCATECCTCOATGAT

] gracgacgtocgaggatocogy
\FI\FI\FI\FI\Fl\ll\ll\lIllIlIIlI!lI!ll!l!!l!!l!!l!!l!IFIIFII
CGACGGATATCTGGCGGCCCCCTCAGGTCGGATTCGGCGCACGACGTCCGAGGATCCCGE

tatcgtggtcatcgagecctetggtocacacacgcacaccgecattotattgeacggeat
FEEEEEE e et e e e e e e e e e e e
TATCGTGGTCATCGAGCCCTCTGGTCCACACACGCACACCGCCATTCTATTGCACGGCAT

gtactgctectcecggagagectecgatacaattgtecggtetacetgetgotgtecaaatcoct
FEEEEEE Rt e et e e e e e e e e e e e e e e e
GTACTGCTCTCCGGAGAGCTCCGATACAATTGTCGGTCTACCTGCTGCTG TCARATCCCT

tggcctgeotgccagggattaaatatgtetteccgecatgegeegegteggaceatecagety
FEEEEEE e e e e e e e e e e e ey
TEECCTGCTECCAGGGATTARATATGTCT TCCCGCATGCGCCGCGTCGGACCATCAGCTG

gcogacaggccccgaggeaaacgttgectectggtacaattactacacgegecgggatgy
FEEEETE Tt e et b e e e e e e e e e e
GCCGACAGGCCCCGAGGCARACGTTGCCTCCTGGTACAATTACTACACGCGUCGGGATGE

cgagctcgagcatgacgtcttgaatgaggegecacctggettcgcaaaccoggoggatoca
(AR AR NN NN R R RN RN RN N RN RN R RN AR NN RN
CBAGCTCGAGCATGACGTCTTGAATGAGGCGCACCTGGCTTCGCARACCCGGUGGATCCA

ctececattgtcgagcgegaggetgegettettgggggegacgegegecgeatecatgotegg
(R R R RN RN R AR AR AR R AR AR
CTCCATTGTCGAGCECGAGGCTGCGCTTCTTEGEEGCEACECECEUCGCATCATGCTCGE

tgggagctcacaagggggeacagtcgetcteccatgetacgatcaattaccateggectet
R N R R R RN RN R AR AR RN AR
TEEEAGCTCACAAGGEGECACAGTCGCTCTCCATGCTACGATCAATTACCATCGGCCTCT

1423

1024

1363

964

1303

904

724

1063

664

1003

604

943

544

883

484

823

424

763

3ed

703

304

Début d'fp TeCe

dans p]ET1.2

Ex2

198

——
| —
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PJET-Ex2-partie2
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Annexe 10 : Séquencage du plasmide p/ET-IgTeCe Ndel-Notl

Partie 1

Alignement de la séquence attendue : pJF T I TeCe-Nedel-Notl avec la séquence obtenue par séquengage pJET-IgTeCe-Ndel-Nostl §

Similarity @

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq_2

Seq_1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq_1

Seq 2

Seq_1

Seq_2

seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq_2

seq 1

Seq_2

seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq_2

Seq 1

Seq_2

Seq 1

Seq 2

Seq_1

Seq_2

1

1

81

59

121

119

181

179

241

239

301

298

36l

358

421

418

481

478

541

538

601

537

661
857

721

717

781

777

841

837

1137/1151 (98,78 %)

=
atgggcggccgtottogtcaaagocctocagacoggoyoygoccaggggecggtgactoge

RN R RN R AR RN R R RN NN R RN RN
~t-ggeggecgtettegtcaaagecctecagaccggagagaeccagaggceggtyactege

cgoogtttottotcagooggocococacatgyacytocygyoggtoogorcaagcagacoctt
FEREEEEREET e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
cgcoytttottotcaycoggcccocacatggacyteoygoygtocgocaagcagaccatt

ctteagtectteaatagoatgaagegtogecagogacggaegtecaacgtatecacatggag
FEEEETEETEr e re e e e e et e e e e e e e e e e el
ctteagtocttoaatageatgaagegtogcagogacggaegtocaacgtatcsacarggag

gygctggcattcasacgagogctocgycctoycaggtattogtoggacycatccagaats
FEEEErErreerrerrerrrererrrerrerrrerrererrreererrrerrerrerrel
gagotggoattcaaacgagogotocgyoctogoaggtattogtoggacgoatscagaats

googcttoctocaagtoycaatoctcyctotoygacyycaaagaggacagoyagaccyat
PEEREEREr s tese b bes DRELEEEEREEEE R E T r e e e e e el
gocget b ot CMARKKCGCORW-cot egot ctoggacggoasagaggacagogagaccgat

