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NADPH : nicotinamide adenine dinucleotide

Liste des abréviations phosphate

PCR : polymérase chain reaction

ADN: acide déoxyribonucleique PSLDR : Polyol-specific long-chain

ADNc - AND complémentaire dehydrogenases and reductases

ARN : acide ribonucléique PTS : systéme

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool phosphonoylpyruvate/carbohydrate

BrEt : éthidium bromide
phosphotransferase

BSA : albumin de sérum bovin PVP : polyvinyl pyrrolidone

DH : déshydrogeénase RNAI : RNA interference

DLS : diffusion dynamique de la lumiere RNA-seq : RNA sequencing

DNase : deoxyribonuclease RT-qPCR: real time quantitative polymérase chain

dNTP : désoxyribonucléotides triphosphate .
reaction

DTT - dithiothréitol SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate

EAOs : especes activées de 'oxygene polyacrylamide gel electrophoresis

EDTA : ethylene diamine tetraacetic acid SOC : Super Optimal Broth

EGTA - acide ethylene glycol tetracetique TBS-Tween : tris-buffered saline with Tween 20

Ei tenella : Eimeria tenella Tris : trishydroxyméthylaminométhane

Es. coli : Escherichia coli UV - ultra-violet
E. siliculosus : Ectocarpus siliculosus

F6P : fructose-6-phosphate

FK : fructokinase

HAD : haloacid dehalogenase domain

HK : hexokinase

IPTG : isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
keat : constante catalytique

Km : constante d'affinité

LB : lysogeny broth

LDH : lactate déshydrogénase

LHC : light-harvesting complex

M1P : mannitol-1-phosphate

M1Pase : mannitol-1-phosphate phosphatase
M2DH : mannitol-2-déshydrogénase

MOPS : acide 2-morpholinoéthanesulfonique
NAD : nicotinamide adénine dinucléotide

NADH : nicotinamide adénine dinucléotide réduit
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FUCALES
(Fucus sp., Ascophyllum nodosum [1])

NEMODERMATALES

TILOPTERIDALES

— RALFASIALES

ASCOSEIRALES

LAMINARIALES

(Eisenia bicyclis [2], Laminaria digitata [3],
Saccharina japonica, Saccharina latissima [4])
ECTOCARPALES _

— (Ectocarpus siliculosus [5])

SCYTOTHAMNALES

INCERTAE SEDIS

SPOROCHNALES

DESMARESTIALES

SPHACELARIALES

SYRINGODERMATALES

DYCTYOTALES
(Dictyota dichotoma [6])

Figure 1: Phylogénie simplifiée des algues brunes reconstruite a partir de Silberfeld et al. (2010).
Les branches ne donnent pas d’'indications quant aux distances évolutives. Les différents ordres
sont listés, ainsi que certaines especes mentionnées dans ce manuscrit. Les photos sont issues de
I'encyclopédie libre Wikipédia.
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Partie 1 : Les algues brunes : habitat et origine.

1) La zone intertidale: a I'interface entre environnement terrestre et marin

Les algues brunes (Phéophycées) sont des organismes photosynthétiques fmulticellulaires,
majoritairement marins, que l'on retrouve principalement dans les zones cotieres des régions
tempérées (Mann et al. 1973). On les retrouve aussi, dans une moindre mesure, au niveau de sites
de grandes profondeurs dans certaines régions tropicales (Grah@mmet al. 2007). Au sein de ces
différents types d’environnement, les algues brunes, dont celles de |‘ordre des Fucales et des
Laminariales (« les grandes algues » ou kelps) (Figure 1), ont unuole écologique important car
elles permettent de structurer des écosystemes au sein desquels vivent des milliers d'especes, de

facon similaire au réle des arbres et des foréts dans la‘vegetation terrestre.

1.1)  Les contraintes abiotiques du milieti intertidal

Dans les zones cotieres, ou zones intertidales, qui représentent une interface entre le milieu
terrestre et le milieu marin, les algues brunes'sont soumises a des changements réguliers et
importants de leur habitat, imposés,netamment par le balancement des marées. Parmi les stress
abiotiques auxquels sont exposés, ces organismes, on peut distinguer |'action mécanique des
vagues, la lumiere (dont les ultrasviolets), la dessiccation, la salinité, le pH, et la pollution (Figure
2). Ces parametres sont a I'ofigine notamment de la distribution en étage des algues brunes au
niveau de la zone intertidale (aussi appelé estran), car toutes ces algues n‘ont pas les mémes
capacités pour s'adaptef aux contraintes abiotiques (Davison and Pearson, 1996). Ainsi, certaines
especes sont retrouvées principalement en haut de cette zone (ex. Ascophyllum nodosum), au
milieu (différentes especes de Fucus), et donc tres exposées aux marées, ou dans la zone

infralittorale qui n‘est'émergée que lors des grandes marées (ex. Laminaria digitata).
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Figure 2 : Différents stress abiotiques auxquels sont confrontés les organismes de la zone
intertidale. La plupart de ces stress peut entrainer la production d’espéces activées de
I'oxygene liées a un stress oxydant (Davison and Pearson, 1996).

Les stress mécaniques dus a I'action des vagues et du courant ne permettent qu’'a des especes
bien adaptées de coloniser les zones les plus exposées. En effet, ces algues doivent étre capables
de résister aux mouvements incessants causés par les déplacements d'eau plus ou moins puissants
et rapides, dont les effets peuvent se traduire par des frictions au niveau de la fronde des algues,
leur détachement d'un substrat solide, I'envasement et I'ensablement, et le dépdt de fines
gouttelettes d'eau trés concentrées en sel.

Les rayons lumineux, notamment les UVs, sont absorbés par I'eau. C'est pourquoi d'importants
changements dans l'intensité et dans la nature de la lumiére a laquelle sont soumises les algues
brunes ont été constatés suite a l'alternance des immersions et émersions. La lumiere est
nécessaire a la photosynthése, et donc a la survie des organismes autotrophes, mais peut
également causer de graves dommages cellulaires par la production de radicaux libres si elle est
trop intense, ou directement dans I’ADN dans le cas des rayons UVs. Enfin, la lumiere du soleil a
un impact direct sur la température du milieu de vie des organismes.

Si la température de I'eau varie peu en plein océan, les changements sont plus forts le long

des zones de balancement des marées. En effet, il est possible d'observer des variations allant
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jusqu'a 10°C dans la méme journée au niveau de la zone intertidale, selon que la marée est basse
ou haute et le temps ensoleillé ou nuageux. Ces différences importantes se traduisent dans les
cellules par des changements moléculaires importants. Ainsi, une hausse de température va
généralement provoquer un phénomene de respiration accru, et donc une diminution du
dioxygene soluble. L'environnement est alors appauvri en oxygene.

Le pH est un parametre important pour la physiologie des organismes, et les écosystemes
marins subissent actuellement une diminution du pH, phénomeéne aussi appelé acidification des
océans. Il s'explique notamment par I'augmentation de la quantité de CO; dissoute dans la mer.
Ce CO; réagit avec des molécules d'eau pour former de I'acide carbonique (H.COs), qui se dissout
ensuite pour former des ions H* et bicarbonate (HCO3"). Les ions H* sont neutralisés par des ions
carbonate (COs%), ce qui entraine une production accrue de bicarbonate, et une diminution de la
quantité d'ions carbonate dans I'eau de mer. En plus d'avoir un effet sur le pH, ces modifications
altérent donc la disponibilité en sources potentielles de carbone pour les macroalgues.

Les zones intertidales présentent un autre facteur de stress important: la dessiccation. En effet,
a marée basse, les algues peuvent perdre, de facon réversible, jusqu’a 90% de leur quantité d'eau
intracellulaire (Dring and Brown, 1982). Les conséquences physiologiques de la dessiccation sont
souvent similaires a celles dues au stress hypersalin, notamment des variations d'osmolarité et une
augmentation importante de la concentration intracellulaire des ions.

En lien avec le phénomene de dessiccation, les algues peuvent aussi subir de fortes variations
en salinité. Il a ainsi été observé que des stress salins entrainaient des changements d’expression
de genes similaires a ceux observés dans la zone intertidale chez I'algue rouge modele Chondrus
crispus (Collén et al.,, 2007). Les changements de salinité dans I'habitat des algues peuvent étre dus
a |I'évaporation a marée basse, ce qui entraine une hypersalinité dans I'environnement immédiat
des algues, et a la pluie et I'écoulement d'eau douce, qui ont un effet inverse. Les organismes
vivants dans un tel milieu doivent donc étre capables de s'adapter rapidement pour tolérer des
stress hypo et hypersalins de différentes intensités. Au niveau physiologique, il a par exemple été
montré que ces stress alterent les capacités photosynthétiques de I'algue brune modele Ectocarpus
(Dittami et al,, 2009). Ces observations ont été complétées par des analyses transcriptomiques
utilisant des puces a ADN. Ainsi, trois conditions ont été testées, un stress hypersalin, un stress
hyposalin, et une condition de stress oxydant. Il a ainsi été montré que 70% des genes exprimeés
chez cette algue brune ont un patron d’'expression modifié par au moins une des conditions de

stress abiotique, ce qui contraste avec les observations réalisées chez des plantes terrestres
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soumises a des stress similaires; en effet, ce pourcentage varie de 1 a 30% chez ces organismes.
De plus, une analyse globale des résultats indique que lors d’un stress abiotique, les génes codant
pour les protéines impliquées dans des processus cellulaires tels que le métabolisme primaire et
la croissance sont réprimés, alors que ceux correspondant a des protéines impliquées dans les
voies d'utilisation d'énergie (comme la dégradation des lipides, I'autophagie et la dégradation de
protéines par protéasome), dans la production de molécules osmoprotectantes, et le trafic
cellulaire, sont activés (Dittami et al. 2009). Ces résultats obtenus au niveau transcriptomique ont
ensuite été intégrés avec des résultats de profilage métabolique ciblé, ce qui a permis de confirmer
certaines des observations décrites, notamment au niveau du métabolisme des acides aminés et
des acides gras (Dittami et al. 2011).

Enfin, l'activité humaine (qu'elle soit localisée au niveau cotier ou non) n'est pas sans
conséquence sur le milieu marin, et en particulier le milieu intertidal, ou I'on retrouve de nombreux
polluants. Qu'il s'agisse de métaux lourds, des hydrocarbures, des produits phytosanitaires ou
différents types de déchets, ces molécules d'origine anthropogénique représentent de nouveaux
facteurs de stress auxquels les organismes marins, dont les algues brunes, doivent faire face. De
nombreux travaux ont été réalisés chez ces organismes pour étudier leur réponse aux stress par
les métaux lourds, en particulier le cuivre. Il a ainsi été observé chez plusieurs algues brunes que
ce métal induisait une accumulation intracellulaire d'especes activées de l'oxygene (EAOs)
(Mithofer et al, 2004), et avait un impact sur la physiologie des algues, en particulier sur leur
appareil photosynthétique (Ritter et al., 2008). De plus, des expériences réalisées chez L. digitata
ont permis d'observer I'induction d'un certain nombre de génes de stress en présence de 300 ug/L
de CuCl; apres 6h, 24h, 48h et 72h d'incubation (Ritter et al, 2008), ainsi que la production
d'oxylipines (dérivés oxygénés des acides gras) a 18 atomes de carbone (type plante) et a 20
atomes de carbones (type animal). Ces deux types d'oxylipines ont aussi été identifiés chez E.
siliculosus soumis a un stress cuivrique de quelques heures, et ces résultats ont été complétés par
des expériences de profilage transcriptomique par puces a ADN (Ritter et al., 2014). Ainsi, il a été
observé I'induction de génes codant pour des transporteurs ABC, connus pour étre impliqués dans
la résistance a plusieurs drogues chez différents organismes, pour des ATPases de type P1s, et pour
une bromoperoxydase a vanadium, cette enzyme étant impliquée dans le métabolisme des
halogénures qui correspond a un des systéemes de détoxification des EAOs chez les algues brunes.
Ces résultats tres récents chez E. siliculosus, obtenus apres un stress court, complétent des données

qui ont été obtenues chez cette algue pour des stress plus longs (plusieurs jours) et par une
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approche méthodologique différente, basée sur la mise en ceuvre d'expériences de protéomique

différentielle (Ritter et al., 2010).

1.2) Les algues brunes et leur réponse aux stress biotiques

Jusqu’a présent, la majorité des travaux pour étudier au niveau moléculaire les réponses aux
stress biotiques chez les algues brunes ont été réalisés chez L. digitata. Dans la plupart des
expériences, les stress n‘ont pas été appliqués par incubation directe avec des agents pathogenes,
mais en mimant ce type de conditions grace a des éliciteurs. Ainsi, chez L. digitata, il a été montré
que les oligoguluronates, qui correspondent a une fraction bien particuliere de la paroi des algues
brunes, induisent un burst oxydatif (Kiipper et al, 2001). Ceci correspond a la production rapide,
massive et transitoire de peroxyde d'hydrogene (H:0>), et ce phénomene n'a pas lieu si les algues
sont traitées avec du DPI (diodorium diphényléne), un inhibiteur des NADPH oxidases de
mammiféres, avant de faire |'élicitation. Un burst oxydatif a aussi été détecté apres application de
LPS (lipopolysaccharides) provenant de la bactérie Salmonella arbotus equi (Kipper et al. 2006),
comme cela est aussi le cas chez les plantes terrestres.

L'émission des EAO est l'une des premiéres réponses de l'algue face a l'attaque d'un
pathogéne, mais ce n'est pas la seule. Un autre systeme de défense rapide est I'émission de
composés organiques halogénés volatiles dans I'environnement marin (VHOC). En effet, chez L.
digitata, les jeunes algues peuvent concentrer des quantités tres importantes d'iode (jusqu'a 4,7%
de leur poids sec) (Kipper et al,, 1998). Cette concentration de composés halogénés est catalysée
par les haloperoxydases a vanadium (vHPO). Ces enzymes jouent un réle important dans I'apport
en iode et la production de composés carbonés halogénés (Leblanc et al., 2006). Elles permettent
aussi de détoxifier rapidement le peroxyde d’hydrogene produit par le burst oxydatif. Enfin, elles
interfereraient dans le systeme de signalisation bactérien pour la dispersion de biofilms.

Un autre mécanisme impliqué dans les réactions de défense des algues face a I'attaque d'un
pathogéne est I'oxygénation (enzymatique ou non-enzymatique) d'acides gras qui aboutit a la
production de dérivés oxygénés appelés oxylipines. Ces molécules sont connues pour étre
impliquées notamment dans des voies de signalisation chez les plantes terrestres et les animaux.
La synthese des oxylipines est initiée par des phospholipases et des galactolipases qui libérent des
acides gras a partir des lipides membranaires. Chez les algues, les oxylipines sont de la famille des

octadécanoides et des eicosanoides (prostaglandines et leucotrienes) (Potin et al, 2002). Ce
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phénomene a été étudié chez L. digitata: suite a I'élicitation par des LPS, et il a été observé une
accumulation de dérivés oxydés des acides linolénique et eicosapentaénoique, en méme temps
qu'un relargage d'acides gras libres (Kipper et al, 2006). Il est intéressant de signaler que cette
production d'oxylipines n'a pas lieu qu’en condition de stress biotique puisque ce phénomeéne a
aussi été observé chez les algues brunes lors de stress cuivrique, comme indiqué dans le dernier
paragraphe de la partie 1.1. Les algues brunes sont aussi capables de produire d'autres types de
composés, notamment lors d'attaques par des organismes brouteurs. Ces organismes induisent
en effet la production de composés tels que des terpénes, comme le pachydictol A et le dictyol B
acétate chez Dictyota menstrualis (aussi appelée Dictyota dichotoma var. menstrualis), ou des
phlorotannins chez les fucales (Cosse et al., 2008).

L'influence de I'élicitation par des oligoguluronates a aussi été montrée au niveau
transcriptomique chez L. digitata. L'approche macroarray utilisée, complétée par de la PCR
quantitative, a permis de mettre en évidence l'induction de genes impliqués dans la réponse au
stress oxydatif, la production de métabolites secondaires antimicrobiens, dans le renforcement de
la paroi, et I'induction d'une nouvelle halopéroxidase dépendante du vanadium (Cosse et al., 2009).
Ces résultats ont été combinés avec une analyse pharmacologique et ont permis d'émettre un
certain nombre d’hypothéses quant a la réponse transcriptionnelle précoce de défense chez L.
digitata, avec des similarités par rapport a ce qui a été identifié chez les plantes, mais aussi des
originalités, notamment avec I'implication du métabolisme de I'iode.

Récemment, deux mécanismes importants liés a la disséemination de signaux impliqués dans
les mécanismes de défense ont été mis en évidence chez L. digitata. Ainsi, un mécanisme similaire
au « priming » chez les plantes terrestres y a été découvert. En effet, il a été montré que I'incubation
d'une algue élicitée par des oligoguluronates avec une autre algue non élicitée permet d'induire
chez cette derniére une réponse de défense plus rapide et plus efficace en cas d'attaque par un
pathogéne (Thomas et al, 2011). De plus, des expériences basées sur I'élicitation de certaines
zones de la lame de L. digitata, et des tests pour mettre en évidence des réactions de défense dans
des parties non élicitées de la méme algue ont permis de montrer I'existence d'une réponse
systémique médiée notamment par la libération d'acides gras polydésaturés qui aboutit a la mise

en place de réactions de défense pour conférer une résistance au broutage (Thomas et al., 2014).

2) Apparition et évolution des straménopiles
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Au sein des eucaryotes, les algues brunes font partie du groupe des straménopiles ou
hétérochontes (Figure 3). Celui-ci regroupe notamment les oomycetes, les diatomées, et les
phéophycées. Les straménopiles sont caractérisés entre autre par la présence de deux flagelles,
I'un plumeux avec des mastigonemes tubulaires tripartites, I'autre lisse. Il s'agit d'un groupe tres
diversifié, contenant aussi bien des organismes unicellulaires (bicosoécides, pseudociliés) que des
algues géantes multicellulaires (phéophytes). De plus, il comporte des organismes hétérotrophes
comme les oomycetes, ou photosynthétiques, ces derniers étant regroupés sous le nom
d'ochrophytes et correspondent notamment aux diatomées et aux algues brunes. En fait, les
ochrophytes contiennent une grande diversité d'algues, appartenant a différentes classes, dont les
Aurearenophycées, les Bacillariophycées (les diatomées), les Eustigmatophycées, les
Dictyochophycées, les Synchromophycées, les Chrysophycées, les Chrysomerophycées, les
Bolidophycées, les Xanthophycées, les Synurophycées, les Schizocladiophycées, les Phéophycées
(algues brunes), les Raphidophycées, les Pinguiophycées, les Phaeothamniophycées, les

Picophages et les Pelagophycées ( Baldauf, 2008; Brown and Sorhannus, 2010).
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Figure 3 : Phylogénie simplifiée des eucaryotes, adaptée de Baldauf 2008 (Michel et
al, 2010a).

Le plus vieux fossile d'ochrophyte retrouvé (Palaeovaucheria) suggere leur apparition il y a

environ 1 milliard d'années (Brown and Sorhannus, 2010). Cependant, de nombreuses
21



contradictions quant a la datation de leur apparition ont entrainé des analyses plus poussées,
utilisant des marqueurs moléculaires, pour déterminer leur origine. Ainsi, d'aprés ces études, les
algues hétérochontes seraient apparues il y a environ 500-600 millions d’années, entre le
paléozoique et le milieu du mésozoique (Brown and Sorhannus, 2010), et le groupe des algues
brunes serait apparu il y a environ 200 millions d'années, c'est-a-dire pendant le Jurassique
(Silberfeld et al, 2010). Les différences entre les résultats provenant de datations réalisées a partir
des fossiles et ceux obtenus par analyse de marqueurs moléculaires remettent en cause la validité
taxonomique des fossiles considérés comme des ochrophytes. Avant |'utilisation de marqueurs
moléculaires pour les analyses phylogénétiques, il était difficile de discriminer et classer certains
organismes photosynthétiques parmi les ochrophytes a partir d'analyses ultrastructurales. En effet,
quand des similarités étaient observées au niveau des plastes, elles étaient souvent accompagnées
de divergences au niveau cytoplasmique ou au niveau de la structure des flagelles. De plus, la
difficulté des analyses morphologiques et ultrastructurales pour la classification et la taxonomie
au sein des ochrophytes est compliquée par I'histoire évolutive de ces organismes, qui sont issus
d'une endosymbiose secondaire accompagnée par de nombreux transferts latéraux de genes.
L'endosymbiose primaire est I'incorporation d'une cyanobactérie par un organisme eucaryote
hétérotrophe (Figure 4A et B), et a permis I'apparition des organismes de la lignée rouge (les
algues rouges), de la lignée verte (les algues vertes et les plantes terrestres), et des glaucophytes.
Ainsi, les plastes résultant de ce type d'évenement ont deux membranes qui correspondent aux
membranes interne et externe de la cyanobactérie. De plus, on observe des pertes importantes
d'information génomique et le transfert massif de génes originaires du génome cyanobactérien
dans le noyau de I'hOte. Les protéines codées par ces génes continuent a fonctionner dans le plaste
et y sont adressées grace a un peptide signal retrouvé dans I'extrémité N-terminale de ces

protéines et permettant le passage a travers les deux membranes chloroplastiques.
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Figure 4 : Schématisation de I'endosymbiose primaire et secondaire (adapté de Keeling, 2004).
Les panels A et B représentent I'endosymbiose primaire. (A) Une cyanobactérie Gram-négative est
internalisée par un organisme eucaryote hétérotrophe. (B) Un nombre important de génes du
cyanobionte est transféré dans le génome de I'hOte, conduisant a la production de protéines (2)
présentant des peptides de transit (1) ; le plaste est entouré de deux membranes, dérivées de la
membrane interne et externe de la cyanobactérie. C et D représentent I'endosymbiose secondaire
ayant permis entre autre l'apparition des straménopiles et de certaines dinoflagellées (C). Une
algue rouge est internalisée par un organisme eucaryote hétérotrophe différent de celui impliqué
dans I'endosymbiose primaire. (D) Certains geénes de l'algue rouge sont transférés dans le génome
de I'h6te, ce qui conduit a des protéines (2) ayant un peptide de transit (1) et un peptide signal (3).
Les plastes résultant de la seconde endosymbiose sont a I'origine entourés de 4 membranes (chez
les algues brunes par exemple), mais, chez certains organismes, il y a eu une perte de la membrane
cytosolique de l'algue rouge et les plastes résultant ne sont donc entourés que de 3 membranes
(certaines dinoflagellées).

L'endosymbiose secondaire, quant a elle, est I'incorporation d'une algue (rouge ou verte) par
des eucaryotes hétérotrophes différents de celui impliqué dans |'endosymbiose primaire
(Figure 4C et D). L'endosymbiose secondaire d'une algue verte est a l'origine de trois types
d'organismes, les Euglénophytes, les Chlorarachniophytes (Rhizaria), et certaines dinoflagellés,
alors que celle impliquant une algue rouge a permis l'apparition des cryptophytes, des

haptophytes, de certaines autres dinoflagellés, et des straménopiles, donc des algues brunes
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(Keeling 2004; Falkowski et al. 2004). Les organismes issus d'une endosymbiose secondaire
contiennent des plastes ayant trois ou quatre membranes. Les deux membranes internes
correspondent aux deux membranes du plaste primaire (donc de la cyanobactérie de
I'endosymbiose primaire), la troisieme membrane correspond a celle de I'algue endosymbiotique
et enfin la quatrieme est dérivée de la vacuole phagocytaire de I'héte. Chez les straménopiles
comme chez les haptophytes, les plastes dérivés de I'algue rouge possédent quatre membranes,
et la plus externe est continue au réticulum endoplasmique et a I'enveloppe nucléaire (Keeling,
2004). Le noyau de l'algue incorporée est fortement réduit et la majorité des genes codant les
protéines adressées au plaste dans cette algue primaire est transférée dans le noyau de I'hote
secondaire. Le peptide d'adressage est dans ce cas bipartite: un premier peptide signal permet
I'adressage de la protéine au systeme endomembranaire et la traversée des membranes les plus
externes du chloroplaste, et un second peptide permet le passage de la protéine a travers les

membranes les plus internes (Keeling, 2004).

3) Ectocarpus : un organisme modeéle pour étudier les algues brunes

En 2004, I'organisme E. siliculosus a été proposé comme organisme modéle pour I'étude des
algues brunes (Peters et al., 2004) du fait de son génome plus petit que celui des laminariales ou
des fucales, un cycle de vie court (3 mois), une fertilité importante, la possibilité de faire des
cultures axéniques, et son potentiel pour les études génétiques. Son génome a été publié en 2010
(Cocketal, 2010), et son étude a permis I'’émergence de nouvelles recherches de type génomique
(Billoud et al., 2014) et génétique (Heesch et al, 2010), avec notamment la création d'une carte
génétique. Dans le cadre de I'émergence d'E. siliculosus comme organisme modéle, d'autres
méthodologies ont été développées, notamment pour réaliser des expériences a haut débit et a
I'échelle du génome. Il s'agit d'approches de type transcriptomique comme la PCRq (Le Bail et al.
2008) ou les puces a ADN (Dittami et al. 2009), protéomique basée sur de I'électrophorese bi-
dimensionnelle (Ritter et al 2010), de profilage métabolique (Gravot et al 2010), et plus
récemment la construction d'un modele métabolique (Prigent et al., 2014). Cependant, un certain
nombre d'outils de génomique fonctionnelle disponibles chez d'autres types d'organismes ne le
sont pas encore pour E. siliculosus, notamment la transformation et le RNAi ; I'application de cette

derniere technique a quand méme été démontrée récemment chez Fucus (Farnham et al, 2013),
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mais est pour l'instant difficilement transférable a E. siliculosus, principalement a cause de la petite
taille du zygote d'E. siliculosus par rapport a celle du zygote de Fucus pour l'injection d’ARN double
brin.

Ces différentes approches ont été considérées pour étudier plusieurs aspects de la biologie
des algues brunes, notamment leur développement et leur cycle de vie (Coelho et al, 2011; Le Ball
et al, 2011), I'évolution au sein du genre Ectocarpus (Peters et al,, 2010; Dittami et al., 2011c), le
métabolisme (Gravot et al. 2010; Michel et al. 2010a; Meslet-Cladiére et al. 2013; Prigent et al.
2014), ainsi que I'adaptation et I'acclimatation a des changements environnementaux (Dittami et
al. 2009, 2011, 2012; Ritter et al. 2010, 2014). L'analyse des bases moléculaires de certaines voies
métaboliques et de la réponse aux stress abiotiques chez E. siliculosus a suggéré que le
métabolisme des algues brunes refléte une structure chimérique due aux endosymbioses primaire

et secondaire, ainsi qu'aux transferts latéraux de génes.
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Partie 2 : Exemples de voies métaboliques caractéristiques des

algues brunes

1) La photosynthése et |'appareil photosynthétique

Lorsqu’elles sont immergées, les algues brunes ne recoivent qu’'un spectre de lumiere réduit,
da a I'absorption d'une partie des rayons lumineux par |'eau. En effet, la lumiere rouge (650 nm)
est absorbée en grande partie des 10 m de profondeur, alors que les lumieres verte (500 nm) et
bleue (450 nm) ne le sont pas de maniere significative. Ces différences d'exposition a différents
types de lumiere sont a rapprocher avec des changements au niveau de la composition en
pigments dans les antennes lumineuses chez les algues brunes par rapport a ce qui est connu chez
les plantes terrestres. En effet, les centres réactionnels des phéophycées sont majoritairement
composés de chlorophylle a et ¢, et de fucoxanthine (qui est un caroténoide); de plus, ceux associés
au photosystéme | sont enrichis en violaxanthine (Charrier et al, 2008). E. siliculosus possede dans
son génome les génes correspondant aux enzymes des voies de biosynthese du MEP (methyl
erytritol phosphate) et du MVA (mevalonate cytosolique), permettant ainsi la synthese d'isoprenes
et la formation du B-carotene. Celui-ci pourra étre transformé en zéaxanthine grace a deux
enzymes de type cytochrome P450. De plus, la violaxanthine est le précurseur de la fucoxanthine,
molécule permettant d'utiliser plus efficacement la lumiere bleue et qui est aussi responsable de
la couleur brune des phéophycées (Cock et al,, 2010).

Les pigments accessoires, chlorophylle ¢ et fucoxanthine, différents de ceux présents chez les
plantes terrestres, ont chez les algues brunes le méme réle que ces plantes car ils participent au
transfert d'énergie vers les centres réactionnels. La violaxanthine, quant a elle, n'est pas impliquée
dans la concentration de I'énergie lumineuse mais dans la photoprotection. L'analyse du génome
d’E. siliculosus a révélé une forte abondance de genes codant pour des protéines impliquées dans
la formation du complexe LHC (light-harvesting complex), qui pourrait s'expliquer par le caractére
tres changeant des conditions physico-chimiques au niveau de I'environnement intertidal, ce qui
nécessiterait un controle important de I'efficacité de la photosynthese (Cock et al., 2010). Ces LHC
peuvent étre de type | et de type Il chez les organismes photosynthériques, sachant que les plus

abondants dans les membranes des thylakoides sont les LHC de type Il. Différents types de
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protéines constituent ces LHC, notamment des protéines de liaison a la chlorophylle a/b (les CBPs
pour chlorophyll binding proteins), a la fucoxanthine, et des protéines induites en cas de stress
lumineux. Une des particularités chez E. siliculosus est la présence d'un nombre élevé de génes
codant pour des protéines de type LI818 induits en conditions de stress abiotiques, comme cela a
été aussi observé chez certains organismes, dont l'algue verte Chlamydomonas et les diatomés
(Dittami et al. 2010), mais qui sont absents chez Arabidospis. Ces différences s'expliquent par la
présence chez ces organismes de mécanismes distincts pour gérer le surplus de lumiere en

conditions de stress altérant la croissance.

2) Les polysaccharides pariétaux fucanes et alginates

Comme les plantes, les algues brunes possedent une paroi autour de leurs cellules. Elle leur
confere résistance et forme. Cependant, la nature des polysaccharides constituant la paroi et leur
organisation est en partie différente entre ces organismes. En effet, on retrouve chez les premieres
de la cellulose, de I'hémicellulose et des pectines. Chez les phéophycées par contre, la proportion
de cellulose est moins importante et I'on retrouve de I'hémicellulose mais surtout des alginates et
des fucanes (Popper et al, 2011). La phase squelettique, composée de cellulose, est la plus
importante chez les plantes terrestres alors que chez les algues brunes c'est la phase matricielle
constituée par I'hémicellulose, les alginates et les fucanes qui est dominante. Le composé
majoritaire est l'alginate, qui est un polysaccharide anionique contenant les monomeres acide
mannuronique et acide guluronique. La rigidité de la paroi dépend notamment des proportions
entres ces deux monomeres : plus la quantité d'acide guluronique est élevée, plus la paroi est
rigide. Les alginates sont utilisés dans différents types d'industrie, notamment en agroalimentaire
comme agents texturants. Les fucanes sont quant a eux des polysaccharides sulfatés, absents chez
les plantes terrestres. La capacité des algues brunes a synthétiser I'alginate a été conférée par
transfert latéral de genes issus d'Actinobactéries aprées I'apparition des ochrophytes (Michel et al.,
2010b; Deniaud-Bouét et al, 2014). Une enzyme impliquée dans cette voie de biosynthese chez E.
siliculosus, la GDP-mannose déshydrogénase, a été surexprimée chez Es. coli et sa forme
recombinante caractérisée (Tenhaken et al,, 2011). De plus, des génes de C-5-épimérase, enzymes
responsable de la derniere étape de la synthese des alginates qui correspond a I'épimérisation de
I'acide mannuronique en acide guluronique, ont été caractérisés chez L. digitata (Nyvall et al,

2003). Des études ultérieures ont montré que certains genes de C5-epimerase sont activés
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spécifiguement en condition de stress biotique, pouvant ainsi conduire a des modifications de la
paroi en réponse a différents stress environnementaux (Tonon et al,, 2008).

En plus de son utilisation dans différentes industries, I'alginate des algues brunes représente
une source potentielle de polysaccharides pour la production de molécules telles que des acides
dicarboxyliques furanes qui peuvent étre utilisés pour produire des polyesters, et du bioéthanol.
Ces macroalgues représentent en effet une biomasse intéressante dont le potentiel pour
développer un processus de bioraffinerie a été considéré par différents travaux de recherche,
(notamment van Hal et al, 2014). Ces auteurs décrivent un systeme basé sur la kelp Saccharina
latissima, a partir de laquelle différentes fractions peuvent étre exploitées, dont les alginates pour
la production de polyesters. Concernant la biosynthese de bioéthanol, différents types de glucides
présents chez les algues brunes peuvent étre considérés. Une fois récoltées, les algues subissent
un prétraitement pour enlever les débris et autres corps étrangers. Une hydrolyse est ensuite
effectuée pour libérer les monomeres de sucres (Wei et al,, 2013). Leur conversion en bioéthanol
se fait ensuite par fermentation. Il est possible pour cela d’utiliser des souches non modifiées de
Saccharomyces cerevisiae par exemple, mais le rendement final obtenu ne dépasse pas les 40% du
rendement théorique maximal. De plus, cette technique ne permet pas de fermenter le mannitol.
Seuls quelques microorganismes ont cette capacité, comme Zymobacter palmae ou Pichia
angophorae. Pour améliorer ces rendements, de |'ingénierie métabolique a été mise en ceuvre pour
obtenir des souches d'Es. coli et de S. cerevisiae capables de co-métaboliser I'alginate, le glucose
et le mannitol. Dans le cas d'Es. coli, un fragment d’ADN de Vibrio splendidus a été cloné pour
permettre la dégradation, le transport, et le catabolisme des alginates, en plus de I'optimisation
de la production d'éthanol (Wargacki et al, 2012). Ainsi, un rendement de plus de 80% du
rendement maximal théorique a été obtenu, sans prétraitement chimique ou enzymatique des
algues. Une approche similaire a été mise en place chez la levure en insérant en plus un gene de
transport des alginates, ce qui a permis d'observer un rendement final allant jusqu'a 83% du

rendement maximal theéorique (Enquist-Newman et al., 2014).