ttggatgacgactgeagcgatgectegatgategacggatatotggcggacaccteaggt
FEERETETTE e e e e e e et e e e e et e e e e e e e e el
rrggatgacgactgcagegatgoctogatgatogacggatatotgyeggocscotoagyr

cggattoggogoacgacytocgaggatoceggtatogtygtoatogagoacctotygtoca
TRPEETEEEE e e et b bt e e e e e e e
cggattoggogoacgacgtocgaggatcocggtatogtggtoatogagocctotggtosa

cacacgcacaccgcocattotattgcacggcatgtactyctotocgyagagctocyataca

FRPEETEEE Rt e et b et e et e e e e
cacacgcacacogocattotattgoacggeatgtactgototocggagagotecgataca

cttgtoggtotacctgotgotgtcaaatcocttggoctgotgocagygattaaatatgts

PEEEEEEE e e e e e e e e b e e e b e e e e b e e e e e
attgtcggtctacctgcotgctgtcaaatcocttggcotgotgocagggattaaatatgte

tteocogeatgoegecgegteggaccatcagetggoogacaggoeaccegaggeaaacgttgee
FECEEEEREEN et e e e e e rrrresr el e
ttoocgcatgogo ooy teGGACCATCAGC TEGUCGACARG-CMCCAKGMAAAMRWERSM

tocotggtacaattactacacgegeogggatggogagotegageatgacgtottgaatgag
TREEETEEE R e e b bt e e e e e e
tootggtacaattactacacgegocgggatggogagotegageatgacgtottgaatgag

geogeacctggottcgcaaaccogygeggatccactecattgrogagegcgagyctgogart

FEREEEEREET e e e e e e et et e e e e b e e e e e e e v e re
gogecacctggocttograaacocogygoggatccactocattigtogageogogaggoctgogett

cttgggggogacgcgegeogeatcatgoteggtgggagetcacaagggggcacagtaeget
FECEETEREET e e e e e e et e e e e e e e e bbb e
cttgggggogacgcygcgocgeatcatgocteggtgggagectcacaagygggcacagtoget

ctocatgetacgatcaattaccateggoctotoggogeactgotttgtottogotoatgt
TRPEETRE Rt e e e b b e e e e e e
ctocatgotacgatcaattaccatoggoctotoggogcactgctitgtoticgotoatgt

ctcatcgatteoggtcacgtttoccgagagacaagegctocococgoogoocggcacaccegte

FEREEIEREET e e e e e e e e e e e e b e e v b e e e e e
ctecatogattoggtcacgtttoogagagacaagogetoocooogocogooggracacoogte

&0 Débur d fg Tole-Nede-Noi:
le site de restriction

58 | n'apas éé intégré.

120

118

180

178

420

417

480

477

660

656

720

716

T80
Tie
&840

836

200
896




Annexe

Partie 2
Seq 1 901 960
Seq_2 827 956
Seqg 1 961 1020
Seq 2 957 1018

Seqg 1 1021

RN |
[ !
gacgagtcgegcacagagaaacgegta

gataegogogcacagtecga 1080
I
goegegeacagtocga 1076

£
|
Seq 2 1017 i

toogagagegcgage 1140
[ARRRARREE RN
t

cegagagegaegagoeget

Seqg 1 1081 gagcgcgyd
i
[
Seg 2 1077 gagegogyy:

FH
gge 1136
Seqg 1 1141
Fin d'fpTeCe-Nde-Not:

le site Not [ a bien été intépré.

Seq_z 1137

201

——
| —
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Annexe 11 : Séquengage du plasmide pET28-IgTeCe
P B 0 | DéburdgTCe

1T gga gag aat tac Ctc tag aat aat Ttt gtt taa Ctt taa gaa gga gat ata cca tgg cag ©fg aga ata Ttg tag gag atc ttc tag aaa gat atg gg
E =} s} I B w L R I L * E

) E N ¥ L " N N F v "
a4 cct CLC T4 Atg gag atc tta Ltta a4aa caa att gaa att <Lt cCL CLa Tat ggt acc gtc qac Lol tat aac atc ctc tag aaq atc tLt cta tac co
40 50 &0 0 B0

< 200

€ ggc gt CTT gt caa Age SOt A gac £gg QS gOC cAg g9d cog gtg ACE Oge Cge Ot TEE tRC oA gOS ggo OO0 CAC atg gac gto ogg gy toc
G B ¥ T R R R F F 8§ A G5 P H M
t9a gog g9og goa aag aag agl <99 Scg 999 gLy LAc L9 cag goc 9oS agg
E0 170 180 190

g ©og goA gaa goa gL TOY gga gOr ST GEC gog S99 gLe ©0S ggc cac
0] 120 130 140

goc aag cag AcE Tt CTT C4g TOC TTLO AAT Age ATg aag oft gt age gac ggo Jte caa ot At cac atg gag ggg ¢tg goa TTE ARR CGA GOG OTC © < 300
A K @ T L L § s F N 8 M K E R 3 D G V B I H M E 6 L A F K R A L
©4g tte gte tgg gas gaa gbtc agg aag tta teg tac tte goa gog teg oty oog cag gtl goa tag gtg tac cte coc gac cgb aag tTT GCT OGC GAG G
240 250 260 270 2 20
< 400

oG cc'r :r.r MGG TAT TCG TOS GAC rx_a TEE RGR ATE ccc r.m TOE TEC :w‘_ 'n:c =59 1\:: TCG CTC TCG GAC GGC AMA GAG cm: m‘x r.m m:: GAT m =
55 @ 5 5 L5 b G K E