3) Les deux formes de stockage du carbone : la laminarine et le mannitol

Chez les algues brunes, comme chez les plantes terrestres, la fixation du carbone est permise

grace a I'action de la Rubisco qui produit deux molécules de glycerate-3-phosphate (Michel et al.,
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2010a). Celles-ci sont ensuite converties en fructose-6-phosphate (F6P). Mais contrairement aux
plantes, le F6P n’est pas transformé en amidon, en saccharose ou en fructane (van Arkel et al,
2013), mais en laminarine et en D-mannitol pour stocker le carbone issu de la photosynthése.

La laminarine est un polysaccharide constitué d’'une chaine de 16 a 31 unités de D-glucose,
reliées entre elles par des liaisons -1,3, et localisé dans la vacuole. La laminarine peut également
comporter des branchements en -1,6. Ce polysaccharide peut représenter jusqu’a 35 % du poids
sec de I'algue (O'Sullivan et al.,, 2010). Il existe deux types différents de laminarine : le type M, qui
contient une molécule de mannitol a son extrémité réductrice, et le type G qui ne contient pas de
mannitol. Cependant, certaines algues brunes comme Eisenia bicyclis ou Ishige okamurai
contiennent de la laminarine sans branchement et sans mannitol (Craigie et al. 1974), ou avec
quelques chaines se terminant par une molécule de N-acetylhexosamine (Chizhov et al, 1998). Il
est intéressant de noter que la solubilité de la laminarine dépend de la proportion entre les types
G et M et du nombre de branchements. La voie de synthese de la laminarine est quasiment
inconnue, méme si plusieurs genes codant pour des protéines potentiellement impliquées dans
celle-ci ont été identifiés lors de I'analyse du génome d'E. siliculosus (Michel et al. 2010).

On retrouve de la laminarine chez d'autres straménopiles, les diatomées et les oomycetes,
appelée respectivement chrysolaminarine et mycolaminarine, et ces formes de laminarine ne
contiennent pas de résidus mannitol.

Le mannitol est un polyalcool/sucre-alcool acyclique a six atomes de carbone, et peut
représenter jusqu’a 20 a 30% du poids sec chez les algues brunes (Reed et al, 1985). Le
métabolisme du mannitol étant le sujet principal de cette thése, différents aspects liés a cette

molécule vont étre développés dans la partie ci-dessous.
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Partie 3 : Le mannitol, une molécule ubiquitaire : applications,
voies métaboliques et roles physiologiques chez différents

types d’organismes.

1) Le mannitol : propriétés, applications, et production commerciale

Le mannitol est tres utilisé dans les industries chimique, agroalimentaire et médicale. Par
exemple, ce polyalcool est considéré pour ses propriétés texturantes et son pouvoir édulcorant; il
sert aussi de substitut ou d'additif alimentaire permettant d'augmenter la valeur nutritionnelle des
aliments sans induction d’hyperglycémie, ce qui est intéressant pour les personnes en surpoids
d'une part, et les diabétiques d'autre part. De plus, il aurait des propriétés anticariogéniques
(Ladero et al., 2007). Il est également utilisé dans les traitements contre certaines maladies comme
le cancer du cdlon, le glaucome, I'cedeme cérébral ou le déreglement rénal (Bhatt et al, 2013).
Récemment, il a été observé que le mannitol aurait un réle neuroprotecteur contre la maladie de
Parkinson, en limitant I'agrégation d'a-synucléines et en augmentant la perméabilité de la barriere
hémato-encéphalique grace a ses propriétés hyperosmotiques (Shaltiel-Karyo et al,, 2013). De plus,
le mannitol est employé pour la fabrication industrielle de polyuréthane, comme intermédiaire
dans la production de détergents, et comme isomannide, un isomere d'isosorbide (isohexides
interconvertibles) qui a de nombreuses applications comme la fabrication de polymeres, d'additifs
de carburants et de plastiques (van Hal et al,, 2014).

La demande en mannitol est en augmentation constante, a cause de ses différentes
applications dans l'industrie. Ainsi, il est estimé que le marché mondial du mannitol représente
environ 100 millions de dollars US, avec une augmentation constante ces derniéeres années (5 %
par an pendant les années 2005-2009) (Bhatt et al, 2013). La majeure partie du mannitol
commercialisée est produite par différents procédés basés sur I'hydrogénation chimique du
fructose (Ghoreishi and Shahrestani, 2009; Saha and Racine, 2011; Bhatt et al., 2013). Cependant,
en Chine, il existe une activité de production industrielle de mannitol a faible échelle basée sur
I'extraction de cette molécule a partir d'algues brunes cultivées.

Dans le contexte actuel des problemes associés aux procédés de production chimiques, et de

recherche et d'utilisation de produits d'origine naturelle, des travaux sont en cours depuis
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quelques années pour développer des procédés d'extraction du mannitol a partir de ressources
naturelles (Ghoreishi and Shahrestani, 2009), et pour la bioproduction de mannitol par des
systemes microbiens (Akinterinwa et al, 2008; Saha and Racine, 2011; Bhatt et al,, 2013). Dans cette
optique, deux voies ont été explorées. La premiere est basée sur la comparaison des rendements
de production de mannitol par des microorganismes produisant naturellement cette molécule en
fonction de diverses conditions de culture. Cet aspect concerne notamment différentes especes
de bactéries lactiques homo- et hétérofermentaires (Ghoreishi and Shahrestani, 2009). La seconde
repose sur des travaux d'ingénierie métabolique, basés sur de I'expression hétérologue de génes
impliqués dans la synthese de mannitol issus de différents types d'organismes chez différents
systemes microbiens comme : Es. coli (Bhatt et al 2013), Lactococcus lactis (bactérie
homofermentaire; (Wisselink et al, 2005)), et plus récemment Synechococcus (cyanobactérie ;

Jacobsen and Frigaard, 2014).

2) Métabolisme et roles physiologiques du mannitol chez différents types d’organismes

Le mannitol est un des polyalcools les plus abondants dans la nature. Il est produit par de
nombreux procaryotes et eucaryotes, notamment des organismes photosynthétiques. Le mannitol
a divers roles physiologiques : stockage du carbone issu de la photosynthese, soluté compatible
pour maintenir la turgescence dans les cellules lors d'un stress salin par exemple, et composé

antioxydant pour prévenir les dommages oxydatifs dus aux EAOs (lwamoto and Shiraiwa, 2005).

2.1)  Les bactéries

Il existe deux voies principales pour le métabolisme du mannitol chez les bactéries. Une
premiére est basée sur la présence d'un systeme phosphoenoylpyruvate/carbohydrate
phosphotransferase (PTS) qui permet le transport du mannitol a travers la membrane interne des
cellules. Ce systéme est constitué de protéines de transport sucre-dépendantes et de mécanismes
de phosphorylation permettant I'utilisation de sucres spécifiques (Watanabe et al., 2003). Au cours
de ce transport, le mannitol est phosphorylé pour donner du mannitol-1-phosphate (M1P). Le M1P
est ensuite oxydé en fructose-6-phosphate (F6P) par une déshydrogénase (DH) spécifique

(M1PDH; EC 1.1.1.17), codé par le gene mtlD. Cette voie est illustrée Figure 5. Elle a été tres étudiée
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chez Es. coli (Novotny et al.,, 1984, Postma et al., 1993; Chaturvedi et al, 1997) et d'autres bactéries
dont Bacillus subtilis (Akagawa et al, 1995; Watanabe et al, 2003), Bacillus stearothermophilus
(Henstra et al., 2000), Clostridium acetobutylicum (Behrens et al, 2001), et Streptococcus mutans
(Honeyman and Curtiss, 1992). Chez ces microorganismes, le catabolisme du mannitol est régulé
par deux mécanismes : une répression catabolique par le glucose, et une activation de la
transcription contrélée par le produit du gene mtlR et induite par la présence de mannitol
(Watanabe et al,, 2003).

Cette voie basée sur l'activité d'un PTS et d'une M1PDH a aussi été mise en évidence chez les
bactéries lactiques homofermentaires (ou homolactiques) (Wisselink et al., 2002) (Figure 5A). Ces
bactéries utilisent la voie de la glycolyse pour fermenter les hexoses qui sont transportés et
phosphorylés dans les cellules par un PTS spécifique de chaque hexose. Lorsqu'elles sont cultivées
en présence de glucose, le pyruvate est réduit en acide lactique par une lactate déshydrogénase
NAD"-dépendante (LDH). Le lactate est le produit majeur de cette homofermentation. Dans ces
conditions, les bactéries homofermentaires ne produisent que de faibles quantités de mannitol :
par exemple, Streptococcus mutans produit entre 0,1 et 0,3 mg de mannitol. La quantité de
mannitol synthétisée est cependant augmentée lorsque les souches ont une voie de biosynthese
du lactate altérée. Ainsi, un mutant de Lactobacillus plantarum ayant une LDH déficiente produit 7
mM de mannitol a partir de 50 mM de glucose, alors que la souche sauvage n’en produit pas du
tout. Un cas similaire est observé chez Lactococcus lactis.

Récemment, un modele pour le métabolisme central de L. lactis a été amélioré en incorporant
le métabolisme du mannitol (Costa et al, 2014). Il a été mis en évidence, chez des L. lactis muté
pour leur activité LDH, que la production de mannitol était possible en présence de fructose dans
le milieu de culture (Gaspar et al., 2004). Cette production fait intervenir la MT1PDH dans le sens
réduction du F6P, et une activité M1Pase. Cependant, aucune phosphatase n'a été isolée chez ces
bactéries homolactiques a ce jour. Néanmoins, une phosphatase spécifique du M1P (M1Pase, EC
3.1.3.22) a été récemment identifiée chez la bactérie du sol Acinetobacter baylyi (Sand et al., 2014).
Cette activité enzymatique est particuliere car elle est catalysée par une protéine bi-fonctionnelle,
dont le domaine N-terminal catalyse I'activité M1Pase, et le domaine C-terminal l'activité M1PDH

(Sand et al,, 2013).

32



Glucose-6-P Mannitol

Mannitol

Glucose Fructose <« »
Phc_rspho’g{ucose + Mannitol-1- . r‘::n “.; l:ase
SRl \phosphatase ? o
Fructose-6-P«——»Mannitol-1-P )
Mannitol-1-P Glucokinase Fructokinase
déshydrogénase
PSS Glucose P
\J isomérase
Glucose-6-P-«———Fructose-6-P
mutation
lactate déshydrogénase
Glycolyse

Glycolyse

Figure 5 : Le métabolisme du mannitol chez Escherichia coli et les bactéries lactiques
homofermentaires (A), et chez les bactéries hétérofermentaires (B).

Chez V. cholerae, le transport du mannitol se fait également via un transporteur mannitol-
spécifique, EIIM (Ymele-Leki et al, 2013). Celui-ci n'est exprimé qu'en présence de mannitol. Chez
cet organisme, le mannitol entraine I'activation de la formation de biofilm, ainsi que la transcription
des genes impliqués dans la synthése d'exopolysaccharides constituant la matrice du biofilm.
Cependant, I'accumulation de biofilm est tout de méme possible en I'absence de mannitol, en
condition d'expression ectopique de la sous unité B d'EIIM!.

Le second type de métabolisme du mannitol chez les bactéries fait intervenir une mannitol-2-
déshydrogénase (M2DH), et une fructokinase (FK) (Figure 5B). La premiere étape, réversible,
correspond a des réactions d'oxydo-réduction entre le mannitol et le fructose. Il existe deux types
de M2DH, qui se distinguent en fonction du cofacteur préférentiellement utilisé : le NAD(H) pour
les enzymes dont le numéro EC est 1.1.1.67, et le NADP(H) pour celles dont I'EC est 1.1.1.138. Le
fructose produit par oxydation du mannitol est phosphorylé par une FK (EC 2.7.1.4), et le F6P
produit rentre ensuite dans le métabolisme central via la glycolyse. Ce type de métabolisme a été
tres étudié chez Pseudomonas fluorescens (Briinker et al,, 1997, 1998), ou le mannitol est transporté
a l'intérieur des cellules par un transporteur de type ABC (ATP binding cassette). Chez cet
organisme, les genes codant pour la M2DH, la FK, et les sous-unités du transporteur ABC sont
organisés sous forme d’'un opéron. La production de mannitol via les enzymes M2DH et FK a aussi
été mise en évidence chez les bactéries lactiques hétérofermentaires (Wisselink et al, 2002) (Figure
5B). Ainsi, la bactérie du vin Oenococcus oeni produit de I'acide lactique, de I'éthanol, et du CO; en
présence de fructose comme substrat et de pyruvate comme accepteur d'électrons dans le milieu

de culture. Lorsque du fructose est fermenté en présence de glucose, le fructose sert d'accepteur
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d'électrons pour la re-oxydation du NAD(P)H provenant du métabolisme du glucose, ce qui

entraine la production de mannitol (Richter et al,, 2003).

2.2) Les plantes terrestres

En 1996, Stoop et al. (Stoop et al, 1996) rapportent que plus de 110 espéces de plantes
terrestres sont capables de produire du mannitol, en quantités variables. Certaines de ces espéces

appartiennent aux familles de plantes listées dans la Table 1.

Famille Activité M1Pase
Apiaceae + (céleri)
Arecaceae

Brassicaceae
Bromeliaceae
Buxaceae
Cactacae
Combretaceae
Cucurbitaceae

Euphorbiaceae

Fabaceae + (Vigna mungo)
Gnetaceae
Poaceae + (riz)
Liliaceae
Oleaceae

Plaranaceae
Rosaceae + (pomme)
Rubiaceae

Scrophulariaceae

Table 1: Liste des familles de plantes pour lesquelles la synthése de mannitol a été identifiée,
et pour lesquelles I'activité M1Pase a été mise en évidence.

La production du mannitol comme photoassimilat est réalisée en parallele a celle du
saccharose chez le céleri ou a celle du raffinose chez I'olivier. Elle a lieu dans les tissus sources
photosynthétiques, dont les feuilles, et plus particulierement dans le cytosol (Pharr et al., 1995).
Aprés isomérisation du F6P en mannose-6-phosphate, une mannose-6-phosphate réductase

NADPH-dépendante (EC 1.1.1.224) produit du mannitol-1-phosphate, qui est ensuite
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déphosphorylé par une mannitol-1-phosphate phosphatase (M1Pase) pour donner du mannitol
(Figure 6). Aucun gene codant pour une M1Pase de plantes n'a été identifié pour le moment,
méme si cette activité a été mesurée chez plusieurs plantes connues pour accumuler du mannitol,
notamment chez le céleri, le seigle, le soja noir, et la pomme (Grant and Rees, 1981; Rumpho et
al., 1983) (Table 1). Le mannitol produit est ensuite transporté via le phloéme vers des tissus non
photosynthétiques, ou il est stocké majoritairement dans les vacuoles (80%), mais aussi dans le
cytosol (20%). C'est dans les cellules du phloeme du céleri qu’ont été identifiés les transporteurs
de mannitol AgMaT1 (Noiraud et al, 2001) et AQMAT2 (Juchaux-Cachau et al, 2007). Il a été
déterminé que le stockage du carbone sous forme de mannitol présente un meilleur rendement
net en molécules d'ATP, ainsi qu'une assimilation du carbone plus efficace, en comparaison avec
la production de saccharose (Stoop et al, 1996). L'enzyme clé du catabolisme du mannitol chez
les plantes est la mannitol-1-déshydrogénase NAD-dépendante (M1DH, EC1.1.1.255) ; dans le
cytosol, elle oxyde le mannitol en mannose, qui est ensuite phosphorylé par une hexokinase. Le

mannose-6-phosphate est isomérisé en F6P qui rentre dans le métabolisme cellulaire général.
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Figure 6 : Métabolisme du mannitol chez les plantes terrestres.

En plus de son importance en tant que photoassimilat chez certaines plantes, le mannitol a
également un réle trés important au cours de la réponse aux stress biotiques et abiotiques. Ces
aspects physiologiques ont été particulierement étudiés chez plusieurs plantes. Chez le céleri,
plusieurs travaux ont montré une augmentation de la quantité en mannitol en condition de stress
salins, et il a été mis en évidence que cette concentration accrue n'était pas due a une
augmentation de la biosynthése mais a une diminution de I'activité de la M1DH (Stoop and Pharr,
1994). Le mannitol joue le réle de soluté compatible car il permet de protéger des composants
cellulaires sans interférer avec le métabolisme. D’autres composés de ce type sont connus chez les
plantes, notamment d'autres sucres/polyalcools (arabitol, glycérol, hexitol), mais aussi des
molécules contenant un ammonium quaternaire (comme la glycine bétaine) et des acides aminés
tels que la proline (Parida and Das, 2005). Une des hypotheses émises pour le role osmoprotectant
du mannitol au cours de la réponse au stress salin est 'utilisation de ses groupements hydroxyles

pour mimer la structure des molécules d'eau, et maintenir une sphere artificielle protectrice autour
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des macromolécules (Stoop et al, 1996). Le mannitol a également un réle de suppresseur de
radicaux libres d'oxygéne comme I'a montré |'étude de Shen et al. 1997, empéchant ainsi les
dommages cellulaires liés a la peroxydation des lipides. De plus, des analyses chez le céleri ont
montré que le gene codant pour la M1DH correspondait a un gene impliqué dans la pathogénicité,
activé par des éliciteurs lors d'attaques de pathogenes, et décrits chez de nombreuses espéeces de
plantes (Williamson et al., 1995).

Chez I'olivier (Olea europaea), il a été montré que le glucose, le fructose, le galactose, et le
mannitol sont les principaux sucres et polyalcool solubles présents chez cette plante (Cataldi et al,
2000; Marsilio et al, 2000). Le mannitol représente chez cet organisme une source de carbone et
d’'énergie, et est aussi impliqué dans la réponse au stress salin. Ce polyalcool est transporté par la
protéine codée par le gene OeMaT1, et ce transporteur joue un role important au cours de la
maturation des olives et lors de la réponse au stress salin (Conde et al., 2007b, 2007a). Les
parametres cinétiques de I'enzyme M1DH (OeMTD1), impliquée dans l'utilisation du mannitol, ont
ensuite été étudiés dans des extraits d'O. europaea, et il a été observé que cette activité
enzymatique était coordonnée avec le mécanisme de transport du mannitol en conditions de
stress salin et hydrique (Conde et al, 2011).

En paralléle a ces travaux, diverses expériences de transgénese ont été menées pour observer
si le fait d'augmenter la quantité de mannitol par incorporation de génes exogenes pouvait
améliorer la réponse des plantes aux stress abiotiques. Pour ce faire, deux types de stratégie ont
été considérés: (1) le gene mtlD d'Es. coli a été exprimé chez le tabac (Tarczynski et al, 1992; Shen
et al, 1997; Karakas and Collins, 1997), Arabidopsis (Thomas et al, 1995), et le peuplier (Hu et al,
2005); (2) transformation du tabac (Jennings et al., 2002) et d’Arabidopsis avec le géne de mannose-
6-phosphate déshydrogénase isolé de céleri (Zhifang and Loescher, 2003; Chan et al, 2011). 1l a
ainsi été montré que la présence du géne bactérien augmente la quantité de mannitol dans les
plantes transgéniques, et leur confére une meilleure tolérance au stress salin et/ou oxydant. Par
contre, les résultats sont plus nuancés apres transformation d'Arabidopsis avec le gene du céleri.
En effet, les quantités de mannitol produites sont faibles, et sans doute pas suffisantes pour que
le mannitol puisse exercer un role osmoprotecteur. Des travaux plus récents (Chan et al, 2011),
quant a eux, suggerent que l'effet positif du mannitol sur la résistance au stress salin serait da a
des modifications de |'expression de genes connus pour étre induits en condition de stress,

notamment certains liés a la voie de I'acide abscissique.
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2.3) Les champignons

Parmi les myceétes, le mannitol a été trouvé chez presque toutes les grandes familles telles que
les ascomycetes, les basidiomycetes, les zygomycetes et les champignons imparfaits
(deutéromycetes). Il peut représenter jusqu’a 20% du poids sec du mycélium et 50 % du poids frais
des fructifications, comme c'est le cas chez Agaricus bisporus (Horer et al., 2001)).

Pendant longtemps, il a été suggéré que le métabolisme du mannitol chez les champignons
se faisait par le cycle du mannitol. Ce cycle fait intervenir quatre enzymes (Figure 7) : une M1PDH
(EC 1.1.1.17) va tout d'abord réduire le fructose-6-phosphate en mannitol-1-phosphate, puis celui-
ci sera déphosphorylé en mannitol par la mannitol-1-phosphate phosphatase (EC 3.1.3.22). Ces
deux premieres étapes constituent la synthese du mannitol. Les deux étapes suivantes permettent
le recyclage du mannitol : I'oxydation du mannitol par une M2DH (EC 1.1.1.138), et la
phosphorylation du fructose formé au cours de I'étape précédente par une hexokinase (EC 2.7.1.1)

(Hult and Gatenbeck, 1979).
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Figure 7 : Métabolisme du mannitol chez les mycetes.
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Les quatre activités enzymatiques ont été mises en évidence chez plusieurs champignons,
comme chez Aspergillus niger (Ruijter et al, 2003), Gibberella zeae (Trail and Xu, 2002), ou
Alternaria alternata (Véléz et al, 2007). Ces résultats ont été complétés par des études de
mutagénese dirigée, et la caractérisation enzymatique de protéines natives et recombinantes. Les
enzymes étudiées ont été principalement la M1PDH et la M2DH. Ainsi, les génes de M1PDH et
M2DH ont été interrompus afin de créer des mutants déficients pour ces deux activités chez
Alternaria alternata (Véléz et al, 2007), chez Alternaria brassicicola (Calmes et al, 2013), chez
Botrytis cinerea (Dulermo et al, 2010), et le géne codant pour la M1PDH seul chez Stagonospora
nodorum (Solomon et al., 2005). La M2DH native a été étudiée chez Tuber borchii (Ceccaroli et al.,
2007), et des protéines recombinantes M1PDH chez Cryptococcus neoformans (Suvarna et al., 2000)
et M2DH chez Agaricus bisporus et Uromyces fabae (Horer et al., 2001; Voegele et al, 2005) ont
également été caractérisées.

La M1PDH issue de Cryptococcus neoformans est intéressante car outre sa petite taille (36
kDa), elle a une spécificité de substrat dans les deux sens qui est plus large que ce qui a été observé
pour les autres M1PDH de champignons. En effet, on retrouve généralement une forte spécificité
pour le F6P dans le sens réduction et pour le M1P dans le sens oxydation, alors que la M1PDH de
Cryptococcus peut réduire le F6P, I'acétaldéhyde et le glucose-6-phosphate, tout comme elle peut
oxyder le M1P, I'éthanol et le sorbitol-6-phosphate (Suvarna et al, 2000). Elle reste néanmoins
strictement dépendante du cofacteur NAD(H).

Une caractérisation biochimique poussée a éte realisée a partir d'enzymes M1PDH et M2DH
recombinantes chez Aspergillus fumigatus (Krahulec et al, 2008, 2009, 2011). Ainsi, les génes
correspondant aux deux enzymes, auxquels des étiquettes histidines ont été ajoutées, ont été
clonés dans des vecteurs pour I'expression chez Es. coli. Les protéines recombinantes ont été
purifiées par chromatographie d'affinité. Pour AfM1PDH, le K., obtenu pour le M1P est de 0,23
mM, celui pour le F6P est de 2,1 mM. Pour I'enzyme AfM2DH, les activités mesurées ont été plus
élevées en utilisant le couple NADP/NADPH comme cofacteurs plutot que le couple NAD/NADH.
Le K obtenu pour le mannitol est 82 mM et pour 159 mM pour le fructose (Krahulec et al., 2009).

Cependant, aucune M1Pase n'a été caractérisée chez les champignons a ce jour. De plus, il a
été observé que certains de ces organismes produisaient le mannitol directement a partir du
fructose, via I'action de la M2DH (par exemple chez Tuber borchii; Ceccaroli et al. 2007). En parallele,
d'autres activités enzymatiques ont été suggérées pour intervenir dans ce métabolisme, dont une

mannitol kinase (Ueng et al., 1976) et/ou une mannitol acétyl-phosphate phosphotransférase (Lee,
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1967). Chez certains champignons, par exemple Micromonospora isolates, les d'activités M1PDH
ou M2DH n’ont pas été détectées (Mehta et al, 1977). Chez Cryptococcus neoformans, il a été
montré que des atomes de carbone marqués provenant du glucose-6-phopshate ont été retrouvés
dans le mannitol néosynthétisé (Niehaus and Flynn, 1994).

Le fonctionnement du métabolisme du mannitol comme un cycle a cependant été remise en
cause par plusieurs auteurs, et ce malgré la présence détectée des différentes enzymes de synthése
et recyclage du mannitol. En effet, chez Stagonospora nodorum par exemple, I'inactivation par
génétique inverse de la M2DH n’empéche pas I'utilisation du mannitol comme source de carbone,
suggérant ainsi un mécanisme de catabolisme encore inconnu (Solomon et al, 2006). Chez
Aspergillus niger, par contre, le concept de cycle du mannitol est remis en cause car |'expression
des génes, tout comme I'activité des enzymes M1PDH et M2DH, n’a pas lieu dans les mémes tissus
(Aguilar-Osorio et al, 2010). Ainsi, on retrouve I'activité M1PDH principalement dans le mycélium
en sporulation, alors que l'activité M2DH est mesurée plutot dans les conidiospores matures
(Figure 7). De plus, ces résultats d'activités enzymatiques sont corrélés avec ceux obtenus par
analyse de I'expression des genes correspondants.

Il semble donc que la présence ou non d'un cycle du mannitol chez les champignons dépende
de la définition que I'on donne au mot « cycle ». Si I'on se base sur la mise en évidence de la
présence et de I'activité des quatre enzymes, alors il est possible de parler de « cycle du mannitol ».
Cependant, il faut garder a I'esprit que les réactions enzymatiques impliquées dans la synthese et
la dégradation du mannitol peuvent se produire a différents stades du cycle de vie chez certains
champignons. Chez ces organismes, ce polyalcool peut aussi avoir différents réles physiologiques.

Un des réles principaux est la protection contre les EAOs, notamment durant la phase
d'infection de I'hGte, chez des champignons pathogenes. En effet, il a été démontré dans plusieurs
études que le mannitol avait un impact important sur la virulence (Jennings et al,, 1998; Niehaus
and Flynn, 1994; Voegele et al,, 2005). Par exemple, une diminution de la teneur en mannitol chez
Alternaria alternata entraine une diminution du pouvoir pathogéne et une sensibilité accrue aux
EAOs produits par la plante hote. Les souches d'Alternaria ne contenant pas de mannitol ne sont
pas pathogenes (Veléz et al, 2008). Plus récemment, Calmes et al. (2013) ont mis en évidence
I'importance du métabolisme du mannitol dans les différentes étapes du cycle de pathogénicité
d'Alternaria brassicola. |l a également été montré que le mannitol était nécessaire pour I'étape de
sporulation asexuée du champignon (Solomon et al., 2006), ainsi que pour le bon déroulement de

la morphogénese chez les basidiomycetes (Stoop and Mooibroek, 1998). Il peut également avoir
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un role de protection en cas de stress salin, notamment chez Agaricus bisporus (Stoop and
Mooibroek, 1998), mais cette action n’est pas systématique chez tous les champignons. En effet,
certains utilisent le glycérol et I'érythrol comme osmoprotectant lors de ce genre de stress
abiotique (Solomon et al,, 2007). Enfin, le mannitol pourrait étre impliqué dans le stockage du
carbone, mais ce n'est pas le mode de stockage essentiel, ce polyalcool étant surtout utilisé lors

de la germination des spores (Ruijter et al., 2003; Veléz et al., 2007).

24) Les Apicomplexa

Le métabolisme du mannitol est présent chez des sporozoaires tels qu'Ei. tenella qui est un
parasite responsable de la coccidiose, une maladie intestinale qui affecte de nombreux animaux
domestiques et sauvages. L'influence économique de ce type de parasitose est importante,
notamment dans les élevages et I'industrie de la volaille, car le parasite a un fort pouvoir de
dispersion et provoque des taux de mortalité élevés.

Le cycle de vie d’Ei tenella chez le poulet fait intervenir plusieurs étapes associées a trois
phases, une en dehors de I'hote, et deux (une non-sexuée et une sexuée) dans I'hote infecté
(Schmatz et al, 1989) (Figure 8). L'infection débute lors de l'ingestion par les animaux d'oocystes
sporulés présents par exemple dans la litiere. La paroi de I'oocyste est alors dégradée par action
mécanique dans le gésier, libérant quatre sporocystes qui chacun contiennent deux sporozoites.
Ces sporozoites émergent des sporocystes pendant la migration dans l'intestin de I'h6te et grace
a l'action d'enzymes protéolytiques et des sels biliaires. Les sporozoites pénétrent alors dans les
cellules épithéliales des poches caecales, ou ils vont se multiplier et former une centaine de
mérozoites par cellule infectée. Cette premiere génération de mérozoites va infecter de nouvelles
cellules et produire une deuxieme génération de mérozoites. Ces nouveaux mérozoites vont initier
le cycle sexuel du parasite. En effet, ils vont produire soit des microgameétes qui vont sortir des
cellules hotes, soit des macrogametes qui vont rester dans les cellules hotes. Les microgametes
libérés vont pénétrer dans des cellules contenant des macrogametes, ce qui va déclencher la
fertilisation. Les zygotes ainsi formés vont maturer et former des oocystes non-sporulés, qui sont
libérés dans les féces des animaux contaminés. Lorsque ces oocystes se retrouvent dans le milieu
extérieur, ils vont sporuler et pourront amorcer un nouveau cycle de vie apres ingestion par de
nouveaux hotes. Ces oocystes sont entierement dépendants des ressources énergétiques

endogenes pour étre capables d'accomplir la sporulation. Il a été observé que la teneur en glucose
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reste stable durant la sporulation, donc un autre composé doit servir de source de carbone. Il a
été montré en 1989 par Schmatz et collaborateurs qu'il s'agissait du mannitol (Schmatz et al. 1988).
De plus, des mesures d'activités enzymatiques dans des extraits d'oocystes ont montré que le
métabolisme du mannitol chez Ei tenella faisait intervenir les quatre réactions enzymatiques
identifiées dans le cycle du mannitol des champignons (Figure 7) (Schmatz et al.,, 1989), et que ce
cycle est relié a la glycolyse par I'intermédiaire du fructose-6-phosphate (Schmatz, 1997). Parmi
les quatre enzymes du cycle, les deux impliquées dans la production du mannitol ont été les plus
étudiées. La MT1PDH native a été purifiée (Allocco, 1999; Allocco et al, 2001), et un géne codant
pour cette enzyme est disponible dans les bases de données (numéro d'accession UniProtKB
096437), mais la caractérisation biochimique de la protéine recombinante correspondante n'a
jamais été publiée, mais est mentionnée dans un résumé de conférence (Liberator et al. 1997). Des
informations ont aussi été trouvées dans un brevet (US 2004/0018581 A1, 2004), et indiquent que
I'expression fonctionnelle de ce géne a été rendue difficile par le fait que la protéine M1PDH
recombinante forme des hétérodimeéres avec des protéines chaperonnes de la famille des 14-3-3
lors de I'expression chez Es. coli. En fait, il a été montré que la M1PDH de parasite est négativement
régulée dans les oocystes non-sporulés par formation d’'un hétérodimere avec une protéine 14-3-
3 de 35 kDa, empéchant ainsi I'utilisation du mannitol au cours de ce stade du cycle de vie
(Schmatz, 1997). Il est connu que les isoformes de ces protéines chaperonnes ont un réle dans la
transduction de signal, la régulation de la transcription, et le cycle cellulaire (Aitken, 1996). Le géne
M1PDH d'Ei tenella a cependant été utilisé avec succes pour faire de la complémentation de levure
mutée pour la production de glycérol, leur principal osmolyte en condition de stress hypersalin.
En effet, il a été observé que la production de mannitol grace au gene d’Ei tenella pouvait
compenser |'absence de glycérol au cours de traitements hypersalins. Ces expériences ont permis
de tester un certain nombre de molécules potentiellement actives pour inhiber I'action de la
M1PDH, et qui pourraient étre utilisées comme traitements anti-parasitaires (brevet US
2004/0018581 A1, 2004). De plus, il a été montré que I'enzyme M1PDH a un résidu cystéine réactif
(thiol) dans ou pres du site actif (Allocco et al., 2001). En effet, des composés se fixant aux résidus
thiols, tels que le N-éthylmaléimide et le 5,5'-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique) inhibent I'activité

de I'enzyme.
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Figure 8 : Cycle du mannitol chez Ei. tenella dans le poulet. Adapté de « Parasitologie BAC 3
Année académique 2010-2011 Parasitologie — Bac 3. », http://slideplayer.fr/slide/1478272/. La
partie verte indique les stades du cycle de vie du parasite au cours desquels le mannitol est

synthétisé, alors que la partie rouge indique ceux au cours desquels le mannitol est utilisé.