Bo¥Y 5 5 D 5 R 1
CCGGJ\GFF'NCJ\T'RRG('NSCCWOG‘TRGGTT‘TMCGGFGRRGGJ\GGWNSCGWJ\GGRG('GWSJ\GFHGCCGTWC’J\:CT\SWCWT\SGMN\CC'l‘
34 350 360

T GRC GAC TGC RGC GAT GOC TOS ATG ATC GAC GGR TAT CTG GOG GO0 OOC TCR GGT OGG ATT CGG OGC ACG ACG TCC GAG GAT CCC GGT ATC GTG GTC ATC < 500
» o ¢ & O A & M I ©O 6 ¥ L A X P 5 6 R I R R T T 3 E DI P G I ¥V VvV I
A CTG CTG ACG TCG CTA CGG AGC TAC TAG CTG CCT ATA GAC OGC CGG GGG AGT CCA GOC TAR GOC GOG TGC TGC AGG CTC CTA GGG CCA TAG CAC CRG TAG
az0 430 440 450 4E0 480 490
< 600

GRG CCC TCT GUT CCA CAC ACG CAC ACT GOC ATT CTA TTG CAC GGC ATG TAC TGC TCT CCG GAG AGC TCC GRT ACA ATT GIC GGT CTA CCOT GOT GCT GTC A

E P 5 G B H T H T A I L L H () M T [ 5 3 E H 5 o T I v L 4 A

CTC GGG AGR CCR GGT GTG TGC GTG TGEE CGG TAA GAT AAC GTG CCG TAC ATG ACG AGR GGC CTC TOG AGG CTA TGT TAA CAG CCA GAT GGA CGR COGR CAG T
540 550 560 570 580 590

510

a:\m: t"l'l'l.x;t C'D:i E"DG (.’\‘_J\ GGG }\'1'1 JUU\ I‘)\T G‘l\‘_' ‘f"n: E‘E‘G (.'R‘l‘ GCG C‘L'K.; CGT E‘GG J\CC n‘l':;\tic 'DSG C‘L'K.; N:J\ GGC L'K_’\‘_ GJ\G GC}\MC tir'l' GL'K_ ‘1\:C DS < 700
wmsummcwwccrmmn'ﬂcmnswmcscmca:nsrrmswﬂ\:sl:rmcm:rrmcn:rr'rm:umsmnr
620 830 &40 850 BE0 ET0 580 690
G"H\CJU\'PTIK."N\Cl\ffCGCCGGGB\‘J‘GGCGlfmGJ\GCI\'T‘GRCGWWMTGJ\PGCGC!\PCTGGCT'T‘!‘GWJ\CFC\GGCGGI\“'CMWC}\'T'I‘G'T\:GRF < 8OO
) I
CRNm}\‘lG)\NTGCKKGGCCCT;\CCGCT‘Z‘GRGCT\:GTRCNCMMCMCK‘CGCGEGRCCGJ\RGCGTTTGGGCCGCCTRGGNWMCMCK‘

CGCG!GGF'I‘GCGCT'PFT'TGGGGGFGICGCGfﬁ(’CGCl'ftlmc“:GG'I‘GGGZQGC'l’fkcnGGGGGCIFJWGCTFWCRTGC'PWRNM'PMCZQTF < 900
R M L =] G 5 5 =] G =] T v L) L H R I N ¥ H

R E A A L L <) & o R’ R
ECGCT\:CGJ\CGCGJU\GJ\RCCCCCGmCGCGGGGCGT'RG'D\CGRGCC}\CCCWGﬁGTGTTC‘C".'CCGTGTCRGCGRGﬁGGTJ\CGR'IGC"D\GT'D\}\"IGGTRG
aal 890

GG CCT CTC GEC GOA CTG CTT TGT CTT CGC WAWCT\:;\WGRTT\:GFK‘RCGWCCGRGAGMurf‘ﬁc’n:c cr‘r‘GCC GOC Ggo aca ::: gtcttc :rt < 1000
P L & A L L © L R § C L T D § V F R A G T
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Annexe 12 : Séquencage du plasmide pET52-IgTeCe
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Résumé

Les enzymes lipolytiques sont des ester hydrolases impliquées
dans le métabolisme lipidique. Leurs caractéristiques se sont
révélées étre des atouts dans de nombreuses applications
industrielles. Chez les microalgues, I’isolement et la
caractérisation de ces enzymes d’un point de vue structural et
fonctionnel restent des domaines de recherche peu explorés a ce
jour.