Parallelement au travail sur la M1PDH, I'enzyme M1Pase, catalysant la production de mannitol
a partir du M1P, a aussi été étudiée. La forme native a été purifiée, ce qui a permis d'isoler le gene
correspondant, puis de caractériser la protéine recombinante apres surexpression chez Es. coli
(Liberator et al, 1998). La M1Pase d'Ei. tenella est spécifique du M1P et les valeurs déterminées
pour les paramétres cinétiques de I'enzyme recombinante (K = 67.4 uM, Vi, = 738 ymol mg™ min’
', ket = 430 s et pH optimum = 6) sont trés similaires a celles obtenues pour I'enzyme native.
L'analyse de la séquence en acides aminés de cette protéine indique qu’elle constitue un nouveau
membre de la famille des phosphohistidines phosphotransférases, et a permis d'identifier le motif
RHG au niveau du résidu histidine du site actif. De plus, une expérience de « phosphoenzyme
trapping » a montré que ce résidu histidine est phosphorylé au cours de la réaction catalysée par
I'EtM1Pase. L'importance de ce site pour la réaction a aussi été confirmée par le fait que le DEPC
(diethylpyrocarbonate; réactif entrainant I'acylation spécifique de résidus histidine) inhibe I'activite

M1Pase.
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Au cours du cycle de vie du parasite, la concentration en mannitol et la quantité de protéine
M1PDH augmentent significativement pendant la phase sexuelle, et le mannitol atteint une
concentration de 300 mM chez les oocystes non sporulés soit 25% de leur masse (Allocco, 1999)
(Figure 8). La synthese du mannitol est accompagnée d'une diminution de la concentration
d'amylopectine et de glucose. Puis 90% du mannitol sont consommeés lors des quinze premieres
heures de la sporulation. En 2001, Allocco et collaborateurs (Allocco et al., 20071) ont observé que
le 3-nitrophényl disulfide (nitrophénide ou Megasul™) bloquait le développement d’Ei. tenella par
inhibition de I'activité M1PDH, ou altérait celui du peu d'oocystes encore capables de sporuler.
Ainsi, le mannitol a un role essentiel dans I'oogenese et la sporulation. La reproduction asexuée
du parasite ne semble pas étre affectée par le nitrophénide, ce qui suggere une spécificité d'action
du composé lors des étapes de la reproduction sexuée. En plus de représenter une source
d'énergie important pour la sporulation, le mannitol serait aussi un composant de la paroi des
oocystes (Allocco, 1999). Ce polyol est donc essentiel pour le développement du parasite hors de

I'hote.

2.5) Les algues marines

La présence de mannitol a été mise en évidence chez plusieurs grands groupes d'algues, dont
les algues vertes, rouges, et les straménopiles.

Chez les algues vertes, le métabolisme du mannitol n'a été étudié que chez la microalgue
prasinophyte Platymonas subcordiformis maintenant appelée Tetraselmis subcordiformis, que I'on
retrouve principalement dans les zones cétieres. Ces organismes devant faire face a des différences
importantes de salinité dans leur milieu de vie, ils utilisent le mannitol comme osmolyte, ce
composé représentant aussi le principal produit de la photosynthese chez ces organismes (Kirst,
1975). Le mannitol y est produit par une M1PDH et recyclé par une M2DH (Richter and Kirst, 1987),
suggérant la présence du cycle du mannitol identifié chez les champignons et les sporozoaires.
L'influence du NaCl sur I'activité de ces deux enzymes a aussi été étudiée, sur des extraits bruts
d'algue. Ainsi, I'ajout de quantités croissantes de NaCl dans le milieu réactionnel induit une
augmentation de l'activité de la M1PDH, et au contraire une diminution de l'activité de la M2DH.
Il a été suggéré qu'in vivo, l'activation de la M1PDH résulte d'une augmentation de la
concentration en solutés dans la cellule due a une diminution de la surface cytoplasmique

provoquée par la pression osmotique externe. A l'inverse, une faible concentration saline externe
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va augmenter |'entrée d'eau dans la cellule et diluer les solutés intracellulaires, diminuant l'activité

de la M1PDH et augmentant celle de la M2DH.

Chez les rhodophycées, le mannitol a été mis en évidence aussi bien chez des micro- que chez
des macroalgues, mais il est présent uniquement chez un nombre restreint de ces algues. En effet,
la majorité des algues rouges accumulent des hétérosides, notamment le floridosides chez les
Florideophycidae, et le digeneaside chez les Ceramiales, pour le stockage de carbone issu de la
photosynthese. Le métabolisme du mannitol chez les algues rouges a été principalement étudié
chez la microalgue Dixoniella grisea, et chez des macroalgues du genre Caloglossa qui sont
associées la plupart du temps a la végétation des mangroves.

Les quatre activités associées au cycle du mannitol d'Ei. tenella, c'est-a-dire M1PDH, M1Pase,
HK et M2DH, ont été mesurées dans des extraits acellulaires de Dixoniella grisea (Eggert et al.,
2006). Les parametres cinétiques de ces enzymes ont aussi été déterminés a partir de ces mémes
extraits, et comparés a ceux d'enzymes présentes chez d'autres organismes, sans que des
différences notables aient été observées. D. grisea est un organisme euryhalin car retrouvé aussi
bien en eau douce qu’en milieu marin. L'écophysiologie de cette algue a été étudiée en conditions
de stress abiotiques tels que la salinité, l'irradiance et la température, appliqués individuellement
ou simultanément afin de simuler au mieux in vitro les conditions retrouvées in vivo (Eggert et al.,
2007). Ainsi, I'accumulation de mannitol en réponse a ces stress a été observée chez Dixoniella, et
s'accompagne d'une diminution de la croissance de I'algue.

Chez Caloglossa, le mannitol a un role dans la protection en cas de stress abiotique
(notamment la salinité), en plus de son role de source de carbone issu de la photosyntheése (Karsten
et al, 1997b, 1992). Cette protection est primordiale pour ces organismes vivant en zone littorale,
dans les estuaires ou les mangroves, ou de fortes fluctuations en salinité sont observées. Les
activités M1PDH, M1Pase et M2DH ont été mesurées chez Caloglossa leprieuri (Karsten et al,
1997a), y suggérant, comme chez Tetraselmis, |la présence des enzymes du cycle du mannitol. Les
enzymes M1Pase (lwamoto et al, 2001) et M1PDH (lwamoto et al,, 2003) natives ont ensuite été
purifiées a partir de l'algue Caloglossa continua. Parmi les résultats obtenus au cours de la
détermination des paramétres cinétiques pour ces deux enzymes, il a été observé que le NaCl
augmentait l'activité de la M1PDH, mais inhibait celle de la M1Pase. Ces travaux de biochimie et
de physiologie chez différentes algues rouges n‘ont pas été complétés par I'identification des

génes codant pour les protéines catalysant les activités M1PDH, M1Pase, et M2DH. Qui plus est,
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le séquencage de plusieurs génomes de micro-et macroalgues rouges (Cyanidioschyzon merolae,
Galdieria sulphuraria, Porphyridium purpureum, Chondrus crispus, Pyropia yezoensis) n'a pas permis

d'identifier ces genes car aucune de ces algues ne produit de mannitol.

Chez I'algue haptophyte Emiliania huxleyi, une étude récente a permis de montrer que le
mannitol était le polyalcool principal impliqué dans le stockage du carbone issu de la
photosynthese (Obata et al, 2013). La reconstitution d'une partie du métabolisme carboné chez
cet organisme, issu d’'une endosymbiose secondaire, et la recherche, dans son génome, de genes
potentiellement impliqués dans le métabolisme du mannitol (Read et al, 2013), suggéerent la
présence des étapes M1PDH et M1Pase pour la synthése du mannitol, comme chez les autres
algues décrites ci-dessus (Figure 9). De plus, les auteurs décrivent une autre voie potentielle pour
la synthese et la dégradation du mannitol, a savoir celle impliquant le mannose-6-phosphate et le
mannose, avec les enzymes M1DH et phosphomannose isomérase, qui a été décrite jusqu'a
présent chez les plantes terrestres. Ces hypotheses doivent maintenant étre testées

expérimentalement.
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Figure 9 : Métabolisme du mannitol chez I'algue haptophyte Emiliania huxleyi. Adapté de
Obata et al 2014. Ru5P : riburose-5-phosphate ; RuBP : riburose biphosphate ; 3PGA : 3-
phosphoglycérate ; DGP : 1,3-diphosphoglycérate ; GAP : glycéraldéhyde-3-phosphate ; DHAP :
dihydroxyacétone phosphate ; F16BP : fructose-1,6-biphosphate ; Pyr : pyruvate ; OAA :
oxaloacétate ; BCAA : acides aminés branchés ; PYC : pyruvate carboxylase ; PMI : phosphomannose
isomérase ; PMred : phosphomannose réductase.

Quant aux straménopiles, le métabolisme du mannitol est absent chez les oomycetes et les
diatomées car aucune production de mannitol n'a été mise en évidence chez ces organismes, et
les genes correspondant n‘ont pas été repérés dans les différents génomes séquencés. Par contre,
ce métabolisme existe chez d'autres types d'ochrophytes (Dittami et al, 2011a). Chez
Pseudochattonella farcimen, la production du mannitol a été quantifiée et les genes codant pour
les activités M1PDH, M1Pase et M2DH ont été identifiés (Dittami et al, 2012). Chez I'espece
d’'Eustigmatophycées Nannochloropsis oceanica, le mannitol est le principal polyalcool mesuré (Pal
et al, 2013). Ces observations renseignent sur |'évolution du cycle de mannitol chez les
straménopiles. En effet, les genes codant notamment pour la M1PDH et la M1Pase ont sans doute

été acquis par un ancétre commun apres le split avec les diatomées, et ces génes ont été conservés
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dans certaines familles d'ochrophytes dérivant de cet ancétre commun (Dittami, Aas, et al. 2011).
Des analyses phylogénétiques basées sur les genes M1PDH et M1Pase identifiés chez P. farcimen
et E. siliculosus (Michel et al, 2010a; Dittami et al,, 2012) suggerent que l'acquisition de ces génes

s'est faite par transfert latéral impliquant une bactérie Gram positif, sans doute une Actinobactérie.

Enfin, les phéophycées sont connues depuis plusieurs décennies pour leur capacité a
accumuler du mannitol, le seul polyalcool détecté en grande quantité chez ces organismes. Par
exemple, ce composé peut représenter jusqu'a 1730 mmol par kg de poids sec chez Laminaria
hyperborea, soit 30% du poids sec de cette algue (Reed et al., 1985). Ces observations ont suggéré
que le mannitol pouvait étre utilisé comme composé de stockage du carbone issu de la
photosynthese et était transporté dans différentes parties des algues brunes, notamment chez les
Laminaires (Bartsch et al,, 2008). Cette hypothese a été en partie vérifiée chez E. siliculosus par
profilage métabolique ciblé, ces expériences ayant montré des variations des quantités de
mannitol produites en fonction du cycle diurnal, avec une augmentation au cours de la phase
lumineuse, un pic au moment de la transition jour/nuit, et une diminution au cours de la phase
obscure (Gravot et al,, 2010). Il est connu aussi que le mannitol a un role osmotique chez les algues
brunes au cours des stress salins. En effet, il a été observé par Reed et al (1985) que la
concentration intracellulaire de mannitol chez six algues brunes incubées en condition de stress
hypo- ou hypersalins variait en fonction de la salinité, notamment avec une augmentation de la
concentration de ce polyalcool au cours d'un traitement hypersalin. Plus récemment, ce type
d’'observation a été répété chez E. siliculosus (Dittami et al,, 2011). En effet, la quantité de mannitol
diminue en condition de stress hyposalin (correspondant a une concentration en NaCl huit fois
inférieure a celle de I'eau de mer normale), et augmente en cas de stress hypersalin (condition
pour laquelle la concentration en NaCl est a peu pres quatre fois supérieure a celle de I'eau de mer
normale). Cependant, la concentration finale de mannitol observée dans cette derniére condition
était trop faible pour que le mannitol ait un réle osmorégulateur au niveau des cellules entiéres,
par conséquent il a été suggéré que ce composé agissait plutdbt comme un osmolyte local et/ou
comme osmoprotectant. Il est également intéressant de noter que chez une souche isolée d'eau
douce, mais capable de croitre aussi en eau de mer normale, appartenant a |'espece E. subulatus
tres proche d'E. siliculosus, les quantités de mannitol mesurées apres culture en eau de mer
normale étaient deux fois moins élevées que chez la souche d’E. siliculosus de référence. Des

expériences ont montré que cette diminution de la quantité en mannitol était concomitante avec
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une activité M1PDH endogéne cinq fois plus faible chez la souche d'eau douce d'E. subulatus par
rapport a la souche d'E. siliculosus (Dittami et al., 2012a).

Les enzymes responsables de la biosynthese du mannitol chez les algues brunes ont été
étudiées des la fin des années soixante, et c'est ainsi que les activités M1PDH et M1Pase ont été
mises en évidence chez ces organismes (Yamaguchi et al. 1969; lkawa et al. 1972). Les enzymes
impliquées dans le recyclage du mannitol, quant a elles, ont été décrites plus tardivement
(lwamoto and Shiraiwa, 2005). Ainsi, le cycle du mannitol et ses quatre enzymes (M1PDH, M1Pase,
M2DH et hexokinase) semblent beaucoup ressembler a celui d'Ei. tenella et des champignons

(Figure 10).

Figure 10 : Cycle du mannitol chez les algues brunes.
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Plus récemment, grace au séquengage du génome d’E. siliculosus (Cock et al., 2010), des

génes putatifs correspondant a ces enzymes ont pu étre identifiés (Michel et al., 2010a; Rousvoal

etal,2011) (Table 2).

Nom
commun EsM1PDH1 EsM1PDH2 EsM1PDH3 EsM1Pase1 EsM1Pase2 EsM2DH EsHK
Locus ‘ _ ‘ _ . . .
génomique Esi0017_0062 Esi0020_0181 Esi0080_0017 Esi0080_0016 Esi0100_0020 Esi0135_0010 Esi0139_0025
Taille des
CDS (nt) 1578 1662 1293 1213 984 2001 1122
Nombre
d’introns 14 13 9 B 6 16 7
Nombre
Jd’ESTs 36 4 0 11 33 5 1
Taille des
protéines 525 553 430 405 327 666 373
(aa)
Poids
moléculaire 58 60 47 44 35 73,8 38,7
(kDa)
Point
5,93 6,94 519 511 4,81 518 4,51

isoélectrique

Table 2 : Caractéristiques des différents génes correspondant aux enzymes du cycle du

mannitol chez E. siliculosus.

L'identification de ces genes a permis d'initier la caractérisation biochimique des protéines

correspondantes. Les travaux initiaux ont porté sur I'étude de la premiere étape du cycle. Pour cela,

I'activité M1PDH endogene d'E. siliculosus a été recherchée dans des extrait d'algues récoltées

pendant la phase lumineuse du cycle diurnal (Rousvoal et al, 2011). Alors qu'une activité de

réduction du fructose-6-P (F6P) a été mesurée, ca n'a pas été le cas pour la réaction inverse, a

savoir I'oxydation du mannitol-1-P (M1P). De plus, I'activité mesurée est sensible a la présence de

sel dans le volume réactionnel, car 400 mM de NaCl multiplie par cing cette activité endogene.

Ces résultats physiologiques ont été complétés par I'étude de I'expression des genes EsSM1PDH1
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et 2 au cours du cycle diurnal, et aprés divers stress abiotiques. Ces expériences ont montré que
le gene EsM1PDH1 était le plus exprimé quelles que soient les conditions testées, et que les deux
genes testés étaient régulés au cours du cycle diurnal et par des stress salins. Cependant, seul le
géne EsSM1PDH1 est régulé en condition de stress oxydant mimé par une incubation en présence
de peroxyde d'hydrogene (H.O). Afin de caractériser l'activité enzymatique M1PDH, le gene
EsM1PDH1 natif a été cloné dans le plasmide pFO4 couramment utilisé au laboratoire, et le
plasmide recombinant pFEsM1PDH1 a été transformé dans des cellules d’Es. coli BL21(DE3). En
dépit de différents tests de conditions d'induction, aucune surexpression de la protéine d'intérét
n'a pu étre observée. Par conséquent, des tests biochimiques ont été réalisés en comparant les
résultats obtenus entre des extraits bactériens produits a partir d’'Es. coli contenant le plasmide
pFEsSM1PDH1 et des bactéries contenant le plasmide pFO4 vide. Ainsi, pour le sens réduction du
F6P, I'activité la plus élevée a été mesurée avec 100 mM de NaCl dans les extraits bactériens
contenant le plasmide pFEsSMT1PDH1. Une activité faible (12 % de l'activité la plus élevée) a
également pu étre détectée en utilisant le NADPH comme cofacteur, les tests précédents ayant
tous été réalisés avec du NADH. L'enzyme n'utilise pas le glucose-1-phosphate ou le fructose
comme substrat car aucune activité enzymatique n'a pu étre détectée avec ces molécules. Enfin,
I'ajout de 0,5 mM de pHMB entraine une inhibition de 12 % de l'activité de I'enzyme par rapport
a celle mesurée en conditions optimales. Dans le sens inverse de la réaction, I'activité enzymatique
décroit lors de I'ajout de NaCl (I'activité maximale ayant été mesurée sans NaCl). Une tres faible
activité a pu étre mesurée avec le cofacteur NADP* (6 % de I'activité la plus forte) ainsi qu'avec le
mannitol comme substrat (2 % de I'activité la plus forte). Cependant, I'inhibiteur pHMB semble
avoir un effet beaucoup plus drastique dans ce sens de la réaction car en ajoutant la méme
quantité que lors des tests dans le sens réduction du F6P, 'activité des extraits ne représente que
8 % de celle mesurée en I'absence de ce composé.

Une approche similaire a celle mise en ceuvre pour étudier I'étape M1PDH a été développée
pour l'activité M1Pase (Groisillier et al, 2014). En effet, I'activité endogeéne de la M1Pase a d'abord
été mesurée dans les mémes extraits que ceux décrits ci-dessus. Une activité enzymatique a bien
été déterminée en présence de mannitol-1-phosphate comme substrat, ainsi qu'une activité plus
faible avec du fructose-1-phosphate. L'expression au cours du cycle diurnal des deux genes
potentiels codants pour des enzymes M1Pase a aussi été étudiée, et les résultats obtenus indiquent
que ces genes présentent des niveaux d'expression différents au cours des phases lumineuses et

des phases obscures. Afin de caractériser |'activité enzymatique M1Pase, les genes EsM1Pase 1 et
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2 natifs ont été clonés dans le plasmide pFO4, et les vecteurs recombinants ont été transformés
dans des cellules d'Es. coli BL21(DE3). Seule la protéine EsM1Pase2 a pu étre surexprimée soluble.
Cette enzyme recombinante a donc pu étre purifiée sur colonne de nickel et caractérisée au niveau
biochimique. Elle est spécifique du M1P. Le K, M1P obtenu pour cette enzyme est de 0,67 mM,
avec une Vp, de 25,25 nmol min™ protéine™. De plus, cette enzyme recombinante est sensible au
NaCl : en effet, 100 mM de NaCl dans le milieu réactionnel suffisent a diminuer l'activité M1Pase,
et a 400 mM, il ne reste plus que 44 % de I'activité initiale. Enfin, I'étude de la séquence en acides
aminés et des analyses par modélisation de structure tri-dimensionnelle par homologie ont permis
de montrer qu'EsM1Pase 2 constitue un nouveau type de phosphatase au sein de la superfamille
des protéines HaloAcide Déshalogénase (HAD).

Enfin, trés récemment, la caractérisation moléculaire d'une M2DH d'algue brune, identifiée
chez Saccharina japonica, a été entreprise par une équipe chinoise (Shao et al, 2014). L'analyse
des variations de |'expression du gene SjM2DH montre notamment une diminution de la quantité
de transcrits en conditions de stress hypersalins, et une induction de I'expression en condition
d’hyposalinité. Une augmentation de I'expression a aussi été observée en condition de stress
oxydatif, avec un pic a 0,8 mM de H,O,, et de dessiccation, en particulier apres 2 h de ce traitement.
De plus, La protéine SJM2DH a été exprimée soluble chez Es. coli apres clonage du géne natif.
Aucune activité enzymatique n'a pu étre déterminée a partir de la protéine recombinante purifiée,
et ces caractéristiques enzymatiques ont été étudiées a partir d'extraits acellulaires bactériens
contenant la protéine d'intérét, une approche similaire a celle décrite ci-dessus pour la MTPDH1

d’E. siliculosus.

52



Partie 4 : Caractérisation fonctionnelle de génes/protéines

d’algues brunes

Plusieurs méthodologies sont applicables pour tenter de caractériser un géne et sa protéine
correspondante, tout en considérant le contexte biologique dans lequel ces acteurs moléculaires
agissent. Une premiere approche consiste a produire des mutants aléatoires par mutagénéese
chimique ou aux UV, et de cribler ces mutants pour un phénotype particulier. Ceci implique la mise
au point d'un crible facile a mettre en ceuvre et suffisamment discriminant pour identifier les
individus mutés. Ce type d'approche a déja été considéré chez E. siliculosus, notamment pour
étudier son développement et son cycle de vie (Coelho et al, 2011; Le Bail et al, 2010). Elle a
permis d'identifier des genes potentiellement impliquées dans ces processus, mais aucun n'a été
validé a ce jour. En effet, il n'existe pas a I'heure actuelle de protocole établi pour la transformation
ou la mutagénese dirigée chez E. siliculosus, méme si des expériences de mise au point sont en
cours, notamment pour pouvoir appliquer une approche de tilling. De plus, dans le contexte de la
production de mannitol chez E. siliculosus, il existe trois genes codant pour l'activité M1PDH, ce
qui complique la mise en place d'un crible basé par exemple sur une détermination rapide de
variations de quantités de mannitol chez des mutants. En effet, |'altération d'un gene peut étre
compensée par des modifications d'expression et/ou d’activité des deux autres genes/protéines.
Un autre type de crible pourrait étre basé sur la résistance au stress salin, mais il existe chez les
algues brunes de nombreux mécanismes impliqués dans la réponse a ce type de stress, ce qui
diminue les chances de sélectionner des mutants altérés dans la production de mannitol.

Une autre approche est une diminution transitoire de l'expression d'un geéne d'intérét,
notamment par des techniques utilisant le principe du RNAi (RNA interférence). Cependant, bien
qu'un protocole pour mener ce type d'expérience ait été récemment mis au point chez I'algue
brune Fucus (Farnham et al., 2013), celui-ci n'a pas encore été transposé chez E. siliculosus. De plus,
la caractérisation phénotypique des algues ainsi obtenues serait compliquée compte tenu des
parameétres indiqués ci-dessus.

Qui plus est, ces différentes approches ne permettent pas d'étudier les propriétés
enzymatiques des protéines d'intéréts. Pour cela, la purification d'enzyme native est longtemps

restée la seule approche pour mener a bien ce type de caractérisation biochimique. Quelques
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exemples existent chez les algues brunes, notamment pour I'étude des halopéroxidases a
vanadium impliquées dans le métabolisme des composés halogénés chez Laminaria digitata (Colin
et al, 2003). Cependant, a notre connaissance, aucune protéine native d'Ectocarpus n'été purifiée
a homogénéité a ce jour. Cette approche est quand méme envisageable pour cet organisme,
notamment depuis que le cycle de vie est maitrisé en laboratoire, ce qui permettrait de produire
suffisamment de biomasse. Il existe toujours le risque de purifier un mélange de protéines
catalysant la méme réaction enzymatique, notamment pour les M1PDHs. Méme si on pouvait
envisager de compléter une purification d’enzymes natives par une séparation des protéines par
électrophorese bidimensionnelle, ce type d'approche reste assez lourd a mettre en ceuvre, et ne
permet d'étudier, théoriquement, qu’'une seule protéine a la fois.

Une alternative a I'obtention d'enzymes natives est la purification d’enzymes recombinantes
aprés expression de genes d'intérét dans un hote hétérologue, notamment Es. coli. Un des
avantages de cette approche est de permettre d'étudier plusieurs constructions plasmidiques en
parallele, et de produire rapidement de la biomasse bactérienne susceptible de contenir les
protéines d'intérét. De plus, il existe une large gamme de plasmides pour cloner les genes, de
souches d'Es. coli hotes, de protocoles pour induire la production des protéines cibles, et de
systémes pour purifier les protéines recombinantes. Cependant, les résultats obtenus pour la
caractérisation des enzymes du cycle du mannitol chez les algues brunes suggerent que
I'expression hétérologue de protéines issues de ces organismes est une approche aléatoire dans
le sens ou la possibilité d'obtenir de la surexpression de la protéine d'intérét n'est pas garantie.
Afin d'avoir un peu plus de recul par rapport a cette approche, une liste exhaustive des genes

d'algues brunes exprimés en systeme hétérologue a été établie (Table 3).

Nom des

protéines et

Protéine cible numéro Organisme Héte Références
d’accession

. . . . Akazaki [

1 Cytochrome c6 (AB105058) Hizikia fusiformis Es. coli azzao(;set al

Glutathione S-transferase LdGST3 Laminaria
2 ' - Es. coli Hervé et al. 2
(cytosolic) (EF422838) digitata . cott erve et al. 2008
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mEsGST1

Glutathione S- (FP089517) ..
3 transferase(microsomal) MESGST2 E. siliculosus yeast Franco et al. 2009
(FP089516)
Mannitol-1-phosphate EsM1PDH1 .. . Rousvoal et al.
4 dehydrogenase (CBJ25895) £ siliculosus Es. coll 2011
EsGMD1 .. . Tenhaken et al.
5 GDP-mannose dehydrogenase (CBJ29903) E. siliculosus Es. coli 2011
. SbPKS Sargassum . Baharum et al.
6 Type Il Polyketide Synthase (HM245964) binderi Es. coli 2011
PL.LSU/2 I S
7 PI.LSU/2 Intron-encoded N / 22236”2% pylgiella littoralis yeast, Zerbato et al.
Protein (IEP) Talirer { )Y human cell 2013
lines
. EsiPKS1 .. . Meslet-Cladiere et
8 Type lll Polyketide Synthase (CBN76919) E. siliculosus Es. coli al 2013
Full-length
Full-length and truncated VHA- fVHA-A
A = sub-unit A of the vacuolar- (KC515393) . . .
9 ATPase multi-subunit complex T Fucus vesiculosus Es. coli Morris et al. 2014
(V-ATPase A) variant tVHA-A
(KC515394)
. EsM1Pase2 .. . Groisillier et al.
10 Mannitol-1-phosphatase (CBN78126) E. siliculosus Es. coli 2014
Phytochrome — photosensory EsilPHL1 . . Rockwell et al.
11 : 5
core module (KF894955) E. siliculosus Es. coli 2014
12 o-type carbonic anhydrase SJCA saccharina Es. coli Ye et al. 2013
(JF827608) japonica
. SjM2DH Saccharina .
13 Mannitol-2-dehyd . . 3 A
annito ehydrogenase (KC193778) Tneias Es. coli Shao et al. 2014
HELMCHROME, Candidate HELMCHROME

14 Novel Blue Light Receptor for E. siliculosus Es. coli Fu et al 2014
PhogtJotaxis ° (CBJ26132.1)

Table 3 : Génes d’algues brunes ayant été exprimés en systeme hétérologue et pour lesquels
la production de protéines recombinantes a pu étre mise en évidence par purification et/ou
mesure d’activités enzymatiques.

A partir des informations décrites dans la liste ci-dessus, il apparait que l'algue brune la plus
considérée est E. siliculosus, ce qui n'est pas surprenant car c'est I'organisme modele pour ces
algues, et son génome est séquencé, ce qui donne acces aux genes d'intérét. On remarque
également que le systeme d’'expression le plus utilisé est Es. coli, la purification étant le plus
souvent réalisée par chromatographie d'affinité. J'aimerais également attirer I'attention sur le fait
que ce travail est en plein essor, la moitié des exemples datant des années 2013-2014. Ainsi,
lorsque j'ai débuté ma thése en 2011, trés peu de genes d'algues brunes étaient exprimés dans
des systemes hétérologues. Dans la liste, il y a plusieurs exemples pour lesquels la production de
protéines recombinantes a été mise en évidence, mais sans surexpression, ce qui rend la

purification impossible (protéines n°3 et 4 du tableau). Dans d'autres cas, I'obtention de protéine
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recombinante a permis soit de produire des anticorps, comme c'est le cas pour les protéines n°9,
12, soit de réaliser la caractérisation biochimique de I'enzyme avec notamment la détermination
des parametres cinétiques (protéines n°2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 10 et 11). Il est aussi intéressant de noter
I'utilisation de génes de synthese dont les codons ont été optimisés pour I'expression chez Es. coli
par Rockwell et al. (2014). Enfin, parmi toutes les protéines citées, la détermination de la structure
tridimensionnelle n'a pu étre réalisée que pour deux d'entre elles (protéines n° 1 et 8).

Comme nous venons de le voir, I'obtention d'une protéine recombinante d'algue brune
soluble n’est pas chose facile. Un Service de Production de Protéines Recombinantes a été mis en
place au sein de 'UMR 8227 a la Station Biologique de Roscoff depuis 2006. L'objectif de ce service
est de surmonter le probleme de I'expression soluble de protéines provenant d'organismes marins.
Pour cela, une stratégie a moyen débit adaptée a ces organismes a été mise en place et validée
par un projet pilote intitulé « Marine-express » financé par le réseau d'excellence « Marine
Genomics Europe » (2006-2008) (Groisillier et al, 2010). Contrairement a une approche classique
d'expression des protéines au cas par cas utilisée généralement par les laboratoires, il a été mis en
ceuvre une stratégie originale qui est I'approche en paralléle pour le clonage et la transformation
d'Es. coli. Elle repose sur la manipulation des genes en microplaques 96 puits et sur un protocole
unique prédéfini pour tous les genes étudiés. De plus, deux vecteurs d’'expression, permettant
d’'obtenir des protéines recombinantes contenant a leur extrémité N-terminale des étiquettes de
marquage His-tag ou GST-tag, sont utilisés afin d'augmenter les chances d'obtenir une protéine
soluble. Aprés huit ans d'existence, 480 cibles/protéines issues d’'organismes marins ont été
étudiées. Parmi ces cibles, 34 % proviennent d'algues, deux-tiers algues brunes et un tiers d'algue
rouge (Figure 11). Si on s'intéresse au nombre de protéines recombinantes solubles obtenues
(Figure 12), la répartition entre protéines d'algues brunes et d'algues rouges reste la méme (2/3,
1/3), mais seulement 19 protéines sur les 164 d'algues (soit 11 %) ont été obtenues solubles. Ce
bilan reflete bien la difficulté a exprimer un gene provenant d'une macroalgue rouge ou brune

dans un systeme d'expression bactérien.
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Répartition des cibles par type d'organismes

Figure 11 : Bilan de la répartition des cibles étudiées dans le Service de Production de
Protéines Recombinantes de 'UMR8227. 480 protéines ont été considérées au total.

Répartition des cibles solubles

Figure 12 : Bilan de la répartition des cibles solubles obtenues dans le Service de Production
de Protéines Recombinantes de 'UMR8227. Les pourcentages sont calculés a partir du nombre
de protéines considéré pour chaque type d'organismes.
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Partie 5 : Objectifs de la these

Lorsque j'ai commencé ma these, I'étude des étapes M1PDH et M1Pase chez E. siliculosus avait
déja été amorcée dans I'équipe Physiologie des Algues et Environnement Abiotique. Dans ce
contexte, I'objectif premier était de travailler sur les enzymes M2DH et HK afin de compléter la
caractérisation des enzymes impliquées dans le cycle du mannitol. Nous souhaitions notamment
étudier leurs conditions optimales d'activité, leurs parametres cinétiques, et l'influence de
différents produits chimiques sur les réactions qu'elles catalysent. L'expérience au sein du
laboratoire concernant I'expression hétérologue chez Es. coli et la possibilité de pouvoir tester
plusieurs constructions en parallele nous ont décidé a privilégier I'approche par expression
hétérologue chez Es. coli plutot que la caractérisation d’enzyme native. Cependant, malgré de
nombreux essais pour exprimer les deux genes d'Ectocarpus chez Es. coli, aucune protéine
recombinante n'a pu étre exprimée en phase soluble, ce qui limitait fortement les possibilités pour
caractériser biochimiquement ces deux enzymes. Par conséquent, il a été décidé, en seconde
moitié de these, de réorienter le travail vers la caractérisation de M1PDH recombinantes, et ce sont
ces résultats qui sont décrits dans ce manuscrit. D'autre part, un second objectif portait sur
I'analyse transcriptomique des différents génes codant pour les enzymes potentiellement
impliquées dans le cycle du mannitol d’E. siliculosus. Enfin, nous souhaitions comparer le cycle du
mannitol chez différents type d'organismes tels les champignons, les sporozoaires et les algues

brunes.
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Matériels et Méthodes
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1) Analyses bioinformatiques

Les séquences protéiques EsM1PDH1, EsM1PDH2 et EsM1PDH3 ont été utilisées pour réaliser
des analyses par BLAST afin de retrouver des homologues chez d'autres organismes. Les
alignements de séquences protéiques ont ensuite été réalisés avec le programme MEGAS.1
(Tamura et al., 2011). Le programme ESPript 3 (Robert et Gouet, 2014) a été utilisé pour mettre en
évidence les acides aminés conservés entre les différentes séquences. Une prédiction des
structures tridimensionnelles (3D) a été réalisée afin de compléter cette analyse, grace a de la
modélisation par homologie de structure en utilisant le programme PHYRE2 (Kelley et Sternberg,
2009). Enfin, une analyse phylogénétique a été réalisée avec le programme MEGAS5.1 (Tamura et

al, 2011).

2) Préparation d’extraits bruts d’E. siliculosus

La souche d'E. siliculosus (Dillwyn) Lyngbye 32 est cultivée dans des flasques en plastique de
10 L a 14°C, avec de I'eau de mer filtrée, autoclavée et enrichie en nutriments par addition de
milieu de Provasoli, durant une photopériode 12h/12h. Les algues sont ensuite prélevées et
broyées dans un mortier en présence d'azote liquide. Les poudres ainsi obtenues sont solubilisées
dans un tampon d'extraction contenant 25 mM de MOPS a pH 7,2, 15 mM d'EGTA, 15 mM de
MgCly, 2 mM de DTT, 0,5% de PVP, et une tablette d'inhibiteur de protéases (Complete Protease
Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Meylan, France). Environ quatre volumes de tampon sont utilisés
pour un volume de poudre. Les extraits sont ensuite passés dans un broyeur de type Wheaton
(une dizaine d'allers-retours successifs), puis incubés a 4°C pendant 30 minutes. Apres six cycles
de 10 sec sonication / 10 sec dans la glace, les échantillons sont centrifugés a 14000 rpm pendant
30 minutes et les surnageants sont récupérés et stockés a 4°C. La quantification des protéines est

réalisée par mesure de I'absorbance a 280 nm au Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

3) Clonage de génes d’E. siliculosus dans un vecteur d’expression et production

d’enzymes recombinantes chez Es. coli
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3.1) Clonage des genes d'E. siliculosus impliqués dans le cycle du mannitol

Afin de favoriser la production de protéines d'E. siliculosus chez Es. coli, les genes codant pour
les protéines EsM1PDH1, EsM1PDH2, et EsM1PDH3 ont été synthétisés pour optimiser la
traduction chez Es. coli. Ces génes de synthese, produits par la société GeneArt, sont ensuite
amplifiés pour étre incorporés dans un plasmide d'expression. Pour cela, une polymérase classique
(GoTag® DNA Polymerase, Promega) est utilisée afin, tout d'abord, de vérifier le bon
fonctionnement des amorces (Table 4). Ces amorces contiennent des sites de restriction pour le
clonage des genes dans le plasmide d’'expression. Le milieu réactionnel (pour un puits, soit 25 L)
contient du tampon de réaction 5X Flexi Buffer Promega (5 uL), des dNTPs (0,5 pL a 10 mM), du
MgCl, (1,5 pL a 25 mM), de la polymérase (0,2 pL a 5u/pl) ainsi que la combinaison des deux
amorces correspondantes au gene d'intérét (1 uL a 5 uM de chaque amorce). Le programme utilisé
est le suivant : 94°C pendant 5 min, 35 cycles de 30 sec a 94°C, 30 sec a 50°C, 2 min a 72°C et pour
finir 10 min a 72°C.

Oligonucléotide forward Oligonucléotide reverse
Géne
5 ->3 5 ->3"

GGGGGGGGATCCATTGATATTAGCCTGGCA CCCCCCGAATTCTTACGGCTGGCTAACCG
EsM1PDH1

GGGGGGGGATCCAGTGATGCAGTTAGCCG CCCCCCGAATTCTTAAACATCACCAACTTTGG
EsM1PDH2

GGGGGGGGATCCTTTAGCCCGAGTCCGCG CCCCCCGAATTCTTAATGTGCTTTACGGCTG
EsM1PDH3

Table 4 : Oligonucléotides utilisés pour le clonage des génes EsM1PDHs. Le site de restriction
est en italique pour BamH]I et en gras pour EcoRI.

Apres migration sur gel pour vérifier que les bandes obtenues avaient la taille attendue pour
chacun des genes d'intérét, une nouvelle PCR est réalisée, mais avec une polymérase « haute-
fidélité » (Expand High Fidelity PCR System, Roche) afin de minimiser le risque d’erreurs lors de
I'amplification. La composition du milieu réactionnel est la méme que celle décrite ci-dessus, sauf
que le tampon utilisé est spécifique de la polymérase Expand ; de plus, le programme de PCR est
identique a celui mentionné plus haut. Apres purification des produits de PCR avec le kit
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up de Macherey-Nagel, les fragments d'intérét sont digérés par

les enzymes de restriction BamHI et EcoRI (Biolabs), a 37°C pendant 2h30. D'autre part, une
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restriction avec les mémes enzymes est réalisée pour le plasmide d'expression pFO4 (Figure 13).
Le clonage BamHI-EcoRl dans le vecteur d'expression pFO4 permet d'ajouter une étiquette
histidine a I'extrémité N-terminale des protéines d'intérét. Ce tag histidine sera exploité pour
détecter et purifier les protéines recombinantes lors des étapes suivantes. Un aliquote des
fragments des différents genes digérés (7 uL) et 1 pL de plasmide pFO4 restreint sont ensuite
ligués pendant une nuit a 4°C, avec 1L de ligase classique (T4 DNA Ligase, Promega) et 1 L de

tampon de ligase fourni avec I'enzyme.
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Figure 13 : Carte du plasmide pFO4 contenant, dans son multi-site de clonage, les sites de
restriction BamHI et EcoRl. Juste en amont du site de restriction BamHlI, six codons histidine
permettent d'obtenir une protéine recombinante en fusion avec une étiquette histidine a
I'extrémité N-terminale. La sélection des bactéries transformées avec le vecteur se fait grace au
gene de résistance a I'ampicilline. Le promoteur en amont du géne est le promoteur T7, et il est
donc nécessaire de transformer ce vecteur dans une souche d'Es. coli BL21(DE3) qui contient le
géne de la T7 ARN polymérase. L'induction de la transcription du gene d'intérét est réalisée en
présence d'IPTG ou de lactose.

3.2) Transformation bactérienne

Les produits de ligature sont ensuite transformés dans la souche DH5a d'Es. coli pour obtenir

des quantités élevées de plasmides recombinants. Dans ce but, 50 pL de cellules compétentes
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DH50, auxquelles est ajouté le mélange de ligature (5 ul), sont placés dans de la glace pendant 30
min et mélangés doucement de temps en temps. Apres un choc thermique de 45 sec a 42°C, les
cellules sont replacées dans la glace pendant 5 min. Apres addition de 70 uL de milieu SOC (milieu
de régénération, Novagen), puis incubation a 37°C pendant 45 min et agitation a 200 rpm, 100 pL
de cellules sont étalés sur boite LB agar contenant de I'ampicilline (concentration finale : 100

pg/mL) et incubés une nuit a 37°C.

Pour vérifier la présence du plasmide dans les bactéries transformées, des PCR sur colonies
sont réalisées. Pour cela, un mélange de réaction Master Mix (Promega, USA) est préparé. |l
contient des amorces déterminées de part et d’autre du multi-site de clonage du plasmide pFO4
(amorce sens : GCAGCAGCCACCATCACCATCACC et antisens : CCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGQG)
et une fraction de colonie isolée. Le programme utilisé est le méme que précédemment
(paragraphe 3.1). Puis le kit « Miniprep » Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega) est utilisé pour extraire les plasmides, qui ont ensuite servi pour transformer différentes
souches d'expression d'Es. coli : BL21(DE3), BL21(DE3)codon+, origami(DE3), C41(DE3), C43(DE3).
Pour les bactéries « codon+ », la différence par rapport au protocole de transformation précédent
est que I'on ajoute 2 pL (1,42 M) de B mercaptoéthanol au tube de cellules compétentes, avant
incubation 30 min dans la glace et choc thermique a 42 °C pendant 20 sec et non 45 sec comme
décrit plus haut. Les bactéries ont alors été étalées sur boites de Petri contenant de I'ampicilline a
100 pg/mL et incubées une nuit a 37°C. Les bactéries recombinantes sont de nouveau testées par

PCR sur colonies afin d'éviter les faux positifs.

3.3) Séquencage

La séquence des genes clonés dans le plasmide de surexpression est vérifiée par du
séquencage basé sur la méthode de Sanger, a la plateforme Genomer de la Station Biologique de
Roscoff. Pour cela, une réaction de séquence est réalisée en utilisant des dNTPs couplés a des
fluorochromes différents, permettant ainsi la séparation et la détection des fragments synthétisés
en électrophorese capillaire, et donc la détermination de I'enchainement des nucléotides
composant la séquence d’ADN. Le milieu réactionnel est composé, pour chaque puits, de 0,5 pL
de kit BigDye Terminator V3.1 (Applied Biosystems, USA); 0,75 pL de tampon 5X; 1 pyL de chaque

amorce; 1,75 yL d'eau et 1 uL d’ADN. Le programme du thermocycleur utilisé est le suivant:
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-dénaturation 1:96°C pendant 5 min

-dénaturation 2 : 96°C pendant 10 sec

-hybridation : 50°C pendant 5 sec

-élongation : 72°C pendant 4 min

Le cycle « dénaturation 2-hybridation-élongation » est répété 25 fois. Les amorces utilisées sont
positionnées de part et d'autre du multi-site de clonage du pFO4 (amorce sens

GAGCGGATAACAATTCCC et amorce anti-sens : CAAGACCCGTTTAGAGGC).

3.4) Induction de la production des protéines recombinantes

Afin d'induire une production de protéines recombinantes d’E. siliculosus, les bactéries sont
mises en culture dans un milieu auto-inductible ZYP5052 (Studier, 2005). Pour se faire, une
préculture de 10 mL est d'abord réalisée sur la nuit a 37°C dans du milieu LB contenant 10 pL
d'ampicilline (1 mg/ml) sous agitation (180 rpm). Le lendemain, 1 L de milieu auto-inductible
ZYP5052 avec ampicilline est ensemencé avec la préculture dans un Erlenmeyer de 5 L, et incubé
3 jours a 20 °C sous agitation.

Afin d'augmenter le rendement en protéines recombinantes solubles, d'autres conditions de
culture ont été testées. Des cultures ont été réalisées a différentes températures (15, 20, 25 et
30°C), dans différents volumes (chaque température a été testée avec un volume de 100 ou 200
mL final), et pour différents temps de culture (24h, 28h, 32h et 48h de culture). Outre le milieu
ZYP5052, les bactéries ont également été mises en culture dans du milieu LB pour une double
induction. Dix mL d'une préculture en milieu LB sont incubés en présence de 500 mL de milieu LB
contenant 0,5% de glucose (concentration finale, stock a 10%), 300 pL d'ampicilline (concentration
finale 1 mg/mL), et a 37°C dans un erlenmeyer d’'une contenance de 5 L, avec agitation a 200 rpm
jusqu'a I'obtention d'une DOggo de 1,2-1,5. L'induction se fait ensuite par ajout de 500 mL de milieu
LB froid contenant du lactose a une concentration finale de 0,6% (stock a 12%), de I'HEPES a 20
mM et de I'lPTG a T mM (concentrations finales). On laisse alors la culture a 20°C, 200 rpm pendant
18h (DOeoo = 5-8).

Les cultures sont ensuite centrifugées pendant 30 min a 5000 rpm. Les culots de bactéries sont
remis en suspension avec 7 mL du tampon qui sera utilisé lors de la premiere étape de purification

des protéines et dont la composition est la suivante: Tris-HCl 25 mM, NaCl 200 mM, imidazole 5
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mM, pH 7.5, des anti-protéases (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Meylan,
France), et 50 yL de DNase | (concentration : 500U/puL) de pancréas de boeuf (Sigma Aldrich). Les
cellules sont lysées mécaniquement grace a une French-Press. Les lysats obtenus sont ensuite
centrifugés pendant 1Th a 14000 rpm. Les surnageants sont ensuite utilisés pour mesurer
directement les activités enzymatiques sur ces extraits acellulaires d'Es. coli, et/ou filtrés sur des

membranes de 0,20 um avant d'étre chargés sur les colonnes de purification de protéines.

4) Purification des protéines recombinantes

4.1)  Purification de protéines solubles

Les protéines recombinantes d'E. siliculosus (5 mL de lysat filtrés) sont purifiées par
chromatographie d'affinité sur une colonne HisPrep™ FF 16/10 (GE Healthcare, USA) intégrée dans
un appareil de chromatographie en phase liquide Akta Avant (GE Healthcare, USA). Les protéines
d'intérét sont retenues grace aux interactions entre les ions nickel de la colonne et I'étiquette
histidine des protéines. Elles sont ensuite éluées par un gradient croissant (0 a 100%) d'imidazole
(Tris-HCI 25 mM pH 7,6, NaCl 200 mM et imidazole 500 mM) et collectées dans des plaques
« deepwell » 96 puits. Les fractions ayant une absorbance élevée a 280 nm sont déposées sur gel
SDS-PAGE a 12% et la taille des protéines présentes est analysée par comparaison avec le
marqueur de taille « Precision plus protein unstained standards » (Biorad, USA). La quantité de
protéines présente est déterminée avec le Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) a 280 nm, ou
par test de Bradford. Celui-ci est réalisé grace au kit Bradford Protein Assay (Biorad, USA) et est
basé sur la réalisation d'une gamme étalon de protéine BSA (Bovine Serum Albumin) allant de 0,55
mg/mL a 55 mg/mL et dont chaque point est testé en triplicat technique (Figure 14). La
concentration en protéines dans I'échantillon est déterminée grace a la droite obtenue avec la

gamme étalon de BSA.
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Figure 14 : Exemple de gamme étalon obtenue pour la protéine BSA en test de Bradford et
utilisée pour la détermination de la concentration en protéines recombinante.

Lors des essais d'optimisation de la purification, des étapes de chromatographie échangeuses
d'anions ont été ajoutées, soit en amont de la chromatographie d'affinité, soit en aval. Les colonnes
HiTrap Q Sepharose FF (17-5053-01 GE Healthcare) et HiTrap Q HP (17-1153-01 GE Healthcare)
sont équilibrées avec un tampon Tris HCl 25 mM a pH 7,6 et les protéines éluées avec un gradient
de Tris-HCI 25 mM pH 7.6, NaCl 1 M de 0 a 100% en 14 CV (volume de colonne) dans des plaques
« deepwell » de 96 puits.

En fonction des résultats obtenus lors de I'étape de purification par chromatographie d’affinité
ou par chromatographie échangeuse d'anions, certains échantillons contenant la protéine d'intérét
sont ensuite purifiés par chromatographie d’exclusion de taille sur une colonne Superdex 200
16/60 (GE Healthcare), préalablement équilibrée dans le tampon Tris-HCl pH 7.6 100 mM, NacCl
200 mM, et a un débit maximal de 1 mL.min™". Cette étape de filtration sur gel permet de séparer
les protéines en fonction de leur poids moléculaire, et aussi de déterminer la structure quaternaire
des protéines d'intérét. Pour ce faire, la colonne utilisée a été calibrée a l'aide du kit Molecular
Weight Markers pour filtration sur gel (Sigma Aldrich, USA).

Les mémes conditions ont éte utilisées lors des essais avec la colonne Sephacryl S-200 (1.6 x
93 cm).

Si la concentration de I'échantillon obtenu aprés chromatographie d'exclusion de taille est
supérieure ou égale a 1 mg/mL, une DLS (Diffusion dynamique de la lumiere, Dynamic Light

Scattering) est réalisée afin d'analyser 'homogénéité de I'échantillon. Cinquante microlitres
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d’'échantillon sont analysés dans une cuve en quartz avec un appareil ZetaSizer Nano-S (Malverne
Instruments, UK) possédant comme source un laser vert (excitation a 532 nm). Cette technique
permet de déterminer un profil de distribution de la taille des particules en suspension dans la
solution testée, et donc de savoir si les échantillons testés contiennent une ou plusieurs protéines.

Les fractions obtenues par chromatographie d’'exclusion de taille présentant un intérét sont
déposées sur gel dénaturant SDS-PAGE afin d'en déterminer la pureté. Un gel supplémentaire est
réalisé pour vérifier la présence de la protéine recombinante par Western blot. Les protéines
présentes dans le gel sont alors transférées sur une membrane de nitrocellulose 0,2 um grace au
Trans-Blot Turbo de Biorad a l'aide du Transfert Pack (Biorad, USA). Cette membrane est incubée
avec du tampon TBS-Tween contenant du lait durant une nuit a 4°C. Le lendemain, elle est d’abord
rincée durant 15 min avec le tampon TBS-Tween seul, puis incubée Th a température ambiante
avec du TBS-Tween contenant des anticorps @histag dilués au 10000°™ et couplés & 'enzyme
Horseradish Peroxidase (HRP). Aprés un second ringage, la fixation des anticorps est mise en
évidence par le Clarity Western ECL Substrate de Biorad (USA) : ce test est basé sur la réaction de
I'HRP avec un substrat chemoluminescent tel que I'ECL, et permet de révéler la présence de
protéines sur la membrane de nitrocellulose. Les bandes d'intérét présentes sur gel SDS-PAGE ont
été découpées, stockées dans des tubes contenant de I'acide acétique a 1%, puis données a la
plateforme de spectrométrie de masse pour leur séquencage par MALDI-TOF avec un appareil de

type Voyager DE STR (Applied Biosystems).

42) Essai de purification de protéines insolubles

Pour les tests de solubilisation des protéines contenues dans les corps d'inclusions (fraction
insoluble), les culots obtenus apres lyse par French-Press sont repris dans de l'urée 6 M, et les
corps d'inclusions cassés au Potter. Apres une nouvelle étape de centrifugation de 35 min a 20000
rpm, une partie du surnageant est dialysé sur la nuit a 4°C dans un tampon Tris HCl 50 mM et NaCl
100 mM (pH 7,6). Une autre partie du lysat obtenu aprés dénaturation a I'urée est passée sur
colonne hisprep. L'échantillon dialysé est ensuite considéré pour tester 96 tampons afin de
déterminer des conditions optimales de renaturation des protéines. Ces 96 conditions sont
définies selon un plan factoriel faisant varier les parameétres décrits Table 5, et incluent 16 tampons
du screen Foldlt de Hampton. Chaque puits contient 95 pL de tampon de criblage et 5 pL de

protéine (a une concentration au moins égale a 4 mg/mL). Bien qu'un grand nombre de conditions
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n'entraine ni la formation de précipités, ni celle d'agrégats (déterminé par mesure a DO 340 nm)
immédiatement apres le mélange, et 2h apres ou le lendemain du début de |'expérience, aucune

activité enzymatique n'a été détectée apres ce criblage.

NDSB (non
pH Précipitants Réducteurs detergent Additifs

sulfobetaine)

Arginine 800 mM

Glycérol 20%
Glucose 500 mM

Sodium Acétate 50 NaCl 100 mM et i
Cocktail (NADH,
mM pH4 200 mM NDSB 195 100 mM . o
) Thiamine, Biotine,
MES 50 mM pH 5 KCl 100 mM B-mercaptoéthanol 10 mM NDSB 201 100 mM
) CaClz, MgClz, CuSOs,
Tris 50 mM pH 7 et 8 EDTA 1 mM NDSB 256 100 mM
ZnCl,, CoSO4, ADP,
CHES 50 mM pH 9 PEG 4000 0,05% .
NiClz2 a 50 pM)
PEG 400 0,05%

Table 5 : Tampons et solutions utilisées pour le criblage des conditions de renaturation de
protéines insolubles.

5) Mesures des activités enzymatiques

Les activités enzymatiques M1PDH sont mesurées dans les deux sens de la réaction, c'est-a-
dire dans le sens réduction du fructose-6 phosphate (F6P) qui produit du mannitol-1-phosphate
(M1P), ainsi que dans le sens oxydation du M1P qui produit du F6P. Les mesures sont basées sur
des changements d'absorbance a 340 nm, dus a I'apparition ou la disparition du NAD" (Figure 15).
Le méme protocole est utilisé lors des tests réalisés avec les extraits d'E. siliculosus, avec ceux d'Es.
coli, ou en présence de protéine recombinante purifiée.

Les activités spécifiques calculées a partir des extraits acellulaires d'Es. coli pour les protéines
EsM1PDHs correspondent aux différences entre des activités MT1PDH mesurées dans des extraits
bactériens préparés a partir de bactéries transformeées avec un plasmide contenant un des genes
EsMT1PDH et celles calculées dans des bactéries transformées avec un plasmide ne contenant pas

de géne d'algue.
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NADH NAD*

Fructose-6- \_ A + Mannitol-1-Phosphate zéductio.n du fr.ucto?e-s-phosphate
Phosphate =>une diminution d’absorbance
Mannitol-1- NAD \ /I\]‘ADH oxydation du mannitol-1-phosphate
Phosphate » Fructose-6-Phosphate  => augmentation d’absorbance

Figure 15 : Principe de la mesure d’activité enzymatique par diminution ou augmentation
d’absorbance a 340 nm.

Les mesures d'activité sont réalisées a 'aide d'un spectrophotometre lecteur de microplaque
Safire 2 (Tecan, Mannedorf, Suisse) dans des plaques UV-star de 96 puits (Greiner bio-one,
Allemagne). Pour déterminer l'activité enzymatique dans le sens réduction du F6P, le milieu
réactionnel, dont le volume final est de 100 pL, est composé de tampon 50 mM Tris-HCl a pH 7,
0,2 mM de NADH, et de 1-3 mM de F6P. Pour le sens inverse de la réaction, le milieu réactionnel
est composé de tampon Tris HCl pH 9 a 50 mM, de 0,5 mM de NAD" et de 0,5 mM de M1P. Les
réactions sont démarrées par addition d’extraits protéiques ou de protéines recombinantes, et les
quantités sont données ci-dessous en fonction des différents tests réalisés (Table 6). Les tests sont

effectués a 25°C pendant 21 min.

Sens réduction du F6P Sens oxydation du M1P Témoin négatif
Pas d'ajout de
Extraits d'E. siliculosus 3a6ug 3a6ug
substrat
Extrait de bactéries
Extraits d’Es. coli 30 pg environ 30 pg environ contenant le plasmide
pFO4 sans insert
Enzyme recombinante Pas d'ajout de
2 ug en moyenne 2 ug en moyenne
purifiée substrat

Table 6 : Quantité d’extraits protéiques utilisée pour les tests d’activité enzymatique.

Le pH d’activité optimum a été déterminé en testant une gamme de tampons (Table 7) a 50

mM (concentration finale).
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Tampon pH testés

MES 555657
Tris acétate 6;65;7
Tris-HCI 65;7;75;8;85;9
Bis-Tris 85;9:;9,5
Hepes-KOH 7:75;85;9
Glycine 85;9;95;10;10,5
CAPS 95;10; 11

Table 7 : Conditions testées pour déterminer le pH optimum d’activité de I'enzyme
EsM1PDH1.

Pour I'étude de la température optimale d'activité, les tests ont été réalisés dans une cuve en
quartz au spectrophotometre UV-240 1PC (SHIMADZU, Japon), équipé d'un régulateur de
température. Le volume réactionnel a été augmenté de 100 uL a 500 pL final, et le volume des
différents réactifs augmenté en conséquence. Les températures testées ont été: 5, 10 15, 20, 30,
40 et 50°C. Une incubation de 15 min avant I'ajout d’enzyme a été effectuée afin de stabiliser le
mélange réactionnel a bonne température.

L'influence du NaCl sur l'activité de I'enzyme EsM1PDH1 a été mesurée a partir d'un extrait de
protéine recombinante purifiée au préalable dessalée par PD-10 Desalting Column (GE Healthcare,
USA). Du NaCl en quantité croissante a ensuite été ajouté au milieu réactionnel, a des
concentrations finales de 50, 100, 200, 300, 400, 500 mM et 1 M.

Afin d'évaluer la spécificité de I'enzyme, différents substrats ont été testés, aux concentrations
de 50 et 100 mM: glucose-6-phosphate, mannose-6-phosphate, mannose-1-phosphate, fructose-
1-phosphate et glucose-1-phosphate.

Lors des tests realisés pour la détermination des parametres cinétiques de l'enzyme
EsM1PDH1 recombinante, des concentrations croissantes allant de 0,05 a 20 mM pour le F6P (0,05 ;
0,1;0,125;025;05;1;2;4 ; 10; 20 mM) et de 0,005 a 10 mM pour le M1P (0,005 ; 0,01 ;
0,05;0,25;0,5;1;2;5;10 mM) ont été testées a 25°C pendant 21 min avec 0,2 pug d'enzyme par
puits.

Pour les cofacteurs, les parametres cinétiques du NADH ont été déterminés en présence des
concentrations suivantes: 0,005 ; 0,01 ; 0,05; 0,125;0,25;0,5; 1; 2; 5 mM. Pour le NAD", les
concentrations sont: 0,005 ; 0,01 ;0,05;0,125; 0,25; 0,5 mM.
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6) Analyse des variations d’expression des génes par RT-PCRq

Les échantillons d'algues considérés correspondent a ceux utilisés pour mesurer les variations
de concentration en mannitol au cours du cycle diurnal (Gravot et al, 2010). Le cycle diurnal est
composé d'une phase lumineuse de 10h suivie d'une phase obscure de 14h. Les échantillons
représentent des algues prélevées toutes les 3h pendant 24h (le premier jour de I'expérience), et
toutes les 6h les 24h suivantes (deuxiéme jour). Ainsi, les échantillons 12 h, 15h, 18 h, 21 h, 36 h,
et 42 h sont prélevés pendant la phase obscure. Les ARN totaux ont été extraits a partir de tous
ces échantillons, et nous avons des triplicats biologiques pour le premier jour, et des duplicats
pour le second jour (Gravot et al., 2010).

Apres avoir vérifié la concentration au Nanodrop des ARN totaux, le kit Impro Il (Promega) est
utilisé pour synthétiser les ADNc. La quantité d’ARN utilisée pour la transcription inverse est de
500 ng par échantillon, dans un volume final de 20 pL par réaction. De plus, des amorces
spécifiquement dessinées pour la PCR quantitative (Table 8) sont déterminées grace au logiciel
Primer Express® (Life Technologies, USA). Pour les genes appartenant a des familles multigéniques
(le cas pour les genes codant pour les protéines M1PDHs et M1Pases), les amorces sont
sélectionnées apres alignement des séquences pour identifier des zones de faible similarité afin

de diminuer les risques d’amplification non-spécifique (Figure 16 et 17).

Génes
Amorce Forward (5'-3") Amorce Reverse (5'-3")
M1PDH1 CTGGGCTGTGGCTCGCCTTTTGC GTGCGTGCCGGATGATCT
M1PDH2 ATGCCGTACCCTGCTGAGAT TGTCTTCGACCCCACTGAATC
M1PDH3 AGTGTCGAGACGGAGGAAGAG GAGAACCGGTCGAGAGTTTG
M1Pase1 ACCTCATCCCCCTTGTGGA AGGCAGAAGTCCTCGCCC
M1Pase2 TCGGACTGACGGTGGGATAC GGCATGCGTGTCCTTTTTGT
M2DH CCCAAGCCCGAGAAGTACATT GAAGCCTTCCAGTTCAACGATCT
HK AGCTCTTGTCTTCGGAGAAAGC CGCTCTCCCCCCAATACC
EFla GCAAGGGCCTCAGCTCTG ACAAGCCGTCTGGGTATATGTTAGC

Table 8 : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées pour les expériences de RT-PCRq.

Les amplifiats obtenus en utilisant ces amorces sont de 65 nt pour le gene M1PDH1, 62 nt pour
M1PDHZ2, 71 nt pour M1PDH3, 61 nt pour M1Pase1, 65 nt pour M1Pase 2, 63 nt pour M2DH, 65
nt pour HK, et 160 nt pour EFa.
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M1PDH3 882 CACGGCATCGCCGGAGATCCAGGAGGAGCTGTGGGCGTGGATCGTGGTCCGGTGCCTCGA
M1PDH1 746 GGATGCCCCGCAAGACGTACAGGACTCTATTTGGCACTGGGCTGTGGCTCGCCTTTTGCT
M1PDH2 780 CACCGCCACGGAACAGGAGAACGCCTTGGTGTGGAGGTGGGCGGTGGCGCGGGTGATGTA

* * * * * * ok *  kk % * Kk x * Kk kK * % *
M1PDH3 CCTGCTCGACCGCTTCGGGGTAGAGATGCTCAAGAATGCGCAC
M1PDH1 GATTTTGTGGGAACACGACCACGAGATCATCCGGCACGCACACGGCTTGACCACGGATGA
M1PDH2 CGTCATGTGGGAGCATGAGCCGGACATCATCAAGGCGGCTCATAACATCAACACGGATGA
* * * *k k% * x * * Kk Kk *k * Kk kkk K%k
M1PDH3 GTGTTCGAGGTGCTTCTTGACTACGGCCGA GAGCGT
M1PDH1 TGAGGTGTGTGAGAAGCTCATCGCGTACGCGCGCAGCTCGTTGAAACGTTTCGACACGGT
M1PDH2 AGAGTTATGCCGTACCCTGCTGAGATACGCCAAGACCACCCTGGGGAGATTCAGTGGGGT
*kkx kK * % * * Kk kk * * *  kk %k * %
M1PDH3 CGTCGACTCCACCAGCAGAGTGTTGGGCGGGGGGCTTGGARACCGTTTGGTGACTCGGCT
M1PDH1 GGAAGACACGACCGGAAGGGTGCTCGCCGGGGGAGTGGCCAACCGCTGGAACACTCGCCT
M1PDH2 CGAAGACAAGGCCGGGAGGGTGCTAGGCGGAGGCGTGGCCAACCGTTTCGAGGGAAGGCT
* * % K *k k kk Kkkk *x Kk Kkk k% * % Kk khkk*k X * k)
M1PDH3 CCAACCGATGGCCATCTTCATGGGCAACAACAAGTTTGCCGGCACCGGGAGGCCCGAGGA
M1PDH1 GAAGGTGGCTCTAAACTACCTGGACAGCCAGCCGAGGCCGG---GCCAGATGGA---GGC
M1PDH2 CAACATGATTAAGTCGTTCTTGGAGAACGAACCGCCCATGCGAACAGGTCTCCG---CGC
* * * ok kkx % * x ok * *
M1PDH3 ACGCTTCTTGAAGCACGCCGGCGTAGACGAGACGTTCGCTAGGCAGGC--~AAGTACCTT
M1PDH1 TCGCCTCCTCAAGATGTCTGGCGTCAAGTACACGGATGTGGTGAGCAGCGTCAAGACCCT
M1PDH2 CAAGCTCTTGAAGCTCGCCGGGGTGAAGGAGTCGGACATGAGGGAGGCGGTAAGGTCGCT
*k ok kkk *  kk k% * * * % * * * *
M1PDH3 CGTCTATGCATGTATAGTGCGCATTTCGTTGGATTCCTCG-———————————~— CGGAAGG
M1PDH1 CGTCGAAGAC----- AGCCACCGCTTCGTCGGGACCGCTCCCGTGTCACAGCCCTGA-——
M1PDH2 GGTCGAGCAG----- AGCTCCCGGTTCGTAGGAGTGAAGGTCAACAAGCCGGCCGCCAAG
* Kk kK * x * * Kk kkk k% *
M1PDH3 CTCATTAG-—-----
MI1PDHI ~ ————————————o-
M1PDH2 GTCGTCGTGACGTGA

Figure 16 : Alignement des parties 3'-terminales des cadres ouverts de lecture correspondant
aux genes codant pour les EsM1PDHs, avec les zones d’hybridation des amorces de PCR
quantitative en couleur. Les chiffres apres le nom des genes et a la fin des séquences indiquent la
partie de chaque gene considérée pour I'alignement.
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Figure 17 : Alignement des parties 3'-terminales des cadres ouverts de lecture correspondant
aux genes codant pour les EsM1Pases, avec les zones d’'hybridation des amorces de PCR
quantitative en couleur. Les chiffres aprés le nom des genes et a la fin des séquences indiquent la

830
560

GGACAAGATCCACTCGGGGGAGAGCGACTTCGACCCACCCCGCTTCAAGCCCGACCCGTC
CGACAAGGTGCATAGCGGGGAGAGCGACTTCGACCCCCCGCGTTTCAAGCCGAACCCGTC

Kk kkkk Kk Kk . kAhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkrkkhkhkhkkhhkhkhkhrk Kk Kk Kkxkkkkkhkk * Kk ok ok k ok ok

GGTGTACTTGAGGGCTGCCCAGTACGAGGGAGTTATCCCCCCGATCTGCGTCGCGGTCGA
GGTGTACCTCAAGGCCGCGGAAACGGAGGGCAAGGAGCCCGCCAACTGTATCGCCGTGGA

kkhkKkkkhkkk Kk kK Kkkk k%K * . * ok Kk kK . . *kkk kK ke kkk kkhkKkk Kk kK

AGACAGTGCGTCCGGCGTCGGTTCGGCATTTGCGGCGGAGATGGGCCTGATCGTCGGCTA
GGACAGCGGCTCCGGCGTTGGTTCGGCATCGAACGCCGGCG

*kkk Kk Kk KAk kAkkhkhkk Kk KAk AkkkhkKxk kKK Kk K * kk  kkkk k Kk kk k%K

CGTGGGTGCCAGCCACATCAGCGAAGAGAGGAAGACCGAGCACGCCAAGATGCTCCG-CG

GTCGGGGCATCGCACATCCCGGACT GAGATGCTCATGTC
kokk ok kk s+ kkkkkk | kk ok ok kkk Kk kkk kkk kkkkkkkk
TGAGGGGCGCGCG—=—====————— GGTGGTGGTGGAC-—-==—————— AACATGAGGGACCT

TGGGGGGCGTGCCGAGAACGGAAAGGGGGCGGAGATCGTGATCTCGGACATGACGGACCT
**.****** * K * Kk kK **:*.:* .****** Kk ok Kk ok Kk Kk
CATCCCCCTTGTGGACTGCTTCACGGAGTGCATGGCCAAGGGCGAGGACTTCTGCCTCCC
GCCCAAGGTTATCGAGTTCTTCGCCGGGGAGAAGATCGCCGGAAAG-TCTGCTCCGTTCG

* Kk kK kk kK Kkkkkk Kk Kk Kk * ok * * K * K e kk Kkk Kk Kk Kk

CATCGCCAACGTCATCAAGAACATGGAC-AGGAAGACGGTGTGG——--—===——————— G
ACTTCCCAGAGGAATTGATTTCTTCCCTGAAGCAGCCCGTGTGGGTCCACAGCACCAAGG

* * Kk Kk * * K * o 0k ek *x k kk Kk Kkkkkk Kk *

AATAA 1218
CCTAA 984

* KK

partie de chaque géne considérée pour I'alignement.