Certaines espéces bénéficient pourtant de contenus en lipides
intéressants, source de matiére premiere pour les industries de
I’agroalimentaire ou de 1’énergie. Par exemple, 1’acide
docosahexaénoique (DHA), un acide gras polyinsaturé de la série
des omégas 3, est reconnu pour ses propriétés en santé humaine.
Parmi de nombreuses especes, Isochrysis galbana, une
microalgue unicellulaire appartenant a la classe des
Prymnesiophycées est considérée comme une source possible de
DHA. La présence d’acides gras libres a été montrée par
I’analyse des lipides, suggérant la présence d’enzymes
lipolytiques potentiellement intéressantes pour leur sélectivité et
leur spécificité de substrat.

L’analyse d’une banque de marqueurs de séquences exprimées a
permis [’identification de séquences susceptibles de coder des
enzymes lipolytiques. Les ARN messagers ont été extraits et les
ADN complémentaires ont été clonés.

Ce travail de thése présente 1’analyse et le clonage de deux genes
codant une ester hydrolase putative et une thioestérase putative,
issues de la microalgue Isochrysis galbana.

Les deux séquences codent des protéines de poids moléculaires
de 35,41 kDa et de 42,31 kDa. Elles montrent 30 a 40 %
d’identité et de similarité avec des hydrolases a/f notamment des
carboxylestérases de  différents organismes. Les séquences
protéiques ont permis 1’identification du pentapeptide consensus
Gly-X-Ser-X-Gly caractéristique des enzymes lipolytiques et les
acides aminés Ser/Asp/His de la triade catalytique.

Les deux séquences codantes ont été clonées et exprimées dans la
levure Saccharomyces cerevisiae et la bactérie Escherichia coli.
Le clonage dans E. coli a permis d’identifier a la taille attendue
une protéine par Western blot. En présence de cette protéine, la
composition en acides gras des lipides de la bactérie a été
modifiée. L’analyse CPG a notamment montré une augmentation
des proportions en acides gras C16 :1 et C18 :1 par rapport au
témoin. Ce résultat permet de caractériser ’activité thioestérase
pour IgTeCe.

Mots clés

Ester hydrolase, Isochrysis galbana, Expression de
protéines, Acides gras

Abstract

Lipolytic enzymes present in all known species play a key role in
lipid metabolism and are involved in several industrial processes.
They catalyse lipid hydrolysis and synthesis. Actually and
particularly in microalgae, isolation and characterization of this
type of enzyme remains an unexplored research area.

The potential of the lipidic content of microalgae in food industry
or energy field requires specific lipolytic —enzymes.
Docosahexaenoic acid (DHA), an @3 poly insaturated fatty acid
(w3 PUFA) is well known for its beneficial effects on human
health. Among many species, Isochrysis galbana, a unicellular
marine microalga belonging to the Prymnesiophyceae class, is
considered as a potential alternative source of DHA.

Lipid analysis of 1. galbana shows free fatty acids and suggests
the presence of lipolytic enzymes with potential interesting
selectivities and substrate specificities. Analysis of incomplete
expressed sequence tag (EST) listed in the EST bank of
Isochrysis galbana, identified incomplete genes that encode
lipolytic ~enzymes. Messenger RNAs were extracted,
characterized and cloned.

This work describes the analysis and cloning of two genes
encoding a putative ester hydrolase and a putative thioesterase in
marine microalgae Isochrysis galbana. Sequences encode two
proteins with predicted molecular weights of approximately
35,41 kDa and 42,31 kDa. Slight similarity and identity (from 30
to 40 %) were observed between the gene sequence and various
o/f fold hydrolase found in diverse phyla (including
carboxylesterase).

Sequences also included the consensus Gly-X-Ser-X-Gly and the
catalytic triad Ser/Asp/His. To characterize the predicted
enzymatic functions, an experimental procedure was introduced:
coding sequences were cloned into expression vectors and
expressed in Saccharomyces cerevisiae and in Escherichia coli.
Western blot identification of recombinant enzyme shows a
convenient protein production in bacteria. Furthermore, the
expression of the protein in E. coli shifted the fatty acid
composition predominantly towards C16:1 and C18:1 fatty acids.
The enzyme called IgTeCe showed a thioesterase activity.

Key Words

Ester hydrolase, Isochrysis galbana, Protein
expression, Fatty acids
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