Les ADNc sont dilués afin d'étre tous a la méme concentration de 0,5 ng/uL. Chaque plaque
de 96 puits a éte dédiée a un seul gene. Les échantillons sont testés en triplicats techniques. De
plus, chaque plaque contient une gamme de dilution d’ADN génomique d'E. siliculosus

correspondant a des dilutions sérielles au 6

eme
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, représentant une quantité d’ADN allant de 5 a



0,000643 ng (soit 66533 a 8,55 copies de génome haploide). Chaque point de la gamme a été testé
en duplicats techniques, et la gamme a été utilisée pour pouvoir quantifier le nombre de copies
d'ADNc correspondant a chacun des genes d'intérét. Enfin, les résultats obtenus pour I'expression
des genes du cycle du mannitol sont normalisés par les résultats d'expression d'un gene de
référence sélectionné pour son expression constitutive. Dans notre cas, le géne EFla a été

considéré (Le Bail et al.,, 2008). Voici un plan de plaque «type» :

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A TOa TOa TOa T0b T0b T0b TOc TOc TOc T3 a T3 a T3 a
B T3b T3b T3b T3¢ T3¢ T3¢ T a Té6a T6a T6 b T6 b T6 b
(@ T6 c T6 c T6 c T9a T9a T9a T9b T9b T9b T9c T9c T9c
D Ti2a T12a T12a T12b Ti12b Ti2b T12 ¢ T12 ¢ T12 ¢ T15a T15a T15a
E Ti5b Ti15b Ti15b T15c¢ Ti5c Ti15¢ T18 a T18 a T18 a T18 b T18 b T18 b
F Ti18c T18c T18c T21a T21a T21a T21b T21b T21b T24 a T24 a T24 a
G T24b T24b T24b T24c T24c T24c NTC NTC

H 5 5 0,83 0,83 0,138 0,138 0,0231 0,0231 0,003858 0,003858 0,000643  0,000643

Table 9 : Plan de plaque correspondant a une expérience de RT-PCRq sur des échantillons
récoltés toutes les 3h sur 24h. Ligne « H » : gamme de dilution d’ADN génomique, en ng.

Le LightCycler 480 de Roche est utilisé pour réaliser les expériences. La composition du volume

réactionnel final, soit 10 uL, est donné dans la table 10.

Réactifs Quantités
2xSyBR green 5 pL (Roche)
Amorce Forward 0,5 uL (10 pM final)
Amorce Reverse 0,5 uL (10 puM final)
Eau (qsp 10 pL) 1,5 pL
ADNCc (0,5 ng/pL) 2,5 uL

Table 10 : Composition des mélanges réactionnels de PCRq.

Les résultats sont analysés a 'aide du logiciel LightCycler 480 SW1.5, par quantification absolue
afin de vérifier la qualité des données, puis par quantification relative pour normaliser les quantités
d’ADNCc avec le gene EF1a, et déterminer les niveaux d'expression des genes d'intérét pour chaque

point testé.
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Résultats
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I) Analyse des séquences de M1PDHs de différentes

origines

1) Recherche de M1PDHs chez les algues brunes

Le séquencage du génome d'E. siliculosus (Cock et al. 2010) a permis l'identification par
homologie de séquence, notamment a partir de la séquence provenant d'Ei. tenella (numéro
d'accession UniProtKB 096437), de trois genes potentiels codant pour des M1PDH (Table 2 de
I'introduction). Comme montré dans la Figure 18, les protéines ESM1PDH1 et 2 présentent un
domaine de fonction inconnue a I'extrémité N-terminale. Les deux séquences sont trés similaires
(41% d'identité et 68% de similarité), et de taille semblable (525 et 553 acides aminés,
respectivement). La protéine EsM1PDH3, quant a elle, est plus petite (seulement 430 acides
aminés) et présente 33% d'identité (61% de similarité) avec EsM1PDH1 et 36% d'identité (61% de
similarité) avec EsM1PDH2. Aucun peptide signal, ni séquence de localisation subcellulaire ou
transmembranaire, n'a été prédit dans ces trois séquences, suggérant une localisation de ces
protéines dans le cytosol.

Des analyses par BLAST ont révélé la présence de protéines M1PDH trés semblables chez deux
especes de Micromonas (Michel et al, 2010, n°accession : MICPUC_47598 et MICPUN_101665,
Figure 19). Cependant, ces séquences présentent un domaine supplémentaire en C-terminal,
présentant de fortes homologies avec des protéines correspondant a une activité M1Pase
(domaine HAD, haloacid dehalogenase), suggérant une fusion de protéines M1PDH et M1Pase
chez ces microalgues vertes. Une protéine modulaire avec ces deux types d'activités a également
été trouvée chez la bactérie Acinetobacter baylyi (Sand et al, 2013 et 20714, n°accession :
YP_046339). Cependant, contrairement aux séquences de Micromonas, le domaine HAD
responsable de l'activité M1Pase n'est pas situé a I'extrémité C-terminale mais a I'extrémité N-

terminale de la protéine fusion.
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1 142-143 525

UNK

1 152-153 553

‘ M1PDH2

‘ M1PDH3

Figure 18 : Structure des protéines EsSM1PDH1, ESM1PDH2 et EsM1PDH3. UNK : domaine de
fonction inconnue.

MICPUN_62892 - Micromonas sp. (strain RCC299 / NOUM17)
1 531-532 861

Dom. HAD

[ Dom. Deshydrogenase

MICPUCDRAFT_48208 - Micromonas pusilla (strain CCMP1545)
1 530-531 795

l Dom. Deshydrogénase Dom. HAD ]

ACIAD1672 - Acinetobacter baylyi (strain ATCC 33305)
1 223-224 713

Figure 19 : Structure des protéines M1PDH de Micromonas et Acinetobacter.
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Des fragments de genes correspondant a des M1PDH ont été retrouvés dans différentes
ressources génomiques d'algues brunes accessibles via une page de BLAST dont l'acces est
restreint aux chercheurs de la Station Biologique de Roscoff. Cependant, aucun gene complet na
pu étre retrouvé, méme si pour S. japonica, algue pour laquelle des données de RNA-seq ont été
produites aprés incubation des algues a différents types de lumiere (Deng et al, 2012), il ne semble
manquer que quelques nucléotides a I'extrémité 5'. Le gene trouvé chez S. japonica code pour une
protéine présentant 88% d'identité avec EsM1PDH1. L'absence de genes complets dans la majorité
des ressources génomiques d'algues brunes s’explique notamment par le fait que ces données
correspondent soit a des résultats de RNA-seq (S. japonica, S. latissima, Fucus, Lessonia,
Macrocystis) pour lesquels I'assemblage n'a pas permis d'avoir des genes pleine longueur, soit a
du séquencgage de banques ADNCc (L. digitata, Fucus, Sargassum) pour lesquels les inserts sont

incomplets.

2) Analyse des séquences protéiques d’'EsM1PDH

2.1)  Comparaison des extrémités N-terminales

Les extrémités N-terminales des EsSMT1PDH1 et 2, de la M1PDH de S. japonica quasi complete,
et de la séquence d’'Eimeria ont été alignées avec le programme MEGA5.1 (Tamura et al, 2011,
Figure 20). D'apres I'alignement obtenu, ces quatre séquences présentent des identités comprises
entre 25 et 35% (similarité entre 51 et 60%), a |I'exception d'EsM1PDH1 et la protéine de S. japonica

qui sont identiques a 88%.
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Figure 20 : Alignement des séquences N-terminales de quatre M1PDHs réalisé avec le
programme MEGAS5.1 (Tamura et al, 2011). Numéros d’'accession des séquences : Ei tenella,
096437 ; ESMPDH2, CBN74440; EsSMPDH1, CBJ25895; Saccharina japonica, (Deng et al, 2012). Le
programme ESPript 3 (Robert et Gouet, 2014) a été utilisé pour mettre en évidence les acides
aminés conservés dans les quatre séquences (blanc sur fond rouge). Les acides aminés indiqués
en rouge correspondent a ceux qui sont similaires dans les séquences considérées.

2.2) Comparaison des modules M1PDHSs

Un alignement des séquences M1PDHs provenant d'algues brunes et de différents organismes
a été réalisé avec le programme MEGA5.1 (Tamura et al, 2011), notamment des protéines pour
lesquelles I'activité M1PDH a été démontrée. Celles-ci ont été identifiées dans la base de données
BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org). Pour simplifier |'alignement, les extremités N-
terminales montrées Figure 20, spécifiques d'Eimeria et des algues brunes, ont été omises, ainsi
que les 72 premiers acides aminés de la séquence EsM1PDH3. L'alignement présenté Figure 21
permet de repérer le domaine de fixation du cofacteur (l) (G-X-G-X-X-G) (Lesk 1995), le domaine
correspondant a signature de l'activité mannitol déshydrogénase (Il) (motif PROSITE PS00974,
[LIVMY]-x-[FS]-xx-[STAGCV]-x-V-D-R-[IV]-x-[PS]), ainsi que le motif consensus des PSLDRs (Polyol-

specific long-chain dehydrogenases and reductases) (lIl).
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Figure 21 : Alignement de différents modules M1PDH réalisé avec le programme MEGA5.1
(Tamura et al,, 2011). Pour les séquences d'Ei. tenella, de Saccharina japonica et pour EsM1PDH1
et EsSMTPDH2, la partie N-terminale a été enlevée. Le nom des espéces et le numéro d'accession
de la séquence correspondante sont, de haut en bas : Shigella flexneri KFZ96362 ; Bacillus subtilis
subsp. subtilis str. 168, CAB12207; Enterococcus faecalis V583, NP_814201 ; Es. coli str. K-12 substr.
MG1655, NP_418057 ; Klebsiella pneumoniae, AAD45386 ; Vibrio cholerae 0395, YP_001215036 ;
Beauveria bassiana, ACU32784 ; Altenaria alternata, AAQ63948 ; Phaeosphaeria nodorum SN15,
QOUGES ; Aspergillus fumigatus Af293, XP_755399 ; Aspergillus niger, AAL89587 ; Ei. tenella, 096437
; ESMPDH1, CBJ25895 ; EsMPDH2, CBN74440 ; EsMPDH3, CBJ27644 ; Saccharina japonica, (Deng
et al, 2012) ; Micromonas pusilla, XP_003061626 and Micromonas sp, XP_002509132. Le programme
ESPript 3 (Robert et Gouet, 2014) a été utilisé pour mettre en évidence les acides aminés conservés
(blanc sur fond rouge) et la structure secondaire prédite en comparaison avec la séquence de
Shigella flexneri KFZ96362 dont la structure 3D a été réalisée (PDB: 3H2Z). Les acides aminés
indiqués en rouge correspondent a ceux qui sont similaires dans les séquences considérées. Les
chiffres romains correspondent aux domaines conservés discutés dans le texte.

Pour compléter cette analyse, une modélisation des structures 3D des protéines M1PDHs
d'Ectocarpus et de la protéine M1PDH d'Eimeria (sans le domaine N-terminal) par homologie de
séquence a été réalisée en utilisant le programme PHYRE2 (Kelley et Sternberg, 2009). Une seule
structure tridimensionnelle de M1PDH est présente dans la base de données PDB, avec la référence
3H2Z, et a été obtenue a partir d'une protéine de la bactérie Shigella flexneri (données non
publiées). Cette séquence est tres proche de celle caractérisée chez Es. coli (Chase, 1986). Les
résultats sont résumés Table 11. Les valeurs de confiance indiquent que le corps (« le fold ») des
protéines testées doit étre tres similaire de celle de Shigella. Par contre, les faibles identités
observées entre les protéines d'Ectocarpus et d'Eimeria avec celle de la bactérie laissent penser
que certaines parties de la structure montrent de fortes disparités. De plus, si on arrivait a obtenir
des cristaux de M1PDH d'Ectocarpus, des expériences de remplacement moléculaire pourraient

étre tentées en utilisant la protéine de Shigella, mais la probabilité de réussite serait assez faible.

Protéine % de confiance Couverture % d’identité
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M1PDH d’Eimeria 98,9 59% 25

EsM1PDH1 100 83% 21
EsM1PDH2 100 85% 19
EsM1PDH3 98,5 55% 23

Table 11 : Résultats des prédictions de structure 3D par comparaison avec la structure
cristallisée de I'enzyme M1PDH de Shigella flexneri, réalisées avec le logiciel PHYRE2.

3) Analyse phylogénétique

Des analyses phylogénétiques de M1PDHs ont déja été publiées dans Michel et al, 2010 et
Dittami et al, 2012, et n'integrent qu'un nombre limité de séquences caractérisées au niveau
biochimique. Nous avons donc axé notre analyse, comme dans la partie 2.2, sur des enzymes pour
lesquelles I'activité M1PDH a été démontrée expérimentalement. Ainsi, a partir de I'alignement
(Figure 21), plusieurs groupes de M1PDH ont pu étre mis en évidence : un contenant des
séquences de bactéries, un autre avec des protéines de mycetes et un troisieme correspondant
aux algues brunes et a Eimeria (Figure 22). Les séquences d'’Agrobacterium et d'Acinetobacter ne
sont pas incluses dans ces groupes. Enfin, la protéine de Cryptoccocus est trés éloignée des autres.
La majorité des M1PDHs considérées font partie des Polyol-specific long-chain dehydrogenases
and reductases (PSLDRs) (Kavanagh et al. 2003). Ces PSLDRs sont des enzymes ne nécessitant pas
de cofacteur métallique, sont le plus souvent actives sous forme monomérique, et ont une
spécificité de substrat tres étroite. Leur taille varie entre 380 et 550 résidus. Par contre, La M1PDH
de Cryptococcus appartient a la famille des zinc-containing long-chain alcohol/polyol
dehydrogenases, est capable de réduire et d'oxyder une gamme plus large de substrats, et est
active sous forme d'un homotétramere (Suvarna et al, 2000). Par conséquent, il n'est pas
surprenant que cette enzyme soit éloignée au niveau phylogénétique des M1PDHs appartenant a

la famille des PSLDRs.
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Figure 22 : Arbre obtenu par analyse de maximum de vraisemblance ( le nombre de
Bootstrap étant de 500) réalisé avec le programme MEGAS5.1 (Tamura et al, 2011) a partir des
séquences protéiques M1PDHs. Les numéros d'accession sont donnés Figure 20. En vert, les
mycetes et la levure Cryptococcus, en bleu les bactéries, et en rouge les apicomplexa et les algues
brunes.
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Il) Caractérisation des genes M1PDH chez E. siliculosus

1) Détermination de l'activité M1PDH endogéne dans des échantillons d’algues

prélevés au cours du cycle diurnal

Les variations de la quantité de mannitol au cours du cycle diurnal chez E. siliculosus ont été
décrites par Gravot et al en 2010 (Figure 23A). On peut constater une augmentation du contenu
en mannitol lors de la phase lumineuse, et au contraire une diminution de la quantité de ce
polyalcool lors de la phase obscure, considérant que ces changements sont observés au cours des
deux jours d'expérimentation.

En paralléle a ce travail, des premieres mesures d'activité endogeéne M1PDH ont été effectuées
dans des extraits acellulaires d'E. siliculosus, a partir d'algues prélevées au cours de la phase
lumineuse du cycle diurnal. Ces résultats ont été publiés par Rousvoal et al en 20711. Dans le sens
réduction du F6P, I'activité mesurée était de 9.4 + 6.22 nmol min"'mg protéines™ (0.16 + 0.10 nkat
mg protéines™). Aucune activité enzymatique n'a été détectée dans le sens inverse de la réaction.
Afin de compléter ces résultats au cours de la these, I'activité M1PDH a été mesurée a différents
temps du cycle diurnal, en considérant des échantillons identiques a ceux utilisés pour le profilage
métabolique décrit ci-dessus. L'activité quantifiée dans les quatre échantillons testés est comprise
entre 3,09 + 0,29 et 4,83 + 0,86 nmol min"'mg protéines™ (soit 0,05 + 0,01 et 0,08 + 0,01 nkat mg
protéines™), et présente une faible augmentation au temps 21 h (fin de phase obscure)
(Figure 23B). Cependant, une analyse de variance a mesures répétées donne une valeur P = 0,16,
suggérant que les changements observés dans les échantillons au cours du temps ne sont pas
supportés au niveau statistique. L'oxydation du M1P en F6P a été mesurée sur les échantillons 3 h
et 6 h, mais aucune activité n'a été détectée.

Pour compléter ces observations, les résultats obtenus pour l'activité M1PDH ont été
comparés a ceux obtenus pour I'activité M1Pase, sur les mémes échantillons (Groisillier et al. 2014).
Cette activité est comprise entre 7,16 + 2,42 et 16,58 + 5,38 nmoles min™' mg protéines "' (0,12 +

0,04 et 0,28 + 0,09 nkat mg protéines™), et suit un profil similaire a celui de I'activit¢é M1PDH
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(Figure 23C). De méme, une analyse de variance a mesures répétées donne une valeur P = 0,11,
indiquant que ces changements ne sont pas supportés au niveau statistique.

Lorsque I'on compare ces données d’activités enzymatiques avec la variation du contenu en
mannitol, on peut constater qu'il n'y a pas de corrélation directe entre ces paramétres ; en effet,
apres 21h, la quantité de mannitol décroit dans les algues alors que les activités semblent
augmenter. Cependant, méme si les observations n‘ont pas de support statistique, il peut étre
suggéré que la possible augmentation des activités M1PDH et M1Pase en fin de phase obscure
précede I'augmentation du contenu en mannitol en début de phase lumineuse au cours du

deuxiéme jour d'expérimentation.
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Figure 23 : Variation de la quantité de mannitol (A) et mesures des activités enzymatiques
EsM1PDH (B) et EsM1Pase (C) au cours du cycle diurnal. Les barres en bleu clair représentent
les échantillons d'algues prélevés pendant les phases lumineuses et les barres en bleu foncé ceux
récoltés lors des phases obscures de deux cycles diurnaux consécutifs.
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2) Expression hétérologue des M1PDHs d’E. siliculosus chez Es. coli

Des expériences d'expression hétérologue ont déja été réalisées avec le gene ESM1PDH1 natif,
car il correspond au gene le plus exprimé parmi les trois codant pour des M1PDHs (Rousvoal et al.
2011). Cependant, aucune surexpression n'a pu étre observée. C'est pourquoi la caractérisation
biochimique de I'enzyme a été réalisée a partir d'extraits acellulaires d'Es. coli, par comparaison
entre des activités enzymatiques mesurées dans des extraits de bactéries ayant été transformées
avec un vecteur contenant le gene EsM1PDH1, et dans des extraits de bactéries contenant le
vecteur d'expression vide. Cependant, cette approche n'est pas la plus satisfaisante pour
déterminer les parametres cinétiques d’'une enzyme, c'est pourquoi nous avons mis en ceuvre une
nouvelle approche pour tenter de surexprimer dans la fraction soluble d'Es. coli différentes

constructions correspondant aux trois genes d'EsM1PDHs (Figure 24).

1 142-143 525
UNK ‘ M1PDH1 ‘
1 152-153 553‘
1 430

’ M1PDH3

Figure 24 : Description des protéines EsM1PDH1, 2 et 3 ciblées pour la production
d’EsM1PDHs recombinantes chez Es. coli. UNK : domaine de fonction inconnue. His : étiquette
histidine a I'extrémité N-terminale.

En effet, au lieu de considérer la séquence native du gene EsM1PDH1, et pour tenter
d'améliorer I'expression chez Es. coli d'une protéine issue d’'un organisme eucaryote trés éloigné
phylogénétiquement de cette bactérie, le gene d'EsM1PDH1 a été synthétisé par la société
GeneArt afin d’optimiser I'usage des codons chez Es. coli. Cette approche a aussi été menée pour
les deux autres génes. Pour le gene d'EsM1PDH1, 413 nucléotides ont été modifiés sur un total de
1575, soit 26% de différence entre la séquence d'Ectocarpus et celle optimisée par GeneArt. Pour
le gene d'EsM1PDH2, 472 nucléotides sur 1659 ont été modifiés soit 28%. Pour le gene
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d'EsM1PDH3, 356 nucléotides sur 1290 (28%) ont été altérés. On constate donc un changement
d'un peu plus de 25% en moyenne, soit un nucléotide sur 4, dans les séquences d'Ectocarpus. Les
modifications peuvent étre visualisées dans les Figures 54, 55 et 56 en annexe. De plus, une
analyse plus approfondie de la localisation de ces changements de bases révéele que celles qui sont

modifiées le sont majoritairement en troisieme position des codons (Table 12).

Position 1 Position 2 Position 3
EsM1PDH1 7,7% 4,3% 88%
EsM1PDH2 9,1% 5.1% 85,8%
EsM1PDH3 7,9% 4,8% 87,6%

Table 12 : Comparaison des bases modifiées dans les codons entre les séquences natives d’'E.
siliculosus et celles synthétisées par GeneArt.

2.1 Détermination de ['activitt M1PDH recombinante pour les trois enzymes complétes

possédant un tag histidine a I'extrémité N-terminale

2.1.1) Mesure d'activité M1PDH sur des extraits acellulaires d’Es. coli

Les premiers essais de clonage ont été réalisés sur les trois genes complets, avec un tag de six
histidines en position N-terminale. Des tests d'activité enzymatique ont ensuite été réalisés sur
extraits acellulaires d'Es. coli pour mettre en évidence une augmentation de I'activité M1PDH dans
les bactéries transformées avec les génes d'intérét. En effet, Es. coli possede une M1PDH (Chase,
1986). Seul le sens réduction du F6P a été testé. Pour chaque gene, les tests ont été réalisés sur
trois cultures issues de clones bactériens différents (réplicats biologiques 1, 2 et 3). Les activités
spécifiques calculées a partir des extraits acellulaires d’Es. coli pour les protéines EsM1PDHs
correspondent aux différences entre des activités M1PDH mesurées dans des extraits bactériens
préparés a partir de bactéries transformées avec un plasmide contenant un des genes EsM1PDH
et celles calculées dans des bactéries transformées avec un plasmide ne contenant pas de gene
d'algue. Une analyse statistique de type test t a été réalisée pour comparer les résultats déterminés

pour chacune des trois constructions.
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Ces expériences ont été réalisées en considérant les différents types de souches d'expression
transformées (BL21(DE3), BL21(DE3)codon+, origami(DE3), C41(DE3), C43(DE3)). Cependant, la
différence d'activité entre les extraits bactériens contenant le plasmide vide et ceux avec le
plasmide recombinant la plus forte a été observée pour les transformants BL21(DE3), et ce sont

ces résultats qui ont été exploités (Figure 25).
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Figure 25 : Résultats des tests d’activité enzymatique réalisés sur les extraits obtenus a partir
de bactéries BL21(DE3) transformées avec le vecteur pFO4 vide, et de bactéries BL21(DE3)
transformées avec un plasmide contenant un des trois génes ESM1PDH1, ESM1PDH2 ou
EsM1PDH3 optimisés.

On obtient des différences significatives d'activité de 23,27 nmol min™ mg™' de protéine pour
le géne EsM1PDH1 et de 12,34 nmol min" mg” de protéine pour le géne EsM1PDH2. Ces
différences sont du méme ordre de grandeur que celles observées lors du premier test
d'expression hétérologue du gene natif d'EsM1PDH1 chez Es. coli (Rousvoal et al. 2011). Par contre,
aucune différence n'a été mesurée pour EsM1PDH3.

Pour la suite du travail, seules les constructions transformées dans les cellules BL21(DE3) seront

considérées.
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2.1.2) Analyse du niveau de production des protéines EsM1PDH recombinantes dans les extraits

acellulaires bactériens

Suite a ces premiers résultats, la présence et les niveaux d'expression des différentes protéines
recombinantes ont été évalués par SDS-PAGE et par Western-blot avec un anticorps anti-His dirigé

contre |'étiquette histidine (Figure 26).

pFEsM1PDH1 pFEsM1PDH2 pFEsM1PDH3
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Figure 26 : Mise en évidence des protéines recombinantes ESM1PDH dans des extraits
bactériens par Western-blot. A : extrait bactérien contenant la protéine codée par le plasmide
pFEsSM1PDH1 ; B : extrait bactérien contenant la protéine codée par le plasmide pFEsM1PDH2 ; C:
extrait bactérien contenant la protéine codée par le plasmide pFEsM1PDH3. A gauche des trois
panels, marqueur de poids moléculaire en lumiere blanche. Ces photos sont représentatives
d’'expériences qui ont été répétées plusieurs fois.

Les cultures ont été réalisees dans 1 L de milieu ZYP5052. Le gel SDS n’a pas suffi a mettre en
évidence une surexpression des protéines d'intérét. Cependant, apres Western-blot, les extraits
bactériens préparés a partir de bactéries contenant le plasmide pFEsM1PDH1 présentent une
bande unique a la taille attendue pour la protéine d'intérét, soit environ 58 kDa, confirmant la
production de la protéine recombinante. Pour les extraits correspondant au plasmide
pFESM1PDH2, on constate deux bandes révélées sur la membrane. L'une est a la taille attendue
(environ 60 kDa), I'autre Iégérement plus haute. Ce phénomeéne a été observé a chaque fois que
cette expérience a été répétée. Il pourrait s'agir de la protéine recombinante EsM1PDH2 a laquelle
serait fixée une protéine présente chez Es. coli. Enfin, pour les extraits bactériens préparés pour la

protéine EsM1PDH3, une bande majoritaire est présente a la taille (soit environ 50 kDa), et
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plusieurs bandes aspécifiques sont aussi révélées sur la membrane, notamment a des poids

moléculaires plus élevés.

2.1.3) Tests de purification des trois enzymes EsM1PDH recombinantes

Les tests d'activité enzymatique sur extraits de bactéries et d'expression de protéines
recombinantes ayant été positifs, des essais de purification par chromatographie d'affinité ont été
réalisés sur les trois protéines. Cependant, aucune d’entre elles n'a pu étre purifiée apres cette
étape car aucune bande majoritaire n'a pu étre détectée sur gel SDS-PAGE. Considérant ces
résultats négatifs et le fait que les protéines recombinantes EsM1PDH1 et 3 ne se fixaient pas ou
treés peu sur colonne Hisprep, comme indiqué par I'absence de pic a DOasonm lors de I'élution, et
par la présence de bandes révélées par Western-blot uniquement dans les fractions non retenues
par la colonne, des essais plus poussés ont éte realisés a partir d'extraits de bactéries transformées

avec le plasmide pFEsM1PDH2.

HP GF
A A

Figure 27 : Gel SDS-PAGE d’extraits protéiques EsM1PDH2 aprés différentes étapes de
purification. HP : colonne d'affinité Hisprep, avec les fractions FT (fraction non retenue), C8 et C9
(fractions correspondant au pic de DOzsonm lors de I'élution). GF : gel filtration, avec plusieurs
fractions (C5, C12, D8, D9, E5, E6, F12, G9) correspondant aux différents pics d'élution.
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Ainsi, comme expliqué plus haut, apres migration d'un aliquote des extraits bactériens
avant purification, aucune surexpression n'a été constatée sur gel SDS-PAGE. Apres purification
par colonne d'affinité (Hisprep), par contre, plusieurs bandes a la taille attendue ont été
repérées mais aucune bande majoritaire (Figure 27). Aprés chromatographie d'exclusion de
taille (gel filtration, GF), quelques bandes de faible intensité ont été observées dans certaines
fractions. Ces observations ne concernent que les gels SDS-PAGE. Les Western-blot montrent
des bandes révélées apres purification par colonne d'affinité. Par contre, apres gel filtration,
seule une trés faible bande apparait dans les fractions correspondant a la taille attendue,
souvent difficile a distinguer sur gel SDS mais qui apparait en Western Blot. De plus, de l'activité
M1PDH a été mesurée apres GF dans certaines fractions contenant une bande de faible
intensité a la bonne taille (Figure 28). Cependant, la quantité de protéines récupérée dans les
fractions actives aprées Gel Filtration (GF) est faible, de I'ordre de 0,25 mg. Se posent alors deux
questions : (1) l'activité mesurée correspond-elle réellement a l'activité de la protéine
recombinante ou plutot a I'activité d'une protéine d’Es. coli contaminante, et (2) comment faire

pour augmenter le rendement de protéine recombinante purifiée aprés GF ?
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Figure 28 : Analyse par Western-blot d’extraits protéiques EsM1PDH2 aprés différentes
étapes de purification : FT : fraction non retenue en Hisprep, C9 et C10 : fractions correspondant
au pic de DO lors de I'élution d'Hisprep. Les fractions correspondant aux différents pics d'élution
en GF : C9, D4, D1, E1, E2, E3, E5, E6, E7, E9. M : marqueur de taille moléculaire.

Ces deux problemes pouvaient étre contournés en utilisant des méthodes de purifications
plus stringentes, et/ou en ajoutant des étapes au cours du processus de purification pour
augmenter le degré de pureté de la protéine d'intérét, tout en essayant de diminuer les pertes de
protéines entre chaque étape. Dans ce contexte, différents essais ont été réalisés :

-utilisation de différentes colonnes échangeuses d'anions (HiTrap Q FF et HiTrap Q HP), et de
colonnes de chromatographie a exclusion de taille, dont la Sephacryl s200 (résolution inférieure a
la Superdex, mais gamme de séparation plus large et matrice légerement différente)

-modifications des conditions de culture, dont la température (essais a 15, 20 et 37°C), le
milieu (LB doublement induit ou ZYP5052), le volume de culture (100 mL, 200mL ou 1 L), et la
durée de culture (24h, 28h, 32h et 48h).
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-modifications de la composition des tampons de purification, notamment leurs
concentrations en NaCl (0, 50, 100, 150, 200 et 300 mM) ou la concentration finale en imidazole
(500 mM ou 1 M).

Suite a ces différentes tentatives, le degré de purification, estimé par la quantité de bandes sur
gel, a été legerement amélioré en réalisant une étape de purification supplémentaire en amont de
I'Hisprep avec une échangeuse d'anions Q FF (Figure 29). Cependant, les quantités de protéines
purifiées étaient toujours extrémement faibles, et ne suffisaient pas pour envisager la
caractérisation enzymatique, ni pour découper les bandes afin de s'assurer de l'identité des

protéines intéressantes par spectrométrie de masse.

QFF HP
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Figure 29 : Gel SDS-PAGE d’extraits protéiques de EsM1PDH2 aprés deux étapes de
purification : une colonne échangeuse d'anions Q FF et une colonne d'affinité Hisprep (HP). FI :
fraction insoluble, obtenue a partir des culots apres lyse ; FT : fraction non retenue par la colonne.
M : marqueur de taille moléculaire.

Par contre, la présence de la protéine recombinante a été mise en évidence dans les fractions
insolubles, c'est-a-dire les corps d'inclusions correspondant a des agrégats de protéines non-
ordonnées, par migration en gel SDS-PAGE (Figure 29) et par Western-blot (Figure 30). Ce
résultat indique que la protéine ESM1PDH2 est bien produite par les bactéries, mais que la majeure

partie se retrouve dans les corps d'inclusion. Seulement une faible quantité d’EsM1PDH2 est
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présente dans la fraction soluble, comme observée apres immunodétection avec les anticorps anti-
his tag (Figure 30). Ceci permet quand méme de mesurer une activité M1PDH a partir de bactéries
contenant le plasmide pFEsM1PDH2, mais pas de purifier EsSM1PDH2. Des expériences ont donc
été menées pour tenter de récupérer les protéines recombinantes contenues dans ces fractions

insolubles.
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Figure 30 : Analyse par Western-blot de la fraction insoluble (FI) d'un extrait acellulaire
préparé a partir de bactéries transformées avec le plasmide pFEsM1PDH2, et correspondant
au gel SDS-PAGE de la Figure 28. FT : volume non retenu dans la colonne d'Hisprep. Q FF et HP :
fractions déposées apres colonne échangeuse d'anion et colonne d'affinité. M : marqueur de taille
moléculaire.

2.1.4) Essais de dénaturation/renaturation de la protéine recombinante EsM1PDH2 a partir de
corps d'inclusion

Une quantité importante de protéines ESM1PDH2 étant contenue dans la fraction insoluble,
les bactéries recombinantes ont été observées au microscope afin de vérifier la présence de corps
d'inclusions, et effectivement de telles structures ont été mises en évidence. Par conséquent, des

essais de dénaturation/renaturation de protéines ont été menés afin de pouvoir les extraire et les
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renaturer. Cependant, apres le criblage de 96 conditions de tampons pour tenter d'obtenir un
repliement correct des protéines dénaturées, aucune des conditions testées n'a permis d'obtenir
des résultats satisfaisants permettant d'envisager d'appliquer ce type de protocole pour obtenir

de la protéine recombinante active en quantité suffisante pour réaliser des tests biochimiques.

2.2)  Expression de protéines ESM1PDH complétes et tronquées, et contenant au moins un tag

histidine a leurs extrémités

Compte-tenu de ces résultats, deux nouvelles approches ont été envisagées pour purifier de
la M1PDH recombinante d'E. siliculosus. Dans un premier temps, il a été décidé d'essayer de
produire des formes tronquées pour les protéines ESM1PDH1 et 2, c'est-a-dire de ne pas
considérer I'extension N-terminale de fonction inconnue. En effet, la présence de ce domaine
pourrait géner la surexpression de ces protéines chez Es. coli, et/ou diminuer leur fixation a la
colonne de nickel lors de |'étape de purification par chromatographie d'affinité. De plus, pour
tenter de favoriser la fixation des protéines recombinantes a la colonne de nickel, une étiquette
histidine supplémentaire a été ajoutée a |'extrémité C-terminale des trois protéines EsSM1PDH. Les

différentes constructions considérées sont présentées Figure 31.

UNK M1PDH1 M1Full NC
1 383
M1PDH1 M1Short N
I M1Short NC
M2Full NC
M2Short N
1 M2Short NC
Il M1PDH3 M3Full NC

Figure 31 : Description des constructions ESM1PDH1, 2 et 3 ciblées afin de favoriser la
surexpression de protéines EsSM1PDH recombinantes chez Es. coli. UNK : domaine de fonction
inconnue. His : étiquette histidine aux extrémités N- et C-terminales.
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2.2.1) Mesure d'activité MT1PDH sur des extraits acellulaires d'Es. coli

La méme démarche que celle suivie dans la partie 2.1.1 a été mise en ceuvre apres les
nouveaux clonages. Mais ici les deux sens de la réaction ont été testés.
Concernant les résultats obtenus pour les extraits correspondant a la protéine EsM1PDH1, les trois
types de construction sont actifs dans les deux sens de la réaction (Figure 32), et les valeurs sont
similaires a celles décrites dans la partie 2.1.1 et dans Rousvoal et al. (2011). Ainsi, il semblerait que
I'absence de l'extension N-terminale et la présence de l'étiquette His aux deux extrémités

n'affectent pas l'activité de I'enzyme EsSM1PDH1.
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Figure 32 : Mesures d’activités enzymatiques effectuées pour les constructions d’'EsM1PDH1.
pFO4 : mesures d’activité enzymatique dans des extraits de bactéries transformées avec un vecteur
vide. M1Full NC : géne EsSM1PDH1 entier avec étiquette histidine en N-terminal et en C-terminal.
M1Short N : gene EsMT1PDH1 tronqué avec étiquette histidine en N-terminal. M1Short NC : gene
EsM1PDH1 tronqué avec étiquette histidine en N-terminal et en C-terminal. Un test t a été realisé
pour comparer les différences entre plasmide vide et plasmide contenant un gene EsM1PDH. Les
mesures ont éeté réalisées sur trois cultures issues de clones bactériens différents, et avec trois
réplicats techniques par culture.

Pour EsM1PDH2, l'activité de la construction M2Full NC dans le sens réduction du F6P est
similaire a celle mesurée en 2.1.1 (Figure 33). Une tres faible activité est peut-étre aussi présente
au niveau de la construction M2shortN, comme indiqué par le résultat du test statistique. Dans le
sens oxydation du M1P, cependant, M2Full NC et M2Short NC présentent une activité

enzymatique.
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Figure 33 : Mesures d’activités enzymatiques effectuées pour les constructions d'EsM1PDH2.
pFO4 : mesures d'activité enzymatique dans des extraits de bactéries transformées avec un vecteur
vide. M2Full NC : géne EsM1PDH2 entier avec étiquette histidine en N-terminal et en C-terminal.
M2Short N : géne EsSMT1PDH2 tronqué avec étiquette histidine en N-terminal. M2Short NC : géne
EsM1PDH2 tronqué avec étiquette histidine en N-terminal et en C-terminal. Un test t a été réalisé
pour comparer les différences entre plasmide vide et plasmide contenant un gene EsM1PDH. Les
mesures ont été réalisées sur trois cultures issues de clones bactériens différents, et avec trois
réplicats techniques par culture.

Enfin, pour I'enzyme EsM1PDH3, les deux constructions sont actives dans les deux sens de la
réaction (Figure 34). Ceci contraste avec les résultats présentés plus haut pour lesquels aucune
activité M1PDH n'a pu étre mesurée dans des extraits préparés a partir de bactéries transformées

avec le plasmide pFESM1PDH3.
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Figure 34 : Mesures d’activités enzymatiques effectuées pour les constructions d’'EsM1PDH3.
pFO4 : mesures d'activité enzymatique dans des extraits de bactéries transformées avec un vecteur
vide. M3Full N : géne EsM1PDH3 entier avec étiquette histidine en N-terminal. M3Full NC : gene
EsM1PDH3 entier avec étiquette histidine en N-terminal et en C-terminal. Un test t a été réalisé
pour comparer les différences entre plasmide vide et plasmide contenant un gene EsM1PDH. Les
mesures ont été réalisées sur trois cultures issues de clones bactériens différents, et avec trois

réplicats techniques par culture.
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L'ensemble de ces résultats indiquent que les trois protéines recombinantes d’'Ectocarpus
montrent de l'activité chez Es. coli. Par conséquent, I'étape suivante a consisté a mettre en évidence
s'il y avait ou pas surexpression des protéines dans la phase soluble, car c'est la condition

indispensable pour leur purification et leur caractérisation.

2.2.2) Analyse du niveau de production des protéines ESM1PDH recombinantes dans les extraits

acellulaires bactériens

Pour chaque protéine d'intérét et pour chaque construction, trois clones ont été traités en
paralléle : culture dans 10 ml de ZYP5052, préparation des extraits acellulaires, migration sur gel,
coloration au bleu de coomassie et immuno-détection par Western-blot avec des anticorps anti-
His tag.

Un gel SDS-PAGE a été réalisé apres lyse des bactéries avec, pour chaque construction
(EsM1PDH tronquée avec un tag histidine : M1Short N, EsSM1PDH tronquée avec deux tag
histidine : M1Short NC et ESM1PDH avec deux tag histidine : M1Full NC), dépot d'un aliquote de

la fraction soluble et de la fraction insoluble (Figure 35) obtenues pour les trois clones.

M1ShortNC | M1ShortN M1Full NC

Ml u t 5 I k j f e d’

Figure 35 : Exemple de gel SDS-PAGE obtenu aprés migration d’'aliquotes de fractions
insolubles et solubles pour les différentes constructions d’EsM1PDH1, en triplicats
biologiques (trois clones par construction). Pour chaque clone (représenté par une lettre), un
extrait de fraction insoluble est déposé, puis un extrait de fraction soluble. M : marqueur de taille
moléculaire. Les cercles rouges indiquent la présence d'une bande dans la fraction insoluble et
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dans la fraction soluble de I'extrait bactérien (premier encadré, M1Short N), ou la présence de la
bande d'intérét que dans la fraction insoluble de I'extrait bactérien (deuxieme encadré, M1Full NC).
M : marqueur de poids moléculaires en kDa.

Ces résultats montrent la présence de bandes a la taille attendue dans les fractions solubles
et insolubles pour les constructions M1Short N. Cependant, il est difficile d'étre absolument sar
que ces bandes correspondent a la protéine recherchée, en particulier a cause de la quantité
importante de protéines dans les fractions. Par conséquent, un test par Western-blot a été réalisé

(Figure 36).

M1Short NC M1iShort N M1full NC M

Figure 36 : Analyse par Western-blot de fractions insolubles et solubles décrites dans la
Figure 35 ci-dessus. Le méme ordre de chargement des échantillons a été appliqué. M1Short NC:
construction ESM1PDH1 tronquée avec deux tag histidine ; M1Short N : construction EsMT1PDH1
tronquée avec un tag histidine ; M1full NC : construction ESM1PDH1 avec deux tag histidine. M :
marqueur de poids moléculaires en kDa.

Pour I'enzyme EsM1PDH1, la fraction soluble obtenue a partir du clone | semble contenir une
quantité importante de protéine d'intérét, alors que ce n'est pas le cas pour les autres clones. Ce
clone correspond a la forme tronquée d'EsM1PDH1, avec un seul tag en N-terminal. Ce clone sera
donc considéré ultérieurement pour des expériences de purification.

Les gels SDS-PAGE des constructions M1PDH2 et MTPDH3 étant trés semblables a celui des
constructions M1PDH1 (nombreuses bandes présentes sans bande majoritaire a la taille attendue),
il n'a pas été jugé pertinent de les présenter. C'est pourquoi seules les analyses par Western-blot

sont illustrées ci-dessous.
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Les signaux obtenus avec |'anticorps anti-his sont trés faibles au niveau des fractions insolubles
pour la construction M2ShortNC, et quasiment inexistants au niveau des autres fractions produites
pour les ESM1PDH2 tronquées (Figure 37). Pour la construction correspondant au gene complet,
on constate des bandes a la bonne taille (environ 60 kDa) révélées dans les fractions insolubles et
un peu dans les fractions solubles. Suite a ces observations, des tests de production ont été réalisés
en volume plus important de culture (1L), mais ils n‘'ont pas permis de produire en plus grande

quantité les différentes formes des protéines d'intérét dans les fractions solubles.

M2ShortNC M2ShortN M2full NC M

Figure 37 : Analyse par Western-blot de fractions insolubles et solubles correspondant a 3
clones pour chaque construction d’'EsM1PDH2. M2Short NC : construction ESM1PDH2 tronquée
avec deux tag histidine ; M2Short N : construction EsSM1PDH2 tronquée avec un tag histidine ;
M2full NC : construction ESM1PDH2 avec deux tag histidine. M : marqueur de poids moléculaires
en kDa.

Pour I'enzyme EsM1PDH3, un grand nombre de bandes aspécifiques sont révélées par
immuno-détection, ne permettant pas de conclure quant a I'expression des différentes protéines
recombinantes (Figure 38). Cependant, il semble tout de méme qu’'une bande révélée avec plus

d'intensité se situe a la taille attendue (50 kDa).
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Figure 38 : Analyse par Western-blot de fractions solubles et insolubles correspondant a 3
clones pour chaque construction d’EsM1PDH3. M3full NC : construction EsM1PDH3 avec deux
tag histidine ; M3full N : construction EsMT1PDH3 avec un tag histidine. M : marqueur de poids
moléculaires en kDa.

Des doutes subsistants quant a la présence de protéines EsM1PDH3 recombinantes solubles
suite a ces résultats, des essais de purification sur la construction M3full N ont été réalisés.

Cependant, aucune purification de cette protéine n'a pu étre observée.

Suite aux différents tests réalisés sur les différentes constructions d’'EsM1PDH, la construction
la plus @ méme de permettre d'étudier une M1PDH d’E. siliculosus recombinante est la EsSM1PDH
tronquée (clone ) avec un seul tag histidine en N-terminal car elle semble surexprimée et donc
produite en quantité suffisante par Es. coli pour permettre la purification et la caractérisation d'une
M1PDH recombinante d'algue brune. C'est par conséquent sur cette protéine que les efforts ont

été portés dans la suite de ce chapitre.
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3) Purification et caractérisation biochimique de la forme tronquée d’'EsM1PDH1

3.1)  Purification de la protéine ESM1PDH1 tronquée a partir de cultures d’Es. coli.

Aprés culture en milieu ZYP5052 et lyse des cellules de bactéries par French Press, I'extrait
bactérien est purifié en deux étapes successives. Afin de séparer la protéine recombinante des
autres, elle est d'abord fixée sur colonne de nickel. L'élution de la protéine recombinante se fait
ensuite en appliquant un gradient d'imidazole, et on suit I'absorbance a 280 nm pour déterminer
quand elle est décrochée de la colonne (Figure 39). Pour la protéine EsSMT1PDH1 tronquée, cette

élution se fait lorsque le gradient d'imidazole atteint une concentration de 300 mM.
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Figure 39 : Profil d’'élution de la protéine ESM1PDH1 tronquée par un gradient d’'imidazole
a partir d’'une colonne d’affinité.

Les fractions correspondant a la protéine éluée sont alors considérées pour la seconde étape
de purification, basée sur I'utilisation d'une colonne de gel filtration qui permet de séparer les
molécules en fonction de leur taille. Une calibration de la colonne est au préalable nécessaire pour
pouvoir déterminer les temps d'élution de protéines de poids moléculaires connus, afin de pouvoir
établir une courbe de calibration qui permet ensuite de déterminer la masse de la protéine

d'intérét purifiée. La comparaison entre la masse déterminée expérimentalement et la masse

105



théorique de la protéine obtenue par analyse de la séquence primaire en acides aminés renseigne
quant a la structure quaternaire de la protéine recombinante. Pour faire la calibration, les protéines

B-amylase, éthanol déshydrogénase, albumine anhydrase carbonique ont été utilisées (Figure 40).
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Figure 40 : Elution de la protéine recombinante ESM1PDH1 tronquée par gel filtration et
estimation de son poids moléculaire. Des protéines de taille connue ont permis la calibration de
la colonne Superdex 200, réalisée sur I'Akta Avant (GE Healthcare, USA) : EtOH DH : éthanol
déshydrogénase. Ve : volume de sortie de la protéine de référence, Vo : volume mort de la colonne.

La protéine ESM1PDH1 tronquée est éluée majoritairement vers 87 mL. Cela correspond a un
ratio Ve/Vo de 87/44 = 1,977 et donc a une taille de 44 kDa. C'est dans cette fraction que la
concentration en protéines est la plus élevée et c’est aussi la seule ou de I'activité M1PDH a été
mise en évidence. Considérant que le poids moléculaire attendu était de 44 kDa, les résultats
suggerent que la protéine est active sous forme monomérique.

Afin d'analyser le degré de pureté apres gel filtration, un gel SDS-PAGE ainsi qu'un Western-

blot ont été réalisés (Figures 41 et 42).
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Figure 41 : Gel SDS-PAGE de fractions issues des étapes de chromatographie d’affinité (HP)
et d’exclusion de taille (GF) pour EsM1Short N. FT : fraction non retenue dans la colonne. M :
marqueur de poids moléculaires en kDa.

Les fractions B1, B2 et B3, correspondant a I'éluat de la colonne d'affinité, contiennent une
bande majoritaires a la taille attendue (environ 44 kDa). Cependant, quelques bandes aspécifiques
sont encore présentes, surtout dans la partie du gel correspondant a des poids moléculaires plus
élevés. Apres gel filtration, il n'y a quasiment plus de bandes aspécifiques dans les fractions C6, C7
et C8 correspondant a environ 87 mL. Le degré de pureté de I'échantillon protéique a donc été
amélioré. On peut également constater que dans les autres pics du profil d'élution de gel filtration
(A6, B12), il n'y a pas de bande majoritaire a la taille attendue, sauf pour le premier pic qui
correspond a I'élution de tous les agrégats de protéines. Une hypothéese possible est qu'une partie
de la protéine recombinante produite est emmenée par les agrégats, c'est pourquoi on la retrouve

aussi dans cette fraction.
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HP GF

Figure 42 : Analyse par Western-blot de fractions issues des étapes de chromatographie
d’affinité (HP) et d’'exclusion de taille (GF) pour EsM1Short N. L'ordre de chargement est le
méme que celui du gel au-dessus. Fractions FT : fraction non retenue dans la colonne en HP, B1
B2 B3 : fractions correspondantes au pic de DOzsonm lors de I'élution de la colonne HP, A6 : premier
pic de DO correspondant aux protéines de haut poids moléculaire en GF, B12 C1 : deuxiéme pic
de DO en GF, C6 C7 C8: pic de DO a environ 87 mL en GF correspondant a la taille attendue pour
le monomere de la protéine recombinant. A gauche, marqueur de poids moléculaire.

L'analyse par immuno-détection (Figure 42) révele la présence d'une bande unique dans
chaque fraction analysée, et a la méme taille que les bandes majoritaires observées sur gel SDS-
PAGE. Celles-ci semblent donc bien correspondre a la protéine recombinante surexprimée. De
plus, une analyse par DLS permettant d'évaluer la pureté d'un échantillon montre que I'extrait

protéique de M1Short N apres GF est monodisperse a 99,7%.
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3.2) Détermination des pH et tampons optimaux pour les mesures d'activités de

réduction du F6P et d'oxydation du M1P

Compte-tenu de la réversibilité de la réaction catalysée par les M1PDHes, les analyses de pH
optimum ont été réalisées dans les deux sens de la réaction. La gamme de pH testée va de 4 a
10 pour le sens réduction du F6P, et de 4 a 12 pour le sens d'oxydation du M1P car une analyse
bibliographique a montré que cette réaction a lieu plutét a pH basique. Différents tampons
ont été testés pour obtenir les différents pH : trois différents afin d'avoir des valeurs de pH se
chevauchant pour le sens réduction du F6P (le MES, le Tris acétate et le Tris-HCI), et cinq
différents pour le sens oxydation du M1P pour tenir compte de la difficulté a observer la

décroissance d'activité de I'enzyme a pH élevé. Les résultats sont présentés Figure 43.
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Figure 43 : Détermination du pH optimal pour I'activité de I'enzyme dans le sens réduction
du fructose-6-phosphate (A) et dans le sens oxydation du mannitol-1-phosphate (B). Pour
chaque point expérimental, les barres d'erreur représentent I'écart-type sur trois réplicats
techniques. Tous les tampons ont été préparés a 50 mM.

Pour la réduction du F6P, 'activité la plus forte a été mesurée a pH 7, condition qui a ensuite
été considérée comme 100%. Cette activité diminue a partir du pH 7, en présence de tampons a
pH plus acides et plus basiques. Elle représente 20 % de I'activité maximale a pH 9 et est quasiment
nulle a pH 5.5. Pour des pH compris entre 6 et 7, I'activité est la plus élevée en présence de tampon
Tris-HCI, puis en Tris-acétate. Les valeurs obtenues avec le Tris Acétate n‘'ont pas montré de
différence significative parmi les différents pH testés. Compte tenu de ces résultats, le tampon Tris-
HCI 100 mM a pH 7 a été utilisé pour tous les tests enzymatiques ultérieurs. Il est intéressant de
mentionner que lors de I'étude de I'activité EsM1PDH1 publiée en 2011, 'activité de réduction du
F6P a été mesurée en tampon 50 mM Tris-acétate pH 6,3, condition pour laquelle I'activité de la
forme tronquée recombinante de cette enzyme ne présente que 60% de son activité maximale
(Figure 43 A).

Pour l'oxydation du mannitol-1-phosphate, nous avons di utiliser une gamme de tampons
plus large afin de mieux appréhender la valeur du pH optimum. L'activité maximale a été mesurée
a pH 9-9.5 en tampon Tris-HCl ou Bis-Tris. Les valeurs obtenues pour ces pH avec les autres
tampons testés (glycine, Hepes-KOH) sont plus faibles. L'activité diminue a pH plus acide quel que
soit le tampon testé, jusqu'a pH 7 pour I'Hepes-KOH (15% d’activité) et jusqu'a pH 6,5 pour le
tampon Tris-HCl (5% d’activité). Pour les pH plus basiques que le pH optimum, I'activité se
maintient jusqu’a pH 9,5-10 pour les tampons Bis-Tris et glycine, et diminue a partir du pH 9,5
pour le tampon CAPS. Celui-ci est le tampon ou |'activité la plus faible par rapport aux autres a été
mesurée. Sur la base de ces observations, le tampon Tris-HCl a pH 9 sera utilisé dans les tests
enzymatiques ultérieurs. Comme mentionné plus haut pour l'activité de réduction du F6P, il faut
noter que lors des travaux de Rousvoal et al. (2011), I'activité d'oxydation du M1P a été déterminée
en présence de tampon 10 mM Hepes-KOH pH 9,0, qui permet de mesurer une activité égale a
seulement 40% de celle la plus élevée déterminée pour la protéine recombinante tronquée

(Figure 43 B).
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3.3) Détermination de la température optimale d'activité d'EsM1PDH1 tronquée

La température optimale d'activité enzymatique a aussi été déterminée dans les deux sens de
la réaction (Figure 44). Cependant, les tests ont d'abord été réalisés dans le sens de réduction du
F6P afin de déterminer un intervalle de température dans lequel I'enzyme est la plus active, puis

de comparer ces résultats avec ceux obtenus dans I'autre sens de la réaction.
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Figure 44 : Détermination de la température optimale d’activité enzymatique dans le sens
réduction du fructose-6-phosphate et d’oxydation du mannitol-1-phosphate. Pour chaque
point expérimental, les barres d'erreur représentent I'écart-type sur trois réplicas techniques.

D’apres les résultats obtenus, I'activité de I'enzyme est maximale entre 20 et 40°C pour le sens
réduction du F6P (100% d'activité a 30°C, Figure 44 A), et cette observation est confirmée pour
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I'oxydation du M1P (100% d'activité a 30°C aussi, Figure 44 B). Elle est quasiment nulle a 50°C. Par
contre, il est intéressant de noter que cette enzyme est toujours active a 5 et 10 °C, méme si les
valeurs d'activité sont divisées par 3 par rapport aux valeurs obtenues a 30°C pour le sens réduction
du F6P et par 5 dans l'autre sens de la réaction. Ainsi, 'enzyme EsM1PDH est active méme dans
les conditions ou la température descend sous les 10°C. Cette situation est possible dans le milieu

naturel, notamment a marée basse et en hiver.

3.4) Influence de la quantité de NaCl dans le milieu réactionnel sur les deux activités

d'EsM1PDH1 tronquée

L'influence du NaCl sur I'activité M1PDH avait déja été démontrée dans des extraits bruts d'Es.
coli en 2011 par I'équipe. Le but était donc ici de comparer les résultats entre une enzyme présente

dans un contexte physiologique particulier, et I'enzyme purifiée.
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(B) Oxydation du M1P
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Figure 45 : Influence du NaCl sur I'activité de I'enzyme M1short N, dans le sens réduction du
fructose-6-phosphate (A) et dans le sens oxydation du mannitol-1-phosphate (B). Pour
chaque point expérimental, les barres d'erreur représentent |'écart-type sur trois réplicats
techniques.

Dans le sens F6P donne M1P, on constate que I'ajout de NaCl dans le milieu réactionnel permet
d'augmenter l'activité spécifique de I'enzyme. En effet, la valeur la plus forte (définie comme 100%)
est obtenue apres incubation en présence de 200 mM de NaCl (Figure 45 A). En absence de NaCl,
I'activité correspond a 60 % de celle calculée précédemment. Par contre, des concentrations
supérieures a 200 mM inhibent cette activité, avec une diminution qui est quasiment
proportionnelle a la quantité de NaCl rajoutée.

L'activité d'oxydation du M1P est aussi influencée par la concentration en NaCl, dans des
proportions similaires a ce qui a été observé pour la réaction inverse (Figure 45 B). L'activité
maximale a été mesurée aussi en présence de 200 mM de NaCl, alors qu'elle est moitié moins
élevée en absence de chlorure de sodium. Il est également intéressant de noter que I'activité dans
le sens oxydation du mannitol-1-phosphate semble moins sensible a de fortes concentrations de
NaCl que I'activité inverse : en effet a 1 M de NaCl, I'enzyme est toujours a plus de 40% de son
activité maximale, alors qu’elle descend a moins de 20% pour le sens réduction du fructose-6-
phosphate.

Ces résultats sur I'enzyme tronquée purifiée montrent que l'influence du NaCl sur I'activité
enzymatique dans les deux sens est similaire, ce qui est différent de ce qui a été observé apres

mesures a partir d'extraits bactériens contenant I'enzyme EsSM1PDH1 entiere. En effet, I'activité de
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réduction du F6P était stimulée par addition de 100-200 mM de NaCl dans le milieu réactionnel,
mais, dans l'autre sens de la réaction, une inhibition de l'activité dés I'ajout de 100 mM de NaCl
avait été observée (Rousvoal et al. 2011). Ces résultats peuvent peut-étre s'expliquer par le fait que
le type de protéines utilisé pour réaliser ces expériences est différent, enzyme entiere maintenue
en contact avec des composants cellulaires bactériens d'un c6té, et enzyme purifiée tronquée de

I'autre.

3.5) Influence de différents cofacteurs sur les activités enzymatiques

Jusqu'a présent, c'est le NAD(H) qui a été considéré pour les mesures d'activités enzymatiques.
Afin de vérifier que c’est bien le cofacteur le plus efficace pour ces deux réactions, le NAD(H) a été

remplacé par le NADP(H) dans les milieux réactionnels (Figure 46).

(A) Oxydation du M1P: (B) Réduction du F6P:
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Figure 46 : Influence de la nature du cofacteur sur les activités d’'oxydation du M1P (A) et
de réduction du F6P (B). Deux couples de cofacteurs ont été testés : le NADH/NAD?, et le
NADPH/NADP®. Pour chaque point expérimental, les barres d’erreur représentent I'écart-type sur
trois réplicats techniques.

D'apres les résultats obtenus, I'activité spécifique de I'enzyme est plus importante pour le
couple NADH/NAD™ que pour le couple NADPH/NADP”. L'influence du cofacteur est plus forte sur
I'activité d’'oxydation que sur celle de réduction, et confirme les observations précédentes sur

I'enzyme d’E. siliculosus présente dans des extraits bactériens (Rousvoal et al. 2011).
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3.6)  Etude des paramétres cinétiques d'EsM1PDH1 tronquée

Les activités mesurées sur I'enzyme suivent une cinétique de type Michaelienne en présence
de substrats et en présence de cofacteurs. Les valeurs obtenues ont ainsi été utilisées pour obtenir
des représentations de Lineweaver & Burk. C'est a partir de ces représentations que les constantes

cinétiques (Vm, Km, keat €t keat/Km) Ont été calculées.

3.7.1) Sens réduction du fructose-6-phosphate

Afin de déterminer les parameétres cinétiques de I'enzyme recombinante purifiée ESM1PDH1
tronquée, les activités enzymatiques spécifiques ont été calculées en présence de F6P, dans une

gamme de concentrations allant de 0,1 a 20 mM (Figure 47).
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Figure 47 : Détermination des parametres cinétiques de I'enzyme EsM1short N dans le sens
réduction du fructose-6-phosphate. (A) Représentation de Michaelis and Menten. Pour chaque
point expérimental, les barres d'erreur représentent |'écart-type sur trois réplicats techniques. (B)
Graphique de Lineweaver & Burk déduit a partir des valeurs décrites dans la partie A.

A pH7, cette protéine suit une cinétique de type Michaelienne en fonction de la concentration
en F6P. Les valeurs de Vi, augmentent jusqu'a une valeur de concentration en F6P de 5 mM, puis
cette Vi, stagne pour les autres conditions testées. La constante de Michaelis-Menten (Ky») calculée
pour ce substrat est de 0,19 mM, et sa vitesse maximale (Vi) de 46 umol min™’ mg'1. Le turnover
(keat) est de 32 s7" et le kea/Km de 0,17 M" 57,

De plus, d'autres substrats tels le glucose-6-phosphate et le mannose-6-phosphate ont été
testés afin de déterminer la spécificité de I'enzyme. Aucune activité n'a été mesurée avec ces
substrats, indiquant que la M1PDH1 est strictement spécifique au F6P dans ce sens de la réaction.
Les parameétres cinétiques ont également été calculés pour le cofacteur NADH, avec des

concentrations allant de 0,05 mM a 1 mM (Figure 48).
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Figure 48 : Détermination des parameétres cinétiques du cofacteur NADH dans le sens
réduction du fructose-6-phosphate. (A) Représentation de Michaelis and Menten. Pour chaque
concentration, les barres d'erreur représentent I'écart-type sur trois réplicats techniques. (B)
Graphique de Lineweaver & Burk déduit a partir des valeurs décrites dans la partie A,
correspondantes aux concentrations de NADH de 0,05 a 1 mM.

La courbe de Michaelis and Menten montre que la vitesse d'activité de I'enzyme est inhibée
pour des concentrations de NADH supérieures a 1 mM. Par conséquent, pour le calcul des
constantes cinétiques, les vitesses de réactions correspondant aux conditions 2 mM et 5 mM n’ont
pas été considérées. La constante de Michaelis-Menten (Kn») calculée pour ce substrat est de 0,16

mM, sa vitesse maximale (Vi) de 74 ymol min™' mg™,et le kca/Km de 0,2 M ™.
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3.7.2) Sens oxydation du mannitol-1-phosphate

Dans l'autre sens de la réaction, les activités enzymatiques spécifiques ont été calculées en
présence de M1P, dans une gamme de concentrations allant de 0,25 a 10 mM. A pH 9, la protéine
suit une cinétique de type Michaelienne en fonction de la concentration en M1P (Figure 49). La
constante de Michaelis-Menten (Ki) calculée pour ce substrat est de 0,38 mM, et sa vitesse

maximale (V) de 15,6 umol min™ mg™. Le turnover (ke) est de 10,9 s'et le kcat/Kim de 0,03 M s”
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(B) Mannitol-1-phosphate
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Figure 49 : Détermination des parameétres cinétiques de I'enzyme EsM1short N dans le sens
oxydation du mannitol-1-phosphate. (A) Représentation de Michaelis-Menten. Pour chaque
point expérimental, les barres d’erreur représentent I'écart-type sur trois réplicas techniques. (B)
Graphique de Lineweaver & Burk déduit a partir des valeurs décrites dans la partie A.

De plus, d'autres substrats tels le glucose-1-phosphate et le mannose-1-phosphate ont été
testés afin de déterminer la spécificité de I'enzyme, et aucune activité n'a été détectée en présence
de ces deux sucres phosphatés. L'activité de la M1PDH1 tronquée semble donc strictement
spécifique du M1P dans ce sens de la réaction.

Les parametres cinétiques ont également été calculés pour le cofacteur NAD", avec des
concentrations allant de 0,01 mM a 1 mM (Figure 50). La constante de Michaelis-Menten (K)
calculée pour ce substrat est de 0,022 mM, sa vitesse maximale (Vi) de 1,95 pmol min mg‘1, et le

Keat/Km de 0,495 M s,
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Figure 50 : Détermination des parametres cinétiques du cofacteur NAD* dans le sens
oxydation du M1P. (A) Représentation de Michaelis and Menten. Pour chaque point
expérimental, les barres d'erreur représentent I'écart-type sur trois réplicas techniques. (B)
Graphique de Lineweaver & Burk, déduit a partir des valeurs décrites dans la partie A.

3.7.3) Comparaison des parametres cinétiques entre MT1PDH étudiées chez divers organismes

Les parametres cinétiques obtenus pour I'EsM1PDH1 tronquée recombinante ont éte

comparés a ceux déterminés pour des M1PDHs procaryotiques et eucaryotiques (Table 13). Cette
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liste n'est dans sans doute pas exhaustive, mais se veut représentative des différents organismes

chez lesquels I'enzyme a été étudiée.

Activité spécifique
ou Vm mesurée en

Organisme . Km substrat (mM) | Km cofacteurs (mM) = Préparation enzymatique
pgmol min™ mg
protéines’
N 46 (F6P) 0,19 (F6P) 0,16 (NADH) :
E. siliculosus Enzymes recombinantes
Al 15,6 (M1P) 0,38 (M1P) 0,022 (NAD")
ues
9 Purification partielle
brunes o 0,28 (F6P) TR,
Sargassum pacificum (précipitation au sulfate
0,25 (M1P) .
d’ammonium)
0,15 (F6P) )
Extraits
Algues ) 0,023; 22,9 1458 (F6P+NaCl) 5,4 (NADH"NaCl) ) ™
Caloglossa continua acellulaires+purifié (par
rouges 138 (M1P+NaCl) 32 (NAD*+NaCl) o
gel filtration)
0,05 (M1P)
S 0,69 (F6P) : :
Caloglossa leprieurii Extraits acellulaires
0,09 M1P)
o ) 1,18 (F6P) : :
Dixoniella grisea Extraits acellulaires
0,61 (M1P)
Algues Tetraselmis ) )
] ) 5,5 (F6P) Extraits acellulaires
vertes subcordiformis
L. . 0,2 (F6P) ) .
Bactéries Es. coli 37 Extraits acellulaires
0.2 (MIP)
. . 13,6 (MM) . .
Acinetobacter baylyi 130 Extraits acellulaires
. Purification partielle
Brochothrix 0,25 (F6P) 0,03 (NADH) L
(précipitation au sulfate
thermosphacta 0,05 (M1P) 0,05 (NAD") , }
d’ammonium)
Purification partielle
(précipitation au sulfate
1,66 (F6P) 0,016 (NADH) :
Streptococcus mutans d’ammonium et
0,15 (M1P) 0,06 (NAD") :
chromatographie
d'affinité)
Fungi Micromonospora 0,248, 0,477 Extraits acellulaires
) . 80 2,1 (F6P) 0,014 (NADH) Extraits acellulaires
Aspergillus fumigatus .
170 0,23 (M1P) 0,75 (NAD") Enzyme purifiée
Purification partielle
) ) 0,54 (F6P) 0,005 (NADH) L
Aspergillus niger (précipitation au butyryl
0,038 (M1P) 0,083 (NAD")
alcohol)
Purification partielle
Cryptococcus 0,3 (F6P) 0,099 (NADH) L
(précipitation au
neoformans 0,055 (M1P) 0,11 (NADY) )
protamine sulfate)
Parasites Ei. tenella 0,2(F6P) Extraits acellulaires

Table 13 : Comparaison des paramétres cinétiques obtenus pour des M1PDH de diverses
origines. Les substrats considérés pour la détermination des parameétres cinétiques sont indiqués
entre parenthéses. Les valeurs pour les différentes enzymes ont été extraites de la base de données
BRENDA (http://www.brenda-enzymes.info/), ou sont centralisées des données concernant des

enzymes connues ainsi que les références bibliographiques correspondantes, et dans les références
suivantes : lkawa et al., 1972; Eggert et al., 2006; Richter and Kirst, 1987.
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Les valeurs de paramétres cinétiques obtenus pour I'enzyme recombinante M1PDH1 tronquée
d’E. siliculosus sont semblables a celles retrouvées chez différents organismes d'origine tres
distincte tels que I'algue rouge Caloglossa, la bactérie Brochothrix thermosphacta et les mycétes
Aspergillus niger et Cryptococcus neoformans. La constante cinétique correspondant au F6P est
également semblable a celle retrouvée chez le parasite Ei. tenella. Cependant, tres peu de tests ont
été réalisés avec des protéines purifiées. Il est donc difficile de comparer ces valeurs de paramétres
cinétigues et de conclure, d'autant plus que ces tests n‘ont sans doute pas été tous réalisés dans

les conditions optimales pour l'activité de I'enzyme (tampon, pH, température,...).
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IlIl) Analyse de la variation de I'expression des génes du

cycle du mannitol au cours du cycle diurnal

1) Les génes de synthése du mannitol

L'étude de la variation de |'expression des génes du cycle du mannitol a été réalisée dans un
contexte particulier, celui du cycle diurnal. Il s'agit de l'alternance entre la phase lumineuse et la
phase obscure. Parmi les genes responsables de la biosynthése du mannitol, I'expression de ceux
correspondant aux M1PDHs a d'abord été étudiée. Des expériences similaires ont déja été décrites
dans l'article Rousvoal et al. (2011), et ont été menées sur des échantillons d'algues prélevés toutes
les 6 h pendant deux jours consécutifs. De plus, ces résultats ont été obtenus avec un appareil de
PCR quantitative qui n'est plus utilisé a la Station (Chromo4, Bio-Rad). Par conséquent, afin de
pouvoir comparer des variations de profil d'expression des genes M1PDH avec ceux des autres
génes codant pour des protéines impliquées dans le cycle du mannitol dans des conditions
expérimentales similaires, ces expériences ont été refaites et complétées avec des échantillons
correspondant a des algues prélevées toutes les 3h pendant le premier jour de I'expérience, pour
tenter notamment d'étre plus résolutif. De plus, comme I|'appareil de PCRq utilisé n'est pas le
méme (LightCycler 480, Roche), de nouvelles amorces ont été déterminées pour ces expériences.

Les résultats sont présentés Figure 51. Pour le gene EsMTPDH1, on constate que I'expression
relative augmente jusqu’a 12 h apres le début de I'expérience, puis diminue pendant les 12 h
suivantes, suggérant une expression plus élevée au moment de la transition jour-nuit. Ce
phénomene semble se répéter pendant les deux jours consécutifs, bien que les niveaux
d'expression soient plus faibles au cours du deuxiéme jour. L'ensemble de ces observations est
supporté au niveau statistique. Les profils observés pour le gene EsM1PDHZ2 sont un peu différents.
L'expression relative diminue pendant les six premieres heures de |'expérience, puis augmente
jusqu'au temps 18 h, et diminue a nouveau lors du premier jour. Ces variations sont significatives
au niveau statistique. Comme pour le gene EsSMTPDH1, ce phénoméne semble se répéter le
deuxieme jour. Des profils similaires sont observés pour le géne EsM1PDH3, mais décalé dans le
temps puisque I'expression relative la plus faible est observée au temps 12 h et non au temps 6 h

comme pour EsMTPDH2. Cependant, ces variations ne sont pas supportées au niveau statistique.
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De plus, alors que pour les genes EsMT1PDH1 et EsSMTPHZ2 les niveaux d'expression relative

sont similaires, on constate que les valeurs pour le gene EsM1PDH3 sont tres faibles, ce qui est a

corréler avec I'absence d'EST dans les ressources génomiques d'E. siliculosus (Cock et al. 2010).
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Figure 51 : Profils d’expression relative des génes EsSMTPDH]1, 2 et 3 en fonction du cycle
diurnal. Bleu clair: algues prélevées pendant le jour ; bleu foncé : algues prélevées pendant la nuit.
Les tests ont été réalisés en triplicats biologiques pour le premier jour, et en duplicats biologiques
pour le second jour. Pour chaque point expérimental, les barres d'erreur représentent I'écart-type
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sur trois réplicats techniques. L'analyse statistique des résultats a été réalisée par ANOVA a
mesures répétées en considérant le facteur « temps » pour les panels de gauche, et les facteurs
‘temps », « jour » et « interaction temps et jour » pour les panels de droite comme facteurs de
variation.

L'analyse de I'expression de ces trois génes suggere qu'ils sont régulés au niveau
transcriptionnel au cours du cycle diurnal, avec des rythmes d’expression différents. Des profils
similaires ont été publiés pour EsMTPDH1 et EsM1PDH2 (Rousvoal et al. 2011). Par contre, il est
difficile de vouloir comparer les expressions relatives obtenues avec deux appareils différents

(Biorad et Roche), les amorces utilisées n'étant pas les mémes.

L'expression des genes EsM1Pasel et EsM1Pase2 avait été analysée en début de thése, et ces
résultats sont publiés dans Groisillier et al. (2014). Cependant, pour les mémes raisons que celles
décrites pour les genes M1PDH, des analyses ont été refaites, et les résultats sont présentés
Figure 52. Pour le géne EsMT1Pase]l, la quantité de transcrits diminue durant la période de nuit le
premier jour, mais ces observations ne sont pas supportées par I'analyse ANOVA. Ce phénomeéne
semble se répéter sur les deux jours car sur 48h de test, on peut voir que la quantité de transcrits
diminue durant les phases obscures et augmente durant les phases lumineuses. Les variations liées
au temps d'expérimentation sont significatives. Pour le gene EsM1Pase2, les profils sont différents.
En effet, les niveaux de transcrits semblent augmenter puis diminuer durant le jour, et ce
phénomene se répete durant la nuit. Ces résultats sont soutenus par I'analyse statistique. Ce type
de profil se retrouve sur les deux jours d'expérience. Les profils obtenus pour les deux génes sont

similaires a ceux décrits dans Groisillier et al. (2014).
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Figure 52 : Profils d’expression relative des génes EsM71Pasel et 2 en fonction du cycle
diurnal obtenus par PCR quantitative. Bleu clair: algues prélevées pendant le jour ; bleu foncé :
algues prélevées pendant la nuit. Les tests ont été réalisés en triplicats biologiques pour le premier
jour, et en duplicats biologiques pour le second jour. Pour chaque point expérimental, les barres
d'erreur représentent I'écart-type sur trois réplicats techniques. L'analyse statistique des résultats
a été réalisée par ANOVA a mesures répétées en considérant le facteur « temps » pour les panels
de gauche, et les facteurs 'temps », « jour » et « interaction temps et jour » pour les panels de
droite comme facteurs de variation.

2) Les génes de recyclage du mannitol

Enfin, la méme analyse a été réalisée pour les deux génes impliqués dans le recyclage du
mannitol : EsSM2DH et EsHK. On observe des différences dans les valeurs d'expressions relatives

obtenues entre les échantillons prélevés sur 24 h et ceux prélevés sur 48 h, qui restent a ce jour
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inexpliquées. En effet, ces expériences ont été refaites plusieurs fois avec toujours les mémes
résultats. Qui plus est, les échantillons du premier jour pour les panels de droite sont les mémes
que ceux considérés pour les panels de gauche.

Pour le gene EsM2DH, il ne semble pas y avoir de différence significative dans I'expression
relative durant le premier jour (Figure 53). Cela semble également étre le cas pour les échantillons
prélevés sur 48h, et les niveaux d'expression relative sont moins élevés que ceux du jour 1.

Pour le gene EsHK, une différence significative dans I'expression relative est constatée durant
le premier jour, méme si aucune tendance ne semble se dégager (Figure 53). La méme observation

est possible pour les échantillons prélevés sur deux jours.
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Figure 53 : Profils d’expression relative des génes EsM2DH et EsHK en fonction du cycle
diurnal obtenus par PCR quantitative. Bleu clair: algues prélevées pendant le jour ; bleu foncé :
algues prélevées pendant la nuit. Les tests ont été réalisés en triplicats biologiques pour le premier
jour, et en duplicats biologiques pour le second jour. Pour chaque point expérimental, les barres
d'erreur représentent I'écart-type sur trois réplicas techniques. L'analyse statistique des résultats a
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été réalisée par ANOVA a mesures répétées en considérant le facteur « temps » pour les panels de
gauche, et les facteurs ‘temps », « jour » et « interaction temps et jour » pour les panels de droite
comme facteurs de variation.

Nous avons voulu étudier la variation de I'expression des genes du cycle du mannitol chez E.
siliculosus dans le contexte du cycle diurnal. Ceux correspondant aux enzymes de synthese du
mannitol semblent étre régulés au niveau transcriptionnel au cours de l'alternance jour/nuit, mais
avec des rythmes différents. En revanche, il ne semble pas y avoir de régulation transcriptionnelle
pour les genes du recyclage du mannitol, car méme si une différence significative est observée

pour le gene EsHK au cours d'une journée, le cycle diurnal ne semble pas en étre la cause.
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1. Les M1PDHs d’algues brunes: des M1PDHs pas tout a fait comme les autres

Le mannitol est une moléculaire ubiquitaire car produite par une large diversité
d'organisme, excepté les animaux. Cependant, les enzymes impliquées dans son métabolisme, et

en particulier les déshydrogénases, sont différentes selon les organismes considérés (Table 14).

Enzyme Numéro Réaction catalysée Exemple d’organisme
EC

Mannitol-1- 1.1.1.17 D-mannitol  1-phosphate + E siliculosus

phosphate NAD(+) <=> D-fructose 6- (Rousvoaletal, 2011)

déshydrogénase phosphate + NADH

Mannitol-2- 1.1.1.67 D-mannitol + NAD(+) <=> D- Pseudomonas

déshydrogénase fructose + NADH fluorescens

(Brinker et al., 1997)

Mannitol-2- 1.1.1.138 D-mannitol + NADP(+) <=> D- Alternaria alternata
déshydrogénase fructose + NADPH (Velez et al., 2007)
Mannitol-1- 1.1.1.255 D-mannitol + NAD* <=> D- Céleri
déshydrogénase mannose + NADH (Stoop et al., 1995)
Mannitol 1.1.2.2 D-mannitol + ferricytochrome ¢  Acetobacter xylinum
déshydrogénase <=> D-fructose + (Oikawa et al., 2014)
(cytochrome) ferrocytochrome ¢ + 2 H(+)

Tableau 14: Différents types de déshydrogénases impliquées dans le métabolisme du
mannitol. <=> indique une réaction réversible.

Si I'on fait abstraction de l'activité correspondant au numéro EC 1.1.2.2 et qui correspond
a une enzyme utilisant un cytochrome comme accepteur, les autres déshydrogénases
appartiennent a trois superfamilles principales d'alcool déshydrogénases. La premiere correspond
aux « short-chain dehydrogenases/reductases » (SDR), caractérisées par une taille d’environ 250
acides aminés. En N-terminal, elles contiennent un site de fixation pour le coenzyme dont le motif
conservé est Gly-X-X-X-Gly-X-Gly, et un autre motif Tyr-X-X-X-Lys essentiel pour l'activité
catalytique (Jornvall and Persson, 1995). Ces protéines ne contiennent pas de zinc. La seconde
famille correspond aux « medium chain dehydrogenases/reductases », qui comprend des
protéines d'environ 350 acides aminés, dépendent du zinc pour leurs activités enzymatiques, et
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ont un motif de fixation du coenzyme qui est Gly-X-Gly-X-X-Gly (Riveros-Rosas et al., 2003). Enfin,
la troisieme superfamille est celle des « long-chain dehydrogenases/reductases », et regroupe des
protéines dont la taille est comprise entre 360 et 550 acides aminés (Persson et al,, 1991). Au sein
de cette superfamille, on distingue le groupe des « polyol-specific long-chain
dehydrogenases/reductases »(PSLDRs), qui contient a la fois des M1PDH et des M2DH, mais aussi
des D-mannonate 5-oxydoréductases, des D-altronate 5-oxydoréductases, et des D-arabinitol 4-
déshydrogénase de procaryotes et d'eucaryotes, qui forment plusieurs sous-familles bien
distinctes (Klimacek and Nidetzky, 2002). Ces PSLDRs se distinguent en outre par un site conservé
de fixation du cofacteur (Gly-X-Gly(Ser)-X-X-X-Arg(Leu)) et par un motif particulier Lys-X-X-X-X-
Asn-X-X-His qui jouerait un réle majeur dans la liaison du substrat et la catalyse (Klimacek et
Nidetzky, 2002). Les PSLDRs catalysent des réactions d'oxydo-réductions impliquant des alcools
secondaires en présence des co-facteurs NAD(H) ou NADP(H), mais en absence de métal. En plus
du réle dans le métabolisme du mannitol, certaines peuvent étre impliquées dans la voie de
dégradation des héxuronates ainsi que le métabolisme de |'arabinitol. Au niveau structural, le site
actif des PSLDRs est localisé dans une crevasse formée par le rapprochement du domaine
Rossmann-fold situé dans la partie N-terminale, qui fixe le coenzyme, et le domaine C-terminal
contenant plusieurs hélices alpha et les résidus impliqués dans la fixation du substrat, la
reconnaissance et la catalyse. Ce site actif contient une tétrade de résidus Lys / Asn / His tres
conservée au sein de laquelle I'acide aminé Lys correspond au site catalytic (Kavanagh et al., 2002,
2003). Parmi les PSLDRs, les M1PDHs sont les enzymes les plus courtes (environ 360 acides
aminés), mais contiennent tous les éléments structuraux caractéristiques de ce groupe de
protéines. Afin de déterminer si la différence de taille entre les M1PDH et les autres PSLDRs
s'explique par la délétion d'une partie unique de protéine ou par plusieurs délétions de séquences
a l'intérieur des M1PDHes, les structures secondaires de plusieurs PSLDRs avec des spécificités de
substrats différentes, ont été comparées (Kavanagh et al,, 2003). Ainsi, il a été observé chez les
M1PDHs I'absence d'un certain nombre d'hélices et de brins localisés a la surface des autres
PSLDRs, alors que les éléments de structure secondaire qui sont dans la partie « core » sont
conservés. Ceci suggere que des gains et pertes d'éléments ont eu lieu au cours de I'évolution des
PSLDRs, plutét qu'un évenement unique de troncature ou de fusion.

Compte-tenu de la position phylogénétique des M1PDH d'algues brunes et d'Ei. tenella, et
la présence d'une extension N-terminale unique aux M1PDHs de ces organismes, on peut suggérer

que ces quatre séquences représentent une nouvelle branche dans la famille des PLSDRs. Méme
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si elles n'ont pas été encore caractérisées, il est aussi envisageable de penser que les deux génes
de M1PDH identifiés chez Micromonas (Michel et al, 2010), qui ne possedent pas d'extension N-
terminale, appartiennent aussi a cette branche. La taille de la partie M1PDH correspond a 383-430
acides aminés pour les EsM1PDHs d'Ectocarpus et S. japonica, 441 acides aminés pour Ei. tenella,
et 530 acides aminés chez Micromonas.

La présence de cette extension N-terminale est intrigante a plusieurs niveaux. L'alignement
de cette séquence en acides aminés a permis de mettre en évidence de courts motifs conservés
entre algue brune et sporozoaire. Cependant, elle ne contient ni domaine transmembranaire, ni
site conservé pouvant donner une quelconque indication quant a son importance dans la
localisation et/ou la régulation de l'activité de la protéine qui la contient. Qui plus est, cette
extension n'est pas indispensable a l'activité de l'enzyme M1PDH1 car la forme tronquée
recombinante est la seule protéine qui a pu étre exprimée soluble et ensuite purifiée pour effectuer
la caractérisation biochimique. Une des voies qui pourrait étre suivie pour élucider la fonction de
cette extension N-terminale pourrait-étre de produire la protéine correspondante en quantité
suffisante pour réaliser des expériences de pull-down. En effet, on pourrait ainsi déterminer si cette
extension intervient dans la fixation de protéines, et si oui, chercher a identifier ces protéines.

Chez la diatomée Phaeodactylum tricornutum, une extension N-terminale a été observée
chez une enzyme impliquée dans le métabolisme des stérols (Fabris et al, 2014). La protéine
complete n'a pas pu étre exprimée ni chez Es. coli ni chez S. cerevisiae, cependant une forme
délétée de 46 acides aminés en N-terminal a pu étre surexprimée chez Es. coli. Cette protéine
tronquée n'étant pas active, les auteurs ont essayé de surexprimer la protéine complete dans une
autre souche de levure (TM5) congue pour une induction plus importante de la protéine
recombinante. Cependant, la séquence de 46 acides aminés qui a été enlevée posséde un signal
d'adressage potentiel au reticulum endoplasmique ce qui peut étre la cause de la difficulté
rencontrée par les auteurs pour la surexpression de la protéine compléte.

Concernant la caractérisation de la M1PDH d'Ei tenella, |'expression du gene
correspondant n‘a été observée qu'a un niveau faible chez Es. coli et les cellules de mammiferes
COS (résultats non publiés), alors qu’elle a été plus efficace chez la levure Saccharomyces cerevisiae
et le systeme baculovirus (Schmatz, 1997; Geary and Favreau, 2004). En effet, un des facteurs qui
semblent avoir compliqué I'expression de la M1PDH chez Es. coli est que cette protéine forme des
complexes avec des protéines de type 14-3-3 d'Es. coli (Geary and Favreau, 2004). Il a aussi été

observé la formation de complexes entre MTPDH et 14-3-3 dans le parasite. Les protéines 14-3-3
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sont connues pour intervenir dans la transduction de signaux, la régulation de la transcription, et
le contrdle du cycle cellulaire chez les cellules eucaryotes (Aitken 1996). Dans ce contexte, il a été
suggéré que ces protéines interviendraient dans la régulation de l'activité M1PDH au cours du
cycle de vie et infectieux du parasite (Schmatz 1997). Une analyse par homologie de séquence
chez E. siliculosus a permis de trouver deux genes candidats pouvant correspondre a des protéines

14-3-3 ( Esi0049_0126 et Esi0175_0029).

2. L'enzyme EsM1PDH1 tronquée recombinante : une M1PDH avec ses propres parameétres

biochimiques

Lors de I'étude des M1PDHs d'Ectocarpus en 2011 (Rousvoal et al, 2011), les conditions
pour tester les activités enzymatiques sur extraits bactériens avaient été déterminées apres
recherche bibliographique. Ainsi, les tampons Tris-acétate pH 6,3 et Hepes-KOH pH 9 avaient été
retenus et utilisés pour les tests enzymatiques dans les deux sens de la réaction. La caractérisation
biochimique de I'enzyme M1Short N a mis en évidence une différence dans la nature des tampons
(Tris-HCl) et dans les pH (7 et 9) optimum a utiliser. Ces différences de pH optimum pourrait peut-
étre permettre de réguler l'activité M1PDH pour favoriser un sens par a l'autre en fonction des
conditions physiologiques intracellulaires, notamment dans le cytosol puisque les M1PDHs
semblent étre cytoplasmiques.

L'analyse de I'effet du NaCl sur I'activité de la protéine M1Short N purifiée a également
permis des observations intéressantes. En effet, I'activité enzymatique augmente dans les deux
sens de la réaction lors d'ajout de NaCl, avec une activité maximale a 200 mM, considérant que la
concentration intracellulaire en NaCl chez E. siliculosus est d'environ 450 mM (Dittami et al., 2009).
Ces résultats sont similaires a ceux obtenus lors de I'étude en 2011 sur la ESM1PDH1 en extraits
bactériens pour le sens réduction du F6P, pas dans le sens oxydation du M1P. En effet, |'activité
oxydation du M1P diminuait des I'ajout de 100 mM de NaCl dans le milieu réactionnel. Les tests
d'activité enzymatique endogene M1PDH d’Ectocarpus dans le sens réduction du F6P donne des
résultats un peu différents concernant la sensibilité de cette activité au NaCl puisqu’'un maximum
d'activité enzymatique a été constaté avec une concentration finale de 400 mM en NaCl (au lieu
de 200 mM pour I'enzyme purifiée). Il nest pas possible de commenter quant a I'autre sens de la
réaction car aucune activit¢ M1P donne F6P n'a été mesurée a partir extraits protéiques d'E.

siliculosus.
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Il est intéressant de noter que cette influence du sel sur I'activité de I'enzyme EsM1PDH
semble étre corrélée a une influence sur I'expression des genes EsM1PDH1 et EsM1PDH2
(Rousvoal et al, 2011) : en effet, I'expression relative de ces deux génes augmente drastiquement
en présence de NaCl, pouvant augmenter jusqu’a un facteur 10. Cela semble également étre le cas
pour une autre enzyme d'E. siliculosus, la polyketide synthase de type Ill, pour laquelle I'expression
du gene correspondant augmente avec la salinité (Meslet-Cladiere et al., 2013). De méme, I'activité
optimale de I'enzyme EsGMD1 (une GDP-mannose déshydrogénase), impliquée dans la synthese
de l'alginate, polysaccharide pariétal, est observée a 500 mM de NaCl (Tenhaken et al, 2011). Par
contre, l'effet inverse est constaté pour I'enzyme M1Pase2, qui catalyse la seconde étape dans la
synthése du mannitol, et pour laquelle 'activité enzymatique est inhibée des 100 mM de NaCl.
L'influence du NaCl sur les enzymes d'E. siliculosus semble donc étre enzyme-dépendant.

D’autres composés peuvent influencer I'activité enzymatique des M1PDHs. En 2001, Allocco et
al. ont montré |'effet bloquant du nitrophénide sur le développement d'Ei. tenella par l'inhibition
de I'enzyme M1PDH. Nous avons voulu testé I'effet de cet inhibiteur sur I'enzyme M1PDH tronquée
purifiée. Malheureusement, les solvants utilisés pour solubiliser le nitrophénide inhibent cette
activité. Une autre maniere de tester |'effet de cet inhibiteur serait peut-étre de réaliser des
expériences similaires a celles pratiquées sur Eimeria afin d'observer si le nitrophénide altere la
croissance d’E. siliculosus. On pourrait aussi mesurer les effets de ce composé sur l'activité
endogéne M1PDH et sur I'accumulation de mannitol dans les cellules. Cela pourrait contribuer a
mieux comprendre le role physiologique du métabolisme du mannitol dans la physiologie de
I'algue. Ce type d'expériences pourrait aussi étre réalisé en condition de stress salin. En effet, si le
nitrophénide diminue le métabolisme du mannitol, il serait intéressant de savoir si la reponse d’E.

siliculosus au stress salin est altérée ou pas.

A partir des résultats obtenus avec la protéine tronquée M1Short N, il serait aussi intéressant
de réaliser des essais de cristallogenese. Cependant, du fait de la tres faible homologie avec la
seule M1PDH dont la structure a été élucidée (Shigella flexneri, 3H2Z), il sera sans doute tres
difficile de déterminer la structure globale de 'EsSM1PDH1 par remplacement moléculaire. C'est
pourquoi une modeélisation de novo (selénio-méthionine) est a envisager. Le but de cette étude
étant de mieux comprendre le cycle du mannitol dans son ensemble, les essais de cristallogenese
seront également a réaliser sur les autres enzymes du cycle. Cependant, compte-tenu des

difficultés a surexprimer chez Es. coli des genes d'Ectocarpus, et ce malgré I'optimisation des
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codons réalisée par GeneArt, une alternative intéressante serait d'utiliser un hote eucaryote pour
la surexpression d'enzymes recombinantes, tel que Pichia pastoris (Boettner et al, 2002). Ce

systeme est d'ailleurs en développement au sein de la plateforme de surexpression du laboratoire.

3. L’analyse de I'expression des géenes du cycle du mannitol chez les E. siliculosus au cours

du cycle diurnal : un premier pas pour considérer le cycle du mannitol dans sa globalité

Considérant les résultats d'analyse d’'expression de genes impliqués dans le métabolisme
du mannitol au cours du cycle diurnal, c'est la premiere fois que les genes correspondant a toutes
les étapes du cycle du mannitol sont étudiés simultanément pour étudier l'influence de ce
parametre. Des variations ont été observées au cours du cycle diurnal, mais il est difficile de
dégager des tendances claires. Par exemple, tous les genes codant pour les enzymes
potentiellement impliqués dans la production de mannitol, les trois ESM1PDHs et la EsM1Pase2,
ne sont pas induits au cours de la phase lumineuse, c'est-a-dire la période du cycle diurnal au
cours de laquelle e mannitol est synthétisé (Figure 51 et 52). Si on suit le méme cheminement, les
génes codant pour les deux enzymes impliquées dans le recyclage du mannitol ne semblent pas
avoir leurs niveaux d'expression les plus élevés au cours de la phase obscure. Cependant, si on se
focalise sur la cinétique de 24 h, la plus résolutive car basée sur des échantillons d'algues prélevés
toutes les 3 h, le géne EsMTPDH1 semble le plus exprimé a la transition jour-nuit, et I'expression
d'EsM1Pase2 est maintenue a son niveau d'expression le plus élevé au cours de la phase lumineuse.
Quoi qu'il en soit, I'expression des genes n'est sans doute pas le seul niveau auquel peut se faire
la régulation des activités enzymatiques impliquées dans le cycle du mannitol, considérant aussi
le réle central du métabolisme de ce polyol dans la physiologie des algues brunes. Si on considere
ce qui été observé chez Ei tenella, la régulation de l'activité M1PDH semble impliquer des
interactions proteines-protéines entre la M1PDH et des protéines 14-3-3. Des travaux sont donc
nécessaires dans le futur pour étudier la régulation du métabolisme du mannitol chez E. siliculosus,
et les algues brunes en général.

Afin de compléter les travaux sur le cycle du mannitol chez E. siliculosus, il est également
nécessaire de vérifier si les prédictions d'activités enzymatiques pour les genes HK et M2DH sont
vraies. Cela est d'autant plus intéressant qu'une récente étude chez I'algue brune Saccharina
Japonica décrit la purification d'une M2DH recombinante mais non active (Shao et al.,, 2014). Enfin,
une question peu étudiée jusqu'a présent est celle du transport du mannitol chez les algues

brunes. En effet, les algues brunes représentent un panel de morphologie trés varié (Charrier et al.,
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2012), et ces différences pourraient impliquées des phénomenes de transport de solutés, dont le
mannitol. Se pourrait-il que, chez les kelps, c'est-a-dire les grandes algues pour lesquelles
différents niveaux de complexité dans les organes, les tissus, et les types cellulaires ont été
observés, on retrouve une situation similaire a celle des plantes : une synthese du mannitol dans
certaines parties de la plante et transport vers d'autres parties ? Une facon tres préliminaire
d'aborder cette question est de regarder si le génome d'Ectocarpus contient des génes pouvant
coder pour des protéines correspondant a des transporteurs de mannitol. Ainsi, une analyse par
BlastP en utilisant les deux transporteurs caractérisés chez le céleri AgMaT1 (Noiraud et al,, 2001)
et AgMAT2 (Juchaux-Cachau et al., 2007 ont permis d'identifier chez E. siliculosus quatre protéines
(Esi0038_0093, Esi0024_0063, Esi0025_0097, Esi0007_0024) présentant 33-38% d'identité avec les
protéines de plantes. Cependant, d'autres candidats pourraient étre identifiés en considérant

d'autres types de transporteurs identifiés chez des organismes autres que les plantes terrestres.
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Conclusion et perspectives

139




On a pu constater que le cycle du mannitol chez différents organismes fait intervenir
différentes types de réactions. Cependant, il y a encore des lignées évolutives ou les bases
moléculaires de la synthese et du recyclage du mannitol n‘ont pas été élucidées, et/ou pour
lesquelles le role physiologique n'est pas clair. C'est notamment le cas pour les micro- et
macroalgues rouges : des informations quant a I'importance du métabolisme du mannitol au cours
de la réponse aux stress salins ont été obtenues, mais aucun gene impliqué dans le métabolisme
du mannitol, en particulier pour les activités MTPDH et M1Pase, n'a été caractérisé jusqu’'a présent
en dépit de la purification d'enzymes natives chez Caloglossa. Concernant la lignée verte, il serait
intéressant de caractériser les genes codant pour les protéines de fusion M1PDH-M1Pase et ceux
de M1Pase isolés identifiés chez Micromonas, notamment pour déterminer s'il existe des
différences d'efficacité enzymatique entre les protéines de microalgues vertes et celles
caractérisées chez d'autres organismes.

Chez les algues brunes, le cycle du mannitol est un métabolisme important dans leur
physiologie. Cependant, les quatre réactions enzymatiques directement impliquées dans cette voie
métabolique ne représentent qu'une fraction limitée du réseau métabolique global. En effet, chez
E. siliculosus, plus de 1860 réactions biochimiques ont été identifiées a ce jour via la reconstruction
du premier modele métabolique a I'échelle du génome pour une macroalgue (Prigent et al., 2014).
Compte-tenu de la nature chimérique du métabolisme et de I'originalité de certaines voies chez
les algues brunes, il existe un fort potentiel pour caractériser de nouvelles enzymes, et donc mieux
comprendre la physiologie de ces organismes, notamment dans le métabolisme primaire au
niveau de la synthése de la laminarine et la synthese de la paroi. Ce potentiel est encore plus vaste
si on s'intéresse aux métabolites secondaires, comme les oxylipines et les dérivés du phloroglucinol
par exemple.

Enfin, une meilleure connaissance du métabolisme des algues brunes permettra de mieux
comprendre leur physiologie, et ainsi de mieux appréhender leur réponse aux changements
environnementaux. De plus, ces connaissances seraient utiles pour mieux gérer et exploiter la
ressource représentée par ces organismes. De ce fait, en fonction des molécules d'intérét ciblées,
il serait possible d'optimiser les périodes de récolte et/ou de sélectionner des algues pour

I'aquaculture.
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GeneArt ATHG AT CCTEGCECCECCHMTT TGCCEMGCEBCTEGAAGCAGAAGCEAT ccc
Orcae AT@G AT CCTE@GCHCCECC@gTT TACCEGCEICTEGAGGCAGAAGCEAT) ccc
GeneArt TAMCG| GEACEBTATCATAANRTTEMCGEMCTGGGTAAA] CAGGGEMIGCAAAAGGEGAAACC
Orcae TAGCG GEBACEBTATCATAAGTTECGEBCTGGGTAAG] CAAGGEGCAAAGGGE@GAGACC
GeneArt AAMCAGTTEMCATGTEMGAACCEG. TGCCEMIGCCGTEMGATGAAGAACTECTEGAACAAGAA
Orcae AAGCAGTTE@ICATGTEGAGCCEG. TGCCE@GCCGTE@GATGAAGAACTEICTEGAACAAGAG
GeneArt AC@TTTTT CCTG CGG CATTACCAAAGT] TGGATGCAATEMACEBGGET CGC
Orcae ACEGTTTTT CCTG CGG CATTACCAAGGTEATGGATGCGATEACEGGET CGC
GeneArt AT T GCCGEMITTEMCGEMCAGGGET TEC CGEMGGMIGCCAAAGGCGAAAT GCGC
Orcae AT T GCCGE@TTECGECAAGGET TE@C CGERIGGEGCCAAGGGCGAAAT GCGC
GeneArt GT CEBICATTT TGACCGCHGCECARGCEBAAATT TGCCEGTHMGGTCAGCGEMGCAA.
Orcae GT CEBICATTT TGACCGCHlIGCECABGCEBAAATT, TGCCE@GTEGGTCAACGEGCAA.
GeneArt CTGATEMCG CCACBIGCEGAAGCAAAAGCEGCCGGEGATATEG IACBICCGGT Ci AA
Orcae CTGATE@CG CCACHIGCEBGAGGCHAAGGCHIGCCGGEGATATEG. IACBICCAGT CEBAAG
GeneArt CTGC GTERCANTTEGGCGETGIGGEMCGEBC TEGCGGMATGGG TGCT CC@GC TGGCA
Orcae CTGC GTEC TTEGCGETGCEGGECGEC TEGGEATGGG TGCT CCEBGC TGGCA
GeneArt AA GGEICGTCCGGTEATEMCTGATEMG GGECCETTHRGGEG T GAAGCACT@GT)
Orcae AAG GGEICGTCCAGTEATECTGATEG. GGEICCHlTTEGGERG T GAAGCGCT@GT)
GeneArt AAAGAAGGEC AAACEBGTCAACTTET GTEA. GGEMIGAACCGACEBCTGACEBGATGT)
Orcae AAGGAGGGEC AGACEGTCAACTT@T GT@A. GGEGAGCCGACEBCTGACEGATGT)
GeneArt ACCETGAT C GCGAAGCEG CTGCC@G G. CTGT IAAACCGGGHEICT AACTG
Orcae ACCHlTGATE@AC GCGAAGCEG CTGCC@G G. CTAT IAAGCCGGGECT AGCTG
GeneArt TT THT G CEG CCEGCBICTGCAGEGEAAAGCEGTERGCABGCETGTGA] C@CT
Orcae TT TET G CHlG CCEGCEBICTGCAGEBGBAAGGCEGTEG GCETGTGA] CECT
GeneArt ACCAC] CTEGGEMCCEBGTGATGCA| AAGTEGT TGCC@C TTEGACGTGG AN
Orcae ACCAC] CTEGGEICCElGTGATGCA| AGGTEGT TGCCHlC TT@GACGTGG IAAG
GeneArt AGEICCEBGGTG. CGCACCT ATCTARGGEMTGEMGAAAATG C GGEATGGTGGAAGAA
Orcae AGE@CCEBGGTG CGCACCTABATCTABGGETGEBGAGAATG C GGEATGGTGGAAGAG
GeneArt CTGGGEMIGAAAAACTGGAAGGEAAAGCEGAAGTTGT,) CETGERATGGTEMGATCG THET G
Orcae CTGGGEGAGAAGCTGGAGGGEBAAGGCEGAAGTTGT,) CETGEATGGTEGATCG T TG
GeneArt ACBGGEMCGTGAAGTGACCGGEA. GA| TEAAAGT CGCHBGAACCGCAMICTGGGEMGAA
Orcae ACHIGGEBCGTGAGGTGACCGGEA. GA] TEAAGGT CGCHlIGAGCCGCABICTGGGEGAG
GeneArt GTERGTGATECTGCAGCCEICCEBGTEMGCAGCACCEBCTECCEMGCET TIGCEBGGMGATAATGT
Orcae GTE@GTGATECTGCAGCCECCHGTEGCAGCACCEICTECCRBGCET TEGCEBGGREGATAATGT,
GeneArt ATGGTEMCCGATGACCT GGEGAAGCCA. T TTCTGTCG] G@AAAAT CCATGGT
Orcae ATGGT@CCGATGACCT GGBIGAGGCCA. T TTCTGTCG] GEAAGATE@ACCATGGT]
GeneArt AAMGGCATGCA] CCAC TGGCETTHRATEMACEBCTGTG GEllGAAGAA GGTG C
Orcae AAGGGCATGC CCACGETGGC@TT TEACEBCTGTG GEBGAGGAA] GGTG C.
GeneArt CCElGGEG C. AACTGCT@ACCTG AAGATGCEICCGCAGG GTECAGGA| TT
Orcae CC@GGEG C AGCTGCT@ACCTG AGGATGCE@CCGCAAG GTEICAGGA| TT
GeneArt TGGC TGGGCEIGTEMGCECGMC T TGCTGATT@TGTGGGAACAMG. CACGAAATEAT
Orcae TGGC TGGGCHlGTEGCHMCGECT] TGCTGATTETGTGGGAACAGG. CACGAGATE@AT
GeneArt CGHEC GCAC GG TGACCACEGATGATGAAGTEMTGEGAAAAACTEATCGCAT GCA
Orcae CG@C GCACAEGG TGACCACEBGATGATGAGGTETGEMGAGAAGCTE@ATCGCGT GCG
GeneArt CG GC TGAAACGTTTEG. ACBGTEMGAAG CE@ACCGG GEIGTHMC TEGCBGG
Orcae CG GC TGAAACGTTTE@G. ACBGTEGAAG CEBACCGG GEGTEC TEGCEGG
GeneArt GGG TEGC| CGEITGGAABACEBICGEC TGAAAGTEMIGCERCTGA. T CTGGA] GCCAG
Orcae GGEGTEGCEA. CGETGGAABA CGEBICTGAAGGTEGCEMCTAA T CTGGA] GCCAG
GeneArt CC] GEMICCGGGEICAGATGGAAGCECGEMCTEC TEAAAATG GGEMGT@AAATACACEGAT
Orcae CC] GEBCCGGGEICAGATGGAGGCHEICGECTECTEAAGAT GGEGT@AAGTACACEGAT
GeneArt GTEGTMAGCAGCGTEMAAAACCCTEGTEMGAAG C CGEMTTHGTEGG CCGCElCC
Orcae GTEGTEAGCAGCGTE@AAGACCCTEGIGTEGAAG CABICGETTEGTEGGEACCGCECC
GeneArt GT CAGCCE@TAA

Orcae GT CAGCCE@TGA

Figure 54 : Visualisation des modifications réalisées par GeneArt pour I'optimisation des

codons dans le géne EsM1PDH1.
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GeneArt GAMGCAGTT GEG ATEGGECCEBGCAGTEC TG CAGCTEGATA GAAGC
Orcae GAGGCGGTT GG ATE@GGECCEBGCGGTEC T CAGCTE@GATA GAGGC

GeneArt GTHRCGEACEBTAMCG TGAGCT CG GET TECGCEBAAAGGEG GCEGEGG| G
Orcae GTECGRACERTAECG TGAGCT CG GETTECGEBAAGGGEG GCEIGEGG G

GeneArt GGElIGAAGATCCEBIGAAGCEBICCGGCERGAMC GTERGTHCCGG GAACTEGTERCCEBGAAGT
Orcae GGE@GAGGATCCHGAGGCECCAGCEG [ GTEGTECCGG GAGCTEGTECCEBGAGGT
GeneArt GAMGGTGAMCATGGEGTERCCEGGECT GCGCAGCBGAAATCTT AMRGCAGAAATGTT
Orcae GABGGTGABGCATGGEGTECCEGGECT GCGCGGCHlGAGATCTT AGGCGGAGATGTT
GeneArt GAMGCCE@TGAGCCGET CGTATGGAMT CGEICGEICABCGEATGGGMIGCAGCACGEGG
Orcae GABGGCCElTGAGCCGET CGTATGG T CGEICGECABCGEBATGGGEGCGGCGCGEGG
GeneArt GCAAAAGGEMGAAAT CCGCACTGGCEBATGGGEMCCEAC TGACCGG] AACG
Orcae GCHlAAGGGERGAGAT CCGCGCTGGCEATGGGEgCC@AC TGACCGGEA AGCG
GeneArt AGC ATGAAACTECCEBGTEGGTCAGCTG GC] TGGCAGCHETT G AAGCEIGC
Orcae AGC ATGAAGCTEICCEBGTRGGTCAGCTG GC] TGGCGGCETT GEBAAGGCHEGC
GeneArt CTGCATGCCGCAGTEMGCEBICGEMCTGAC C@TTEC GTHEC ATEGGEIGCAGG GERC T
Orcae CTGCATGCCGCGGTEGCEMCGEICTGACEBACET TEC GTECABATEBGGEGCGGG GEC T
GeneArt GGElICTEGGECTGGT TTCCEGCEATEC GCBAGCGGEAAACCETATGC TERGTECAG
Orcae GGECTHGGECTGGT TTCCEGCEBATEC GCElAGCGGEAAGCCEHTATGC TEGTECAG
GeneArt CGElICCG G GCTGGGCEIGCAGTTACEG AAAGAAGGCACEBIGAAGTEMGGEMIC TGAAA
Orcae CGECCG G GCTGGGCHlGCGGTTACEG IAAGGAGGGCACEBGAGGTEGGECTGAAG
GeneArt GTHRAANRGGEGAACC CEBATCGAAAAAATGG GTECTGAAAAANRGGEMATGGTEGGEGGT
Orcae GT@EA GGEIGAGCC CEBATCGAGAAGATGG GT@CTGAAGA GG TGGTEGGERGGT
GeneArt GTTGCAGCEICTECCHMGGEMGGEMGGTCTEGGMGAAGAA CCGEIGTETTTGCETG| C@G
Orcae GTTGCGGCECTEICCEBGGEGGEGGCGTCTE@GGEGAAGA. CCGEGTETTTGCE@TG | C@8G
GeneArt GAAGCEGAA) CT AAGCACTGGCCGAACGEMGCAACCACCTTEAGCAT CTGGGT
Orcae GAGGCEGAA| CT] AGGCGCTGGCCGAGCGHRIGCGACCACCTT GCAT] CTGGGT
GeneArt ccC ATG] GABGTERGTEMCTGCCEBCTGCTG CTGEATEMGAACC AAGCAG GG
Orcae ccC ATG] GABGTEGTECTGCCEgCTGCTG, CTGE@ATE@GAGCC AGGCGG GG
GeneArt GAACGEICCGGCECTGT GCETGEMGAAA G C GATGCCGTGCACAAACTEBCAAGAG
Orcae GAGCGECCAGCEgCTGT GCE@TGEGAAA G C GATGCCGTGCACAAGCTECAGGAG
GeneArt GCBICTGGAAGGTCGTGTEMG GT@EGT, TGEATGGTEG C G THlTG| CEIGAACG
Orcae GC@CTAGAGGGTCGTGTEG GT@GT TGEATGGTE@G CGEATETG CEBGAGCG
GeneArt ACCATEACEBGCAGANMTGGATEMGAAATGGGCACCGAACC AGCGGEGAAATEGTEMGT
Orcae ACCATEBACEBGCGGAEGTGGATERGAGATGGGCACCGAGCC AGCGGEGAGATEGTEGT)
GeneArt ATEMGCACCGCCEMCAGGGEIGCECCGCTGCCRCCETTEAAAGGEGCGANRCAMGTECAGATECCG
Orcae ATE@GCGCCGCCEBCAGGGEIGCEgCCGCTGCCEgCCETTEAAGGGRGABCABIGTECAGATECCA
GeneArt CGEATTCCEMGCEBIGAAGCEGAAT TTCTGECGTCGEMAAAATEMCTECTGGTGAATGGCATG
Orcae CGEATTCCEBGCEBIGAGGCEGAGTAETTCTGEICGTCGEBAAGATECTECTAGTGAATGGCATG
GeneArt CAMACCACEBCTGGCEATTEATERACECTGT AACTEGAAAGCGGEGTECTGCAGGGEG
Orcae CABGACCACEBCTGGCETTEBATEACEBCTGTGEAAGCTEGAGAGCGGEGTRICTGCAGGGEG
GeneArt GGElTGGAAAGAACATAT TGGTEMACACCGGCEBIACCGCBACEBGAACAAGAAA GC TG
Orcae GGETGGAAGGAGCATAT TAGTE@ACGCCGGCEBACCGCEBACEBGAACAGGAGA GC TG
GeneArt GTHRTGGEIGEMTGGGCAGTERGCEICGEMGTEATGT GTEMATGTGGGAACATGAACCGG AT
Orcae GTETGGEGETGGGCGGTE@GCECGEGT TGT GTE@ATGTGGGAGCATGAGCCGG AT
GeneArt ATCAAAGCAGCEICATAACATEA. ACEBGATGAGGAABTGTGEMICGTACCCTGCTGEGET
Orcae ATCAAGGCGGCEICATAACATEA. ACBGATGAAGAGETATGECGTACCCTGCTGEGET
GeneArt GCCAAAACCACEICTGGG GETTEAGEGGEG TIGAAGABAAAGCCGG GEGTECTGGG
Orcae GCCAAGACCACECTGGG GETTEAGEGGEGC TEGAAGABANGGCCGG GEIGTECTAGG]
GeneArt GGElIGGEGTGGC ACGTTTEMGAAGG GEIC TEA. ATGATE@AAA TTCEBTGGAAA
Orcae GGEGGEGTGGC AGCGTTTE@GAGGG GECTEA. ATGATEMAAG TTCHlTGGAGA
GeneArt GAACCGCCEHATGCG CEGGTCTECGEMGCEBAAACT TGAAACTEGCEGGEG T AAGAA
Orcae GAACCGCCEBATGCG CARGGTCTECGEGCEAAGCT TGAAGCTEGCEBGGEGT] AGGAG
GeneArt G ATGEGEMGAAGCEGTGEG CTGGTEMGAACAGAGC CCGETTHMG TEGGMGT
Orcae GABATGEIGEBGAGGCEGTARG CTGGTE@GAGCAGAGC CCGETTEGTEGGEGT
GeneArt AAAGTEARA AACCGGCHEMGCCAAAGTEG G G TAA

Orcae AAGGTE@AABAAGCCGGCEGCCAAGGTEG G| TGA

Figure 55 : Visualisation des modifications réalisées par GeneArt pour I'optimisation des
codons dans le géne EsM1PDH2.
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GeneArt TT CcC CCECGECGHC CGCACCECCHMCTECCMGAMCCGAAACAGGTET
Orcae TT CC CCEBCGEBCGEC CGCGCCHICCECTEBCCBGABCCGAAACAGGT@T
GeneArt AAAGCAGANG CEATEGTGCGEGA G TERGAAAANT GEEGEBACCTATGATGAA
Orcae AAAGCAGARG CBATEGTGCGHEGA G TEGAAAAGTGEAGEBACCTATGATGAG
GeneArt TGTGAMCT CCEGAAACECTEGGCACECCETTMGGEG AAACBGGCACEBGAAAC
Orcae TGTGAGCT CCEGAAACHICTEGGCACECCRTTEGGEG AGACEBGGCACEBGAGAC
GeneArt GGEACACCBACEGGEMGCAAAAGAAGGEMTACG G CGTTTEMCAMGTHMCANT TMGGT
Orcae GGEACGCCBACEBGGEGCEBAAGGAAGGETACG G CGTTTECAGGTECAGTTE@GGT
GeneArt GCHGGECGECTGGGEMCTGGGECTGGTEMGTMGGEMGCAATIMGCEBGAAAGCAAAACACCGTT
Orcae GCEGGHCGECTGGGECTGGGECTGGCTEGTEGCGRGCCATEGCEGAGAGCAAGACGCCGTT
GeneArt GGEATEGTEMCAGCGEMCCGAAAGC CTGGGGEGGEMATEMAT AABGGET GEGG
Orcae GGEATEGTECAGCGECCGAAGGC CTGGGGEGGCEATEAT AABGGETGEGG
GeneArt CAGATEGAAATEMACEGT GGTAAACCGGTEGTGGAAGANRGTERACEBGTEMATEMAGEMGAA
Orcae CAGATHGAGATE@ACEBGT GGTAAGCCGGTEGTGGAGGABGTEACBGTEATEAGEGAG

GeneArt GGETGTGAMGTGGAAGAGTATCTEAAAGTHGGEMGTTGCAGCCATGGTEMGTEMGTEGGTG
Orcae GGETGTGAGGTGGAAGAATATCTEAAGGTEGGEGTTGCAGCCATGGTEGTEGTEGGTG

GeneArt CGECCBACBCTGACBCAGCTEGTTAAAAAAGCAACCAGCTTEAGCTG] TGGGTGCA
Orcae CGECCBACBCTGACHMCAGCTEGTTAAGAAGGCAACCAGCTT@AGCTG] TGGGTGCG

GeneArt GCAATGGGEATEMGCAATGATEMCCECTECTGGAACAGCTEGAAGAMATGCCMCCGGCAGAA
Orcae GCGATGGGEATEGCGATGATECCHCTECTGGAGCAGCTHGAGGABATGCCECCGGCAGAA

GeneArt CGECCEGTEMCTE@TANMGCATGEMGAATABMGARGTT GTEGAAGCCGAACCEBAAMT THGAA
Orcae CGECCHGTECTHTABGCETGEBGAGTABGAGGTT GTEGAGGCCGAGCCEAAGTTEGAA
GeneArt GGTGCHCTEGTEMCTECTECAGCCHCCEBGCAGAMAAA CTEGTEMCCETTEGCCGGHG
Orcae GGTGCECTEGTECTECTECAGCCHMCCEGCGGABAAG CTEGTRCCETTEBGCCGGEG
GeneArt CGEGTECTGATECC CEBGAAGAAGAAGCAAGCTAMTTCTAMAAACGE@AAATTTAGC
Orcae CGEBGTECTGATE@CC CBGAAGAGGAGGCGAGCTAGTTCTABAAGCGEAAGTTTAGC
GeneArt AT@GTGAACGGCATGC CCGTECTGGGETTMATGACEBCTECGMGAAAAAGCHECCEGG
Orcae ATEGTGAACGGCATGC CCGTHCTGGGETTE@ATGACHMCTECGEGAGAAGGCECCEGG
GeneArt GCEBAAAGAACTGEGEMGAACAMGABMCTGCTGGCATAMCABMACBGCATCACCGGAAATEMCAA
Orcae GCBAAGGAGCTGHGEBGAGCABGABCTGCTGGCETABCABACEBGCATCGCCGGAGATECAG
GeneArt GAGGAACTGTGGGCATGGATEGTHRGTEMCGET GBC TEGACCTGCTEGABMCGHMT TlGGHMG T
Orcae GAGGAGCTGTGGGCGTGGATEGTEGTECGCETGEBCTEGACCTGCTEGABCCET TEBGGEGT
GeneArt GAAATGCT AAATGCECABMAGEBGTEMGAAACBGAAGAGGAAGTET TMGAAGTEMCTECT
Orcae GAGATGCTEAAGAATGCECABAGHGTEGAGACEGAGGAAGAGGTETTEGAGGTEC THCT
GeneArt GANTAMGGECGECAGACEBCTEGABMCGET T GCGTEGTHMG CACCAGCEIGEGT)
Orcae GAGTAGGGECGHCAAACHCTEGABCGETT GCGTEGTEG CACCAGCRGEGT
GeneArt TGGGEGGHMGGEMCTEGG CGTETGGTEMACBCGEMCTECAGCCGATGGCCATHMT TMATG
Orcae TGGGEGGEGGECTHEGG CGTHTGGTEACHMCGECTECAACCGATGGCCATGTTE@ATG
GeneArt GGEAAMAACAAATTTGCCGGEACHGGEEIGEMC CE@GAAGAACGET TI@TGAAACABGCCGG
Orcae GGEAABAACAAGTTTGCCGGEACEGGERAGEC CEBGAGGAACGET TEMTGAAGCABGCCGG
GeneArt GTERGANGAAACETTEGCESGEMCAGGCAAGEBACCTTEMGTEMTATGCATGTATMGTEMCGEMATT
Orcae GTHGABGAGACETTEGCEAGEBCAGGCAAGEACCTTERGTE@TATGCATGTATEHGTECGEATT
GeneArt TGGATEEC CGEMAAAGCHCATTAA

Orcae TGGATHEEC CGEAAGGCHCATTAG

Figure 56 : Visualisation des modifications réalisées par GeneArt pour I'optimisation des

codons dans le géne .
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Intreduction

/Because of their specific habitat, the intertidal zone, and of their
evolutionary history, independent from plants and animals, brown
algae exhibit some peculiarities in their primary and secondary
metabolism. Among these organisms, Ectocarpus siliculosus
has been chosen as a model species, and its genome sequenced,
in parallel with the development of other medium/high throughput
profiling techniques.

One of these unusual pathways, the mannitol cycle, is used to
store carbon from photo-assimilation. In addition, production of
mannitol is known to be regulated under changes in salinity.
Therefore, a better understanding of functioning and regulation of
the mannitol metabolism should help to understand how brown -

algae cope with their harsh environment.
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/ Objectives of the PhD

Quantitative data obtained under

different experimental conditions

transcriptomic, enzymatic, metabolic)

"

(transcriptomic? post-transiational?) J

T\

Level(s) of regulation ‘/[fficiency of mannitol

Limiting step?
synthesis compared to other

l J | pathways connected to F6P

Predictions and comparison with experimental results

Application: comparison of mannitol the genor q ed
E. siliculosus strain (marine), and one ecotype isolated from freshwater
Preliminary results: N activity M1PDH

N content of mannitol

-

g Dynamic numerical model(s)

1. To biochemically characterize all the enzymes involved \
in the mannitol cycle (specificity, kinetics parameters), in
algal extracts and after heterologous expression.

2. To study the influence of different parameters (changes

in abiotic conditions, diurnal cycle) on enzymatic activities

(in vivo and using recombinant proteins), on expression of
corresponding g and on of metabolites (including
sugars, polyols and some of their phosphate and

nucleotide derivatives).

3. To integrate these data into metabolic networks to assess the
levels of regulation, and to predict fluxes within this
metabolism.

4. To test the predictions in order to implement the model, and
then to apply it for instance to determine if there is a link

between adaptation of Ectocarpus strains and the

metabolism of mannitol. /
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/ Introduction \
Brown algae belong to a phylogenetic lineage distantly related to terrestrial plants and animals. They are almost exclusively found in
the intertidal zone, a harsh and frequently changing environment where organisms are submitted to marine and terrestrial constraints.
Because of their unique evolutionary history and of their habitat, they feature several peculiarities in their primary and secondary
metabolism. One of them is the mannitol cycle, which plays a central role in brown algal physiology because it represents one pathway
used to store carbon from photoassimilation. This polyol has also been shown to be important during response to saline stress.

Genes encoding enzymes potentially involved in the mannitol cycle of E. siliculosus have been identified through annotation of the
genome, and we describe here results on the recycling of mannitol. This metabolic process involves two distinct steps. The mannitol is first
converted into fructose by a mannitol-2-dehydrogenase, and then to fructose-6-phosphate by a hexokinase. To better understand these
steps, each gene coding for these enzymes is under characterization by: (1) RT-gPCR experiments to monitor changes in transcript
accumulation using samples harvested through diurnal cycles ; (2) heterologous expression in E.coli to establish enzymatic specificity and
kinetics parameters of the corresponding proteins.

E. siliculosus o
Bogas database Step 3: ESM2DH Step 4: EsHK : 3
Genomic locus Esi0135_0010 Esi0139_0025 el 3
(M1P) g
Length of CDS (nt) 2001 1122 e c";“"’“
00 3 ;
Number of introns 16 7 : %
H The mannitol cycle  Fructose-6-phosphate (F6P) ; i
Number of ESTs 5 1 H i = H
H ® H
Length of proteins (aa) 666 373
Molecular weight (kD) 73,8 38,7 Frucose — (4) ¢

Isoeletric point 518 451 i ‘ j
\ beeeeen P IS e d
of laminarin

Gene expression analysis

RT-gPCR analysis on EsM2DH and EsHK. The samples were taken at different times during the diurnal cycle (TO, T6, T12,
T18, T24). Grey background indicates samples taken through the dark period.

It was analyzed through the day/night cycle.
Biological triplicates were used for these quantitative 0 02
e P . on _ (EstK]

real-time PCR experiments. We can observe that
i
- I I i 7
E
10 ™ m

EsM2DH was more highly expressed during the dark
period. Beside, EsHK seems also induced temporary at
the beginning of the dark phase.

Relative expression

In addition, no variations for these two genes were

Relative expression
ce oo e e
BB GRS

observed under abiotic stress conditions (microarrays 5
data, Dittami et al. Genome Biology 2009). L ™ w2 ™ s 24
Time () Time (h)
o

A4

( Biochemical characterization Presence of HK in fractions produced after Gel Filtration.

. 2501 ¢ Lanes 1 and 6 correspond to the protein ladder ; lanes 2,3,4
To characterize EsM2DH and EsHK enzymes, 150 and 5 are the different fractions tested on polyacrylamide gel
corresponding genes were cloned in the plasmid pFO4 109 1o determinepresence;cx, sboence of e enzyme.
(His-tag in ?-terminal end), and transformed in E. coli 75 . — Dlam. () % Volume  Width (m)
BL21 DE3 codon+ Z-Aversga ram: 834 pukt; 538 o
d 50 Pd: 0229 Peak2: 119 00 348
. Intercopt: 0,946 Peak3: 000 00 0,00
So far, overexpression has been observed for 5 - @
EsHK only. This enzyme was purified through His-prep DLS =L
column in a first step, and then by Gel Filtration in a =
second step. Dynamic Light Scattering (DLS) analysis 25 . - S
showed a fraction containing a unique type of protein. i=
(see figures on the right). A ‘
12 3 4 5 6 ISR SN 2 B e
’ . . - : T w o - -~
Fromlproteln fraction on lane 4, enzymatic activity Dynamic Light Scattering results, This method permits to = ‘ s
of EsHK, in presence of fructose, was calculated to be  determine the size distribution profile of small particies in i =
Q13.76 +5.51 ymoles.min"'.mg"". BUspansior )
( 2,

Outlooks

From preliminary results obtained for the EsHK, it will now be interesting to determine its substrate specificty and then its kinetic
parameters. In parallel, it will be necessary to enhance heterologous expression of EsM2DH by testing different plasmids and E. coli strains.

Molecular data produced for both genes and enzymes will then be integrated in a more global analysis of the Ectocarpus mannitol cycle.
- >
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/ Introduction \
Brown algae belong to a phylogenetic lineage distantly related to terrestrial plants and animals. They are almost exclusively found in the intertidal

zone, a harsh and frequently changing environment where organisms are submitted to marine and terrestrial constraints. Because of their unique

evolutionary history and of their habitat, they feature several peculiarities in their primary and secondary metabolism. One of them is the mannitol cycle,

which plays a central role in brown algal physiology because it represents one pathway used to store carbon from photoassimilation. This polyol has

also been shown to be important during response to saline stress.

Mannitol metabolism in brown algae involved two steps for synthesis, and two steps for recycling. We will describe results on the first step of
biosynthesis of mannitol, i.e. the reduction of fructose-8-phosphate into mannitol-1-phosphate catalyzed by the mannitol-1-phosphate dehydrogenase
(M1PDH). Genes encoding enzymes potentially involved in the mannitol cycle have been identified through genome annotation of the model brown alga
E. siliculosus, including three that potentially code for EsM1PDHs. To biochemically characterize the corresponding proteins, genes have been
expressed in E. coli. Purified recombinant proteins are currently under investigation to determine and compare their substrate specificity and their
kinetics parameters. Such experiments are completed by gene expression analysis to assess potential regulation at the transcriptomic level through the

Bonin P.'2, Groisillier A.'2, Guibert A."2, Rousvoal S.'2, Boyen C."2 Tonon T.'2

TUPMC Univ Paris 6, UMR 7139 Marine Plants and Biomolecules, Station Biologique, 29680 Roscoff, France.
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diurnal cycle.
Common name EsM1PDH1 EsM1PDH2 EsM1PDH3
%, 2
Genomic locus E5i0017_0062 £5i0020_0181 Es10080_0017 et b3 :
(M1P) ( ) %, [
Length of CDS (nt) =0 1662 1293 Nap* .«@'2::%% Celluiose
Vo0
Number of introns 14 13 9 NADH "q,:‘o g
]
3 o
Number of ESTs 35 4 0 peeees Mannitol The mannitol cycle  Fructose-6-phosphate (F6P) 2
! ' E]
Length of proteins Q}, i
(aa) 525 553 430 %, ®
NAD(P)H
Molecular weight
(kDa) 58 60 47 @ ' Fructose
Isoelectric point 593 6,94 519

M- and G-chains

\k

of laminarin
/~  Gene expression analysis MIPDH1
Samples were considered through the diurnal ——— ] 1
cyclen during one or two consecutive days. Biological 5 -
triplicates were used for these quantitative real-time T
PCR experiments. The three genes seems to be —
regulated by the diurnal cycle, but with different timing. T I }
Pl s e i = I &
S TR o, ™ T4goan oS % % e e
RT-gPCR analysis on EsM1PDH genes. The samples were taken at ;g: P T
different times during the diurnal cycle at 3 h (left panel) and 6 h (right - [ l [ = l
panel) intervals. Blue bars indicate samples taken during the dark ome o T k % 1 ] 1
period. o —1 i | —k x

™ e Te Ta

N R TR TR TR

f Biochemical characterization

2% To characterize the three EsM1PDHs enzymes,
corresponding synthetic genes were cloned in the plasmid pFO4
(His-tag in N-terminal end), and transformed in E. coli BL21
(DE3).

Western Blot analysis with His-tag antibodies on protein extracts from recombinant E.
coli. Arrows indicated proteins at the expected size.

% Recombinant M1PDH1 and M1PDH2 were then purified by a two-stQ
procedure: affinity chromatography and gel filtration.

% Measurements of activity for the recombinant proteins:

- -

Experimental M1PDH1

;:_ ) e B 'z‘:: M1PDH3 - %me 5,04 nmol.min"".mg"!
5o o 150 1.} ‘ and 6 mM of
100 100 00 | &= fructose-6-
. 1 e 75 phosphate M1PDH2 5,71 nmol.min".mg!
— O

Improvement is now necessary to avoid loss of proteins in the flow
through during the affinity chromatography purification step.

A

( Outlooks i
Preliminary experiments shown activities for the two E. siliculosus enzymes M1PDH1 and M1PDH2. Further work will involve the
determination of kinetics parameters for these two enzymes, and testing if M1PDH3 is an active enzyme. In addition, these data will be
integrated to a metabolic network in order to predict fluxes within the mannitol metabolism in Ectocarpus silisulosus. 4
\
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(" Introduction

Brown algae represent multicellular photosynthetic organisms distantly related to land plants and
animals. They are mainly found in the intertidal zone, a harsh and frequently changing environment.
Among their metabolic features, mannitol is used for carbon storage, as well as osmoprotectant and
antioxidative.

Mannitol is produced by land plants from fructose-6-phosphate (F6P) via mannose-6-phosphate
and mannitol-1-phosphate (M1P) in source tissues, and then translocated to sink tissues where it is
recycled to F6P for use as a carbon and energy source (Stoop et al., 1996) (Figure 1). In brown algae,
mannitol synthesis involves the direct reduction of F6P into M1P by a mannitol-1-phosphate
dehydrogenase (M1PDH), and the hydrolysis of the phosphoric ester of M1P by a mannitol-1-
phosphatase (M1Pase) (Iwamoto and Shiraiwa, 2005). This latter step also occurs in some plants
(Grant and Rees, 1981; Rumpho et al, 1983). However, little is known on these pathways at the
molecular level in both types of organisms.

Taking benefit of the sequencing and annotation of the model brown alga Ectocarpus siliculosus
genome (Cock et al,; 2010; Michel et al., 2010), three candidate genes were identified for the M1PDH
step (EsM1PDH1, EsM1PDH2, and EsM1PDH3), and two for the M1Pase (EsM1Pasel and EsM1Pase2).
To better understand the mannitol production in E. siliculosus, we first determined endogenous
M1PDH and M1Pase activities during the diurnal cycle. Then, algal genes were expressed in
Escherichia coli to purify and characterize the corresponding recombinant proteins. This strategy was
\implemented because reverse genetic tools are not yet available for E. siliculosus.

Figure 1. Metabolism of mannitol in brown algae (orange background) and land
plants {green background). The white shadow indicates a common step in
mannitol synthesis between brown algae and land plants

[Endogenous enzyme activities involved in

-

3 Family 'M1Pase activity
mannitol synthesis i [az=se ’ g \
! Table 1. List of plant families (celery) |
R s for which species containing  Arecaceae
M1PDH and M1Pase enzymatic activities were measured on ] mannitol have been  |Brassicaceae [ |
crude extracts of Ectocarpus siliculosus in samples harvested ¥ identified ~(Stoop et al. g oroiacese |
during the diurnal cycle. Variations observed between the light * |],;?€-)f)},.1vM|:,:T0ne$2’:1"ﬁ Buxaceae | 3
and dark phases were not significant (analysis of variance, P= & four species (Grant and Rees,  Cactacae |
0.09 for M1PDH activity and P=0.162 for M1Pase activity) (Figure ' 1981; Rumphoctal. 1983 Combretaceae |
2). Furthermore there was no correlation between these £ |{Cucurbitaceae
enzymatic activities and the mannitol content determined for i |Evphorblacess | |
the same samples (Gravot et al,, 2010). ] Fabacsas (Wﬂ:man) ‘
In land plants, mannitol has been reported in a wide variety i {Gnetaceae |
of families (Table 1), but M1Pase activity has been measured only Poscis *
in a few species. In addition, no gene coding for this activity has i ; TR | (. I— “
been identified yet. i | t 'me:::e i
Figure 2. Variations of M1PDH, M1Pase. and mannitol g : (0 || [ ‘Rosa:eae ‘ % 3
content in E sificulosus through the diunal cycle. Blue
bars indicate results for algae harvested during the !': [1[] | _ (apple) |
night. 3 'Rubiaceae |
93 6 3 ;o1 m my 0 E SR 6 Scrophulariaceae

.
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(" Biochemical characterization of EsM1PDHs and EsM1Pases

To characterize the three putative ESM1PDHs, synthetic genes with optimized codons

were cloned in the plasmid pFO4 (His-tag in N-terminal end), and transformed in E coli

L21 (DE3). Activities were then measured on bacterial crude extracts.

Specific activities on bacterial crude extracts determined in presence of
fructose-6-phosphate as substrate

(nmoles min ! mg protein 1)

pFO4 plasmid with EsM 1PDH genes ‘ PEO4 plasmid empty
EsM1PDH1 32.7£36 9.4%55
EsM1PDH2 21.8+89 ‘ 9.4+55
EsMIPDH3 16.1£1.5 ‘ 94455

Table 2. Comparaison of MIPDH activities between bacterial extracts produced from bacteria
containing or not the genes of interest (three biological replicates).

Based on these results, the three ESM1PDH seems active in E. coli. The next step is to
purify the recombinant proteins to study their enzymatic parameters.

For the putative EsM1Pases, no heterologous expression was detected
for EsM1Pasel. In contrast, EsM1Pase2 was over-expressed in E. coli, allowing
the purification of the recombinant protein and its biochemical analysis
(Figure 3; Groisillier et al., 2014).

EsM1Pase2 is a new phosphatase of the <&
haloacid dehalogenase superfamily

- 3D homology
modelling

EsM1Pase2 is a true M1Pase and its characterization paves the
way for identification of M1Pase in land plants.

Figure 3. Study of EsM 1Pase2.

N

il

(" Outlooks

D

Brown algae, because of their habitat and of their evolutionary history, feature some unusual metabolic pathways, such as the mannitol cycle which is part of their

primary metabolism. We have started deciphering the molecular bases of the production of this polyol in E. siliculosus. A new type of phosphatase has been identified,
and work is in progress to characterize recombinant EsM1PDHs. It will also be interesting to complete these studies by considering enzymes potentially involved in the
recycling of mannitol. All these results will be used to implement a kinetic modeling approach, to better understand the functioning and the importance of the mannitol
metabolism in brown algal physiology. Knowledge gained in E. siliculosus should also benefit research on such metabolic process in land plants.
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Les algues brunes sont des organismes photosynthétiques multicellulaires appartenant a la lignée
des straménopiles, et dont I'habitat principal est la zone intertidale. Une de leurs caractéristiques
métaboliques est d'utiliser le mannitol (polyalcool a six atomes de carbone) comme forme de stockage du
carbone issu de la photosynthése. Le métabolisme du mannitol chez ces organismes fait intervenir quatre
enzymes, deux pour la synthése et deux pour le recyclage, regroupées dans le cycle du mannitol. Parmi les
algues brunes, Ectocarpus siliculosus est I'organisme modele pour étudier différents aspects de leur biologie.
Au cours de la these, trois génes de cette algue codant pour les enzymes responsables de la premiére étape
du cycle du mannitol, la mannitol-1-phosphate déshydrogénase (M1PDH), ont été étudiés (EsMT1PDH1T,
EsM1PDH2, et EsMTPDH3). Les MT1PDHs catalysent une réaction réversible entre le fructose-6-phosphate et
le mannitol-1-phosphate. Une analyse phylogénétique basée sur la comparaison de M1PDHs caractérisées
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chez différents organismes (bactéries, champignons, algues, Apicomplexa) suggére que les M1PDHs
d'algues brunes et d'Apicomplexa constituent un nouveau groupe parmi les Polyol-specific long-chain
dehydrogenases and reductases. Une version du gene EsM1PDH, codant pour une protéine tronquée en N-
terminal afin d'éliminer un domaine de fonction inconnue, a été surexprimé chez la bactérie Escherichia coli.
La protéine recombinante tronquée a été purifiée et caractérisée au niveau biochimique, notamment pour
déterminer ses paramétres cinétiques dans les deux sens de la réaction catalysée par les M1PDHs. Ces
résultats ont été complétés par l'analyse de I'expression des génes codant pour les enzymes du cycle du
mannitol chez E. siliculosus au cours du cycle diurnal. L'ensemble de ces observations contribue a mieux
comprendre une voie métabolique clé dans la physiologie des algues brunes.

Brown algae are multicellular photosynthetic organisms belonging to the stramenopile lineage and
which are mainly found in the intertidal zone. One of their metabolic characteristics is to store carbon fixed
by photosynthesis through the production of mannitol, a 6-carbon non-cyclic polyol. Synthesis and recycling
of mannitol in these organisms occur through the mannitol cycle, which includes two steps for synthesis and
two steps for recycling. Among brown algae, Ectocarpus siliculosus represents the model organism to study
different aspects of their biology. During this PhD thesis, three genes coding for the enzyme involved in the
first step of the mannitol cycle, the mannitol-1-phosphate dehydrogenase (M1PDH), were studied
(EsM1PDH1, EsM1PDH2, and EsM1PDH3). M1PDHs catalyze a reversible reaction between fructose-6-
phosphate and mannitol-1-phosphate. A phylogenetic analysis based on comparison of M1PDHs
characterized from diverse organisms (bacteria, fungi, alga, and Apicomplexa) suggests that M1PDH from
brow algae and Apicomplexa form a new group among the Polyol-specific long-chain dehydrogenases and
reductases. One modified version of the EsMTPDHT gene, coding for a N-terminal truncated protein in order
to deleted a domain of unknown function, was overexpressed in the bacteria Escherichia coli. The truncated
recombinant protein was purified and biochemically characterized, notably to determine kinetic parameters
in both directions of the reversible reaction catalyzed by M1PDH. These results were completed by analysis
of changes in expression of genes encoding enzymes involved in the mannitol cycle during the diurnal cycle.
These observations contribute to increasing the understanding of a key metabolic pathway in brown algal
physiology.
